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Prefacio

A caracterizagao aromatica de algumas castas produtoras de vinho Madeira —
Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho, contribuira de forma inegével, para um melhor
conhecimento cientifico dos nossos vinhos, investigagdo ha muito desejada pelo
Instituto do Vinho da Madeira (IVM).
Durante cerca de 24 anos - Julho de 1979 a Janeiro de 2003, nos quais tive o
privilégio de exercer o cargo de Presidente da Direccdo do Instituto do Vinho da
Madeira, fomos confrontados com a necessidade de novas exigéncias e desafios que
contribuiram decisivamente para alteragdes profundas no sector vitivinicola com
reflexos muito positivos na melhoria da qualidade do vinho e rejuvenescimento do
sector.
Para além de todas as transformagdes e melhoramentos no quadro técnico e
logistico — criagdo do laboratério e sua posterior acreditagdo, cdmara de provas,
controle de existéncias nas empresas, promog¢do dos mercados externos em especial
Inglaterra, Franga, Alemanha, Bélgica, EUA e Japdo e interdi¢do, em 2002, da
exporta¢do dos vinhos a granel, o IVM enfrentou trés grande desafios que considero
marcantes para o vinho da Madeira:
- proibicdo da utilizagdo de mostos provenientes de hibridos americanos
Jacquet, cunningham, hermont e outros;

- proibigdo da comercializagdo de vinhos com o nome das castas nobres, Boal,
Malvazia, Sercial e Verdelho, provenientes de outras castas, em especial a
Negra Mole e a interdi¢do da utilizagdo de caldas de agucar;

- obtengdo de um conhecimento cientifico sobre a caracterizagdo aromatica

das castas utilizadas para o vinho Madeira;

O primeiro desafio surgiu antes da adesao de Portugal a CEE, logo no primeiro

ano do IVM. Vencido este desafio, alteramos profundamente toda a filosofia anterior




Preficio

de fabrico do vinho da Madeira, assumindo-se uma nova dindmica para a reconversio
da vinha.

O segundo desafio surgiu ap6s a adesdo da CEE, o que motivou uma
concertagdo com as empresas para esta profunda alteragdo. Vencido este, ficou
salvaguardada em legislagdo comunitaria a utilizagdo de mosto concentrado rectificado
de uva bem como algumas especificidades para os nossos vinhos, tais como a
graduagdo minima natural de 9° para os mostos e ndo 12°, utilizagio da estufagem
como método enoldgico tradicional para o envelhecimento.

Quanto ao terceiro, a Universidade da Madeira e o IVM através da tese de
doutoramento do Dr. José Sousa Camara, vencem este desafio.

O IVM sempre procurou salvaguardar no Pais e no estrangeiro a Denominagao
de Origem para o vinho da Madeira subscrevendo os acordos de Lisboa e fazendo o
registo internacional da marca em Inglaterra, Alemanha, Espanha, Bélgica, EUA e
outros. Mas era imperioso ter um suporte cientifico credivel, que identificasse 0s
nossos vinhos e os salvaguardasse de fraudes.

Naéo posso deixar de referir o bom relacionamento institucional sempre havido
com a Universidade da Madeira, em especial através do Prof. Doutor José Carlos
Marques, entdo Presidente do Departamento de Quimica, ao qual manifestei o desejo
de vir a concretizar-se como objectivo primordial um trabalho desta natureza.

A partir dos resultados de investiga¢do agora apresentados e referentes Ag
vindimas de 1998, 1999 ¢ 2000, ficam os organismos oficiais e as empresas dotadas de
um instrumento valioso para a defesa da Denominagio de Origem, identificagio dos
vinhos e seu envelhecimento.

Para a histéria de Regido Auténoma da Madeira este trabalho ficard como a

primeira grande referéncia cientifica do Vinho Madeira para sua “Honra e Gloéria”.

Funchal, 2004

Constantino Lopes Palma
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RESUMO

Os objectivos fundamentais do presente trabalho foram a caracterizagdo quimica
de quatro castas nobres utilizadas na produg@o de vinho Madeira: Boal, Malvazia,
Sercial e Verdelho, e a discriminagdo das castas estudadas a partir dos pardmetros
analisados. Estudamos ainda o comportamento de alguns grupos de compostos
quimicos ao longo do envelhecimento dos vinhos.

Pelo facto dos conhecimentos sobre a composigdo aromatica dos vinhos
Madeira e das castas que os originam serem escassos, iniciou-se este estudo de forma
sistematica com as quatro castas referenciadas. Foi efectuado um varrimento exaustivo
do potencial aromatico livre presente nas uvas, nos mostos e nos vinhos
correspondentes. De modo a consolidar os resultados, as quatro castas foram estudadas
durante trés vindimas 1998, 1999 ¢ 2000. Este facto permitiu tirar algumas conclusoes
sobre a influéncia do ano de vindima nos diferentes grupos de compostos aromaticos.

O grupo de amostras estudadas compreendeu as uvas das castas Boal, Malvazia,
Sercial e Verdelho, do ano de 2000, 39 mostos das vindimas de 1998, 1999 e 2000, e os
39 vinhos monovarietais correspondentes com & meses de cada uma das castas
estudadas, nos trés anos considerados.

Numa fase complementar, foram igualmente objecto de estudo 86 vinhos das
diferentes castas com idades diferenciadas (entre os 8 meses os 25 anos), por forma a
avaliar o comportamento evolutivo de alguns compostos ao longo do envelhecimento.

A anélise da frac¢do aromatica livre das uvas, mostos e vinhos, foi precedida do
desenvolvimento de um método analitico (microextrac¢do em fase solida com espago
de cabega, HS-SPME) para extrac¢do, separagdo e identificagdo simultdnea do maior

nimero de compostos volateis possivel, e quantificacio de alguns deles.
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Resumeo

Verificou-se que os teores totais de monoterpendis e norisoprendides
encontrados nos mostos e nos vinhos monovarietais das diferentes castas estudadas, sao
relativamente baixos, o que as permite classificar como ndo aromaticas.

Verificou-se que as concentragdes dos terpendis ndo sofreram grandes
alteragdes nos trés anos estudados.

Concluiu-se que ¢ possivel distinguir os mostos das castas Boal e Verdelho
através da razdo das areas relativas do acetato de 2-feniletilo/B-damascenona. A razio
dos isémeros (E) e (Z) do hex-3-en-1-0l, pode ser utilizada para diferenciar 0s mostos
das castas Malvazia e Verdelho dos mostos das castas Boal e Sercial. Os vinhos das
quatro castas podem ser distinguidos através da razéio das dreas relativas dos 1someros
(E)Y e (Z) do hex-3-en-1-ol.

Os teores determinados para a 4-hidroxi-3,4-dimetil-2(3H)-furanona (sotolon)
nas diferentes variedades estudadas, permite concluir que este composto, tem uma
contribui¢iio importante para as notas aromdticas, essencialmente a “especiarias” ¢ a
“noz”, que se desenvolvem ao longo do envelhecimento dos vinhos Madeira.

Ao conjunto de dados obtidos foram aplicados métodos de andlise multivaridvel,
que englobaram a analise de componentes principais (PCA) e a analise discrinunante
(LDA), permitindo deste modo estudar as principais fontes de variabilidade presentes
no conjunto de dados, ¢ estabelecer relagdes entre as amostras (objectos) e os

compostos (variaveis).




ABSTRACT

The primary purposes of the present work were the chemical characterisation of
the four noble varieties used in the production of Madeira wines: Boal, Malvazia,
Sercial and Verdelho, and from the analysed parameters discriminating the varieties
under investigation. The behaviour of some groups of chemical compounds during
wine aging was also evaluated.

The fewer knowledge about the aromatic composition of Madeira wines and the
varieties from which they are made, we begin our work from a systematic mode. Thus,
an exhaustive scanning of the free aromatic potential present in grape, musts and
corresponding wines was made. So as to consolidate the results obtained, the four
varieties were studied over three consecutive vintages (1998 to 2000). This fact allows
make some conclusions about the influence of the year of harvest in the total aromatic
free fraction of each variety.

The group of samples studied included the grapes of Boal, Malvazia, Sercial
and Verdelho from harvest of 2000, 39 musts of some varieties from 1998 to 2000
harvests, and the corresponding 39 monovarietal wines with 8 month of age.

Subsequently, 86 wine samples from Boal, Malvazia, Sercial and Verdelho
varieties with ages between 8 month and 25 years, were object of study, so as to
evaluate the evolution of some compounds during wine aging.

The analysis of aromatic free fraction of grapes, musts and wines, was preceded
by development of the analytical methodology (headspace solid phase microextraction,
HS-SPME) for extraction, isolation and simultaneous identification the great number of
volatile compounds and quantification of some of them.

We remark that the total content of monoterpenols and C,; norisoprenoids

founded in musts and corresponding monovarietal wines, are relatively low, permitting
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Abstract

to classify these varieties as non-aromatics. Was also observed that the terpenol
contents are, practically, constants over the three vintages studied.

The results allow us confirm that is possible differentiate the musts of Boal and
Verdelho varieties through of relative content ratio of 2-phenylethylacetate/[-
damascenone. The relative ratio of (E) and (Z) isomers of hex-3-en-1-ol can be used to
differentiate the Malvazia and Verdelho musts from Boal and Sercial.

The wines from four varieties can be differentiated through the relative content
ratio of (E) and (Z) isomers of hex-3-en-1-ol.

The levels of 4-hydroxy-3,4-dimethyl-2(3H)-furanone (sotolon) founded in
Madeira wines under study, and the flavour handed by these compound, with a limiar
of olfactive perception (LPO) of 20 pg/L in fortified wines (Silva Ferreira, 1998),
allow us conclude that the sotolon was an important contribution for the aromatic
character that develops during Madeira wines aging.

Multivariate methods, principal component analysis (PCA) and linear
discriminant analysis (LDA), were applied to the obtained data set, allows to study the
main sources of variability present in the data, and to establish relations between

samples (objects) and compounds (variables).
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1. INTRODUCAO

1.1 MOTIVAGAO E OBJECTIVOS

Descoberta em 1418 por Jodo Gongalves Zarco e Tristdo Vaz Teixeira, e situada
em pleno Oceano Atlantico, a Ilha da Madeira com uma 4area de 728 Km? (58 Km E-W
¢ 23 Km N-S) tem uma populagdo de cerca de 245.000 habitantes (Fonte: INE — Censos
2001). Dista aproximadamente 600 Km da costa oeste de Marrocos ¢ 978 Km da costa
sudoeste de Lisboa.

Desde meados dos Séc. XVI, que a Ilha da Madeira produz um dos vinhos mais
famosos, conhecidos e comercializados mundialmente, vulgarmente designado por
“Vinho Madeira”, um vinho licoroso com um teor alcodlico entre os 17 e 22 % (vol.),
comercialmente disponivel em diferentes tipos (meio seco, seco, meio doce e doce),
consoante o conteudo em agucares. Define-se, ndo so6 pela qualidade das castas de que
¢ resultante, mas também pelo peculiar processo de tratamento e vinificagdo
destacando-se, a adig@o de alcool vinico para a interrupgdo da fermentagao e o processo
de envelhecimento prematuro do vinho por estufagem, que decorre durante cerca de
trés meses a uma temperatura de, aproximadamente, 50 °C.

Possui caracteristicas impares no mundo vinicola pelo que se afigura importante
preservar a sua genuinidade e tipicidade. Para tal torna-se necessario estudar
pormenorizadamente a sua constituicdo quimica, as potencialidades das suas castas e as
técnicas usadas na sua elaboragdo, visando alcangar por um lado, um melhor
conhecimento do seu comportamento face aos processos tecnologicos a adoptar e, por
outro, a melhoria da sua qualidade.

Entre as diferentes variedades cultivadas na Regido Demarcada da Madeira, as
castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho, distinguem-se pela sua superior qualidade,

estando perfeitamente adaptadas ao solo arenoso que caracteriza a regido, assim como

as condigoes climaticas.
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Apesar das caracteristicas impares ¢ da importancia econémica dos vinhos
Madeira para a regido, ndo tém sido efectuados estudos cientificos sistematicos no que
respeita a sua caracterizagdo aromatica assim como das variedades de uvas que lhe
estdo associadas.

Assim, considerando este facto e satisfazendo o desejo manifestado pelo
Instituto do Vinho da Madeira (IVM), desenvolveu-se este trabalho com o objectivo
primordial de estudar a composigéo aromdtica das quatro principais castas nobres que
lhe ddo origem — Boal, Malvazia, Sercial ¢ Verdelho. Para tal estudaram-se os
compostos constituintes do aroma varietal, identificaram-se os compostos volateis
nomeadamente os formados durante o processo fermentativo resultantes da actividade
microbiana, bem como os que tdm a sua génese e evolugdo durante a
conservagao/envelhecimento, resultantes, quer de reaccdes redox quer dos sucessivos
processos de acabamento a que o vinho é submetido. Alguns deste tltimos podem
considerar-se como marcadores da idade.

O estudo efectuado articulou-se em trés partes:

- Numa primeira fase, foi nosso objectivo caracterizar a fracgdo livre
aromatica dos mostos e dos vinhos correspondentes das quatro castas nobres
utilizadas na produgdo do vinho Madeira. Para tal, estudou-se o perfil aromatico de
36 mostos e dos 36 vinhos monovariectais correspondentes (ndo estufados),
referentes as colheitas de 1998, 1999 e 2000. Deu-se especial atengdo os compostos
terpénicos e norisoprendides, que por serem de origem varietal conferem aos vinhos
uma certa tipicidade. Sdo igualmente responsaveis por odores agradaveis e
qualitativos, pelo que assumem um papel preponderante na caracterizagio
aromatica dos vinhos. Foram estudadas e optimizadas as condi¢des experimentais
de extracgdo dos componentes volateis por microextracgdo em fase sélida (SPME),
utilizando como adsorvente uma fibra de poliacrilato (PA-85um), assim como, as
condi¢des instrumentais relativas 4 separacdo e identificagdo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

- Numa segunda fase, estudaram-se os compostos volateis que, pela sua
génese ou evolugdo durante a conservagdo ¢ envelhecimento dos vinhos Madeira,
podem contribuir para o seu “bouquer”.

- Por fim, ao conjunto de dados analiticos obtido, foi aplicada a anélise

estatistica multivaridvel - andlise de componentes principais ¢ a andlise
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discriminante, de modo a detectar as principais fontes de variabilidade presentes no
conjunto de dados, estabelecer relagdes entre as amostras e as variaveis, tentando
diferenciar os diferentes vinhos de acordo com a casta de origem.

O estudo da caracterizagdo aromatica reveste-se de inegavel interesse ao nivel
enoldgico, na medida em que esta relacionada com aspectos produtivos, econdmicos €
de qualidade. Sendo a produgdo de vinhos uma actividade de reconhecida tradi¢do e
importdncia na economia regional e nacional, os estudos que se efectuem tém a
vantagem de poder contribuir para o conhecimento e defesa das nossas Denominagdes
de Origem, e para o aumento da qualidade dos nossos produtos. Consequentemente,
podem contribuir para um melhor posicionamento dos produtores face a mercados cada
vez mais globais, mas também uma concorréncia e um grau de exigéncia muito

elevado.

1.2 APRESENTACAO GERAL DO VINHO MADEIRA

Desde os tempos mais remotos, o vinho tem vindo a desempenhar um papel de
relevo em quase todas as civilizagdes. Repleto de simbologia, impregnado de
religiosidade e de misticismo, o vinho surge desde muito cedo na literatura tornando-se

fonte de lendas e inspira¢do de mitos.

1.2.1 Historial do vinho Madeira

O inicio da cultura da vinha na Ilha da Madeira deve-se ao Infante D. Henrique
que, com o objectivo de obter para Portugal o comércio dos vinhos, até entdo dominado
pelos Genoveses e Venezianos, e antevendo as potencialidades da plantagdo de vinhas
na Ilha da Madeira, enviou cepas da casta Malvazia para a Ilha recentemente
descoberta e ordenou a sua producdo imediata (Vieira, 1991).

As primeiras plantagdes foram efectuadas por volta de 1470, mas s6 no inicio do
Séc. XVI se produzia vinho suficiente para comercializagao, inicialmente vendido, para

fins medicinais, aos marinheiros de passagem pela Ilha que o utilizavam para prevenir

o escorbuto.
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Desde o Séc. X VI, que o vinho surge como um importante produto ao nivel das
trocas externas da llha, mas s6 a partir da década de 70 do século seguinte, se firmou
como o produto dominante de troca com o extertor, surgindo nos Séc. XVIII ¢ XIX
como a principal fonte de receitas da regido. O vinho comega deste modo a assumir
uma posicio relevante na estrutura econdmica da Ilha.

Inicialmente o mercado europeu, nomeadamente o Inglés, destacou-se como o
consumidor preferencial do vinho Madeira, continuando nos Séc. XVII a XIX com as
colénias inglesas como principais compradoras. Na segunda metade do Séc. XIX
surgem os paises nordicos da Europa como importante destino do vinho Madeira.

A conturbada conjuntura politica da primeira metade do Séc. XIX, aliada ao
aparecimento do oidio em 1852 e da filoxera vinte anos mais tarde, conduziram a uma
situacdo de crise na produgdo e comércio do vinho, com graves implicagdes socio-
economicas.

Primeiramente o vinho Madeira n3o era fortificado, mas a necessidade de
estabilizar o vinho durante as longas viagens para os diferentes mercados, tornou a
adicdo de aguardente vinica (fortificacio) uma pratica comum.

Até meados do Séc. XVIII apenas se conhecia o envelhecimento e tratamento do
vinho em canteiro. A partir de entdo foram experimentados novos processos de
vinificagfo; primeiro com a adi¢do de alcool vinico e posteriormente com a estufagem
por volta de 1794 (Vieira, 1991). Este tltimo processo generalizou-se e actualmente,
quase todo o vinho Madeira é submetido a estufagem, exceptuando os produzidos pelas
castas nobres que sdo envelhecidos pelo tradicional processo de canteiro. A estufagem
do vinho surge, como consequéncia do afamado “virnho de roda”. O vinho que, como
lastro, fazia a travessia da zona tropical nos pordes das naus sofria um envelhecimento
prematuro conferindo-the um paladar muito apreciado. Assim, a primeira estufa surgiu
com a finalidade de substituir esta onerosa situagdo fazendo com que o vinho aquecido
artificialmente, in situ, adquirisse as propriedades dos que passavam os tropicos. Os
resultados foram de tal modo satisfatérios que, em principios do Séc. XIX, generalizou-
se o uso deste sistema, mantendo-se até a actualidade como uma das principais fases do
processo de vinificagdo.

A vinha e o vinho passaram momentos dificels e de concorréncia com outros

produtos, nomeadamente a cana-de-agucar, até a necessaria ¢ completa reconversio da

viticultura madeirense. Todavia, a permanente solicitacdo do mercado europeu,
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pressionou e acelerou a necessdria reconversio a qual foi acompanhada por um
aumento da qualidade. A politica comunitéria aliada ao empenho dos produtores e das
autoridades locais propiciaram uma nova era para o comércio do vinho Madeira.
Actualmente, a par do turismo, ¢ um dos pilares da economia da regido,
rendendo no ano de 2001, aproximadamente, 12 milhdes de euros (Fonte: IVM). Dos
paises membros da Unido Europeia a Franga, o Reino Unido e a Alemanha (figura 1.1),
sd0 0s que mais apreciam este precioso néctar produzido na Madeira. Como principais
compradores extra comunitarios destacam-se o Japdo, os Estados Unidos da América e

o Canada (estimativa correspondente aos anos 1990-2001).

EUA ©€anadd piemanha
13% 2%

Japao
- 14%

Suécia
5%

Figura 1.1 - Principais paises consumidores de vinho Madeira (Fonte: IVM).

1.2.2 Castas recomendadas para a produgéo de vinho Madeira

Os primeiros colonizadores consideraram o solo e o clima da Ilha da Madeira
ideais para o cultivo das vinhas. Estas crescem um pouco por todo o lado, em “poios”
de pequenas dimensdes e na globalidade sdo propriedade privada. A maioria estdo
plantadas no Sul (até aos setecentos metros) ¢ Norte da Ilha (até aos trezentos metros),
sendo a zona Leste a que produz menos. As vinhas, constituidas pelas castas
recomendadas, destinadas & produ¢io de vinho generoso da Madeira deverdo estar
plantadas em terrenos apropriados.

A Regifo Demarcada da Madeira possui um conjunto de castas “recomendadas”
e outro de castas “autorizadas” para a produgdo do vinho Madeira (Decreto Lei n°
418/85; de 21 de Outubro).
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Actualmente as castas recomendadas sdo:
Brancas:  Boal, Malvazia Candida, Sercial, Verdelho Branco e Terrantez:
Tintas: Bastardo, Tinta da Madeira, Malvazia Roxa, Verdelho Tinto e
Negra Mole,

E as castas autorizadas ;
Brancas: Cardo da Moga, Moscatel de Mdalaga, Malvazia Babosa, Malvazia
Fina, Rio Grande, Valveirinha, Listrdo e Caracol;

Fintus: Tinta Negro, Complexa, Deliciosa e Triunfo.

As castas brancas recomendadas sdo também conhecidas por castas nobres,
enquanto que das tintas s6 a Negra Mole tem significado na producdo do vinho
Zeneroso.

Em termos médios, ¢ possivel afirmar que a composi¢io percentual das
diferentes partes constituintes do bago das castas estudadas é de 72,8+4,6 % (m/m)
para a polpa, 23,913,9 % para a pelicula e 4,1+1,1 % para as grainha (Camara, et al.,
2000).

Nos ultimos anos tém sido cultivadas, com sucesso, diversas castas com vista &
produc¢do de vinho de Mesa.

As caracteristicas ampelograficas das castas estudadas neste trabalho, sio
abaixo descritas. As fotografias dos cachos de uvas das diferentes variedades foram

gentilmente cedidas pela Eng". Carlota Ferreira da Divisdo de Viticultura do [VM.

1.2.2.1 Boal

Possivelmente oriunda da regidio de Bordéus, na Franca, cultiva-se na zona
Norte da Ilha e no Campandrio, Calheta, Ponta do Pargo ¢ Cimara de Lobos na costa
Sul.

Apresenta folhas médias pentagonais, geralmente com cinco 16bulos, sendo os

superiores bem aparentes e os inferiores mal esbocados.
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Os cachos sdo médios (15-20 ¢cm), de média compacidade,
com um peso médio de, aproximadamente, 260 gramas; apresenta
um pedinculo médio e de média lenhificagao.

Os bagos sdo médios (1,5 gramas, em média), uniformes, de
forma arredondada e de cor verde amarelada; a pelicula, de
espessura fina e hilo pouco aparente, possui pruina; a polpa é mole

e suculenta; o pedicelo tem comprimento médio e ¢ de dificil

separagao.

Figura 1.2 — Cacho de uvas representativo da casta Boal.

E uma casta de produtividade média dando origem a vinhos maduros, muito

encorpados, aromaticos ¢ meio doces.

1.2.2.2 Malvazia

Os dados existentes (Vieira, 1991) sugerem a sua proveniéncia da Ilha de Creta,
na Grécia. Foi a primeira a ser plantada na Madeira, por ordem do Infante D. Henrique.

E cultivada nas imediagdes de S. Jorge e Santana no Norte da Ilha, e em CAmara

de Lobos e Estreito de Camara de Lobos no Sul, a 200-300 metros
de altitude.

As folhas sdo médias, pentagonais geralmente com cinco
16bulos muito profundos e normalmente pontiagudos.

Os cachos sdo médios a grandes (20-30 cm), frouxos e com
um peso médio de 300-400 gramas, com pedinculo médio a longo
e fraca lenhificagdo.

Figura 1.3 — Cacho de uvas representativo da casta Malvazgia.

Os bagos sdo médios a grandes (2,3 gramas, em média), ndo uniformes, de
forma eliptica e de cor verde amarelada; a pelicula de espessura fina e hilo aparente,
possui pruina; a polpa é mole e suculenta; o pedicelo tem comprimento médio e ¢ de

dificil separagdo. E uma casta de produtividade baixa a média dando origem a vinhos

de cor alambreada, doces e muito aromaticos.
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1.2.2.3 Sercial

Provavelmente proveniente das margens do rio Reno, mais precisamente de
Riesling (Alemanha), cultiva-se principalmente nas areas do Seixal,
Ribeira da Janela, Jardim da Serra, Faja da Ovelha, Ponta do Pargo
e Arco de S. Jorge.

As suas folhas sdo médias, pentagonais, com cinco a sete
l6bulos.

Os cachos sdo pequenos (12-15 cm), compactos ¢ com um

peso médio de 140-200 gramas, com pedinculo médio e de forte

lenhificagao.

Figura 1.4 — Cacho de uvas representativo da casta Sercial.

Os bagos sdo pequenos (0,9 gramas, em média), ndo uniformes, de forma
achatada e de cor verde amarelada; a pelicula espessa e hilo aparente, possui pruina; a
polpa ¢€ rija e pouco suculenta; o pedicelo é curto e de dificil separagio.

E uma casta de média produtividade dando origem a vinhos de cor alambreada,

secos e de excelente qualidade. ’_

1.2.2.4 Verdelho

A origem desta variedade ndo é muito precisa, mas consta que foi plantada antes r

do Séc. XV em Portugal Continental. A sua constitui¢do botinica é muito semelhante a
da casta “Gouveio” cultivada no Alto Douro. E cultivada na
Ribeira da Janela, Funchal, Cimara de Lobos ¢ Estreito de
Camara de Lobos.

As suas folhas sdo médias, pentagonais, geralmente com
cinco ldbulos pouco profundos ou apenas esbogados.

Os cachos sdo pequenos a médios (10-18 cm), compactos

e com um peso médio de 100-120 gramas, com pedunculo médio

e de forte lenhificacdo.

Figura 1.5 — Cacho de uvas representativo da casta Verdelho.




Introducdao

Os bagos sao médios (1,5 gramas, em média), uniformes, achatados e de cor
verde amarelada; a pelicula de média espessura e hilo pouco aparente, possui pruina; a
polpa é rija e pouco suculenta; o pedicelo é curto e de dificil separagio.

E uma casta pouco produtiva dando origem a vinhos meio secos com um

evidente sabor a noz.

1.2.3 Factores naturais

Do ponto de vista geologico, a regido da Madeira apresenta grande
uniformidade. Assenta essencialmente em rochas eruptivas e materiais piroclasticos,
com predominéncia das primeiras. Também existem formagdes sedimentares mas em
extensdo relativamente pequena. Morfologicamente pode considerar-se na Ilha da
Madeira a existéncia de uma alta regido central com imponentes macigos montanhosos,
com um relevo muito acidentado, marcado por vales muito profundos, por desniveis
abruptos de paredes quase verticais e por declives em geral acentuados. O litoral
desenvolve-se normalmente em escarpas de grande imponéncia, as quais chegam a
atingir desniveis da ordem dos 500-600 metros. A sua frequéncia e extensdo sio
maiores na costa Norte do que na Sul.

Os solos de natureza vulcénica, constituidos essencialmente por basaltos e
cinzas ricas em ferro e fosforo, apresentam pouca profundidade e sdo ligeiramente
acidos a neutros.

A Madeira esta sujeita aos ventos alisios que atingem o territério durante a
maior parte do ano. Este facto, a sua situagdo geografica e as particularidades
morfoldgicas proprias, fazem com que as condigdes climaticas das regides Norte e Sul
difiram bastante entre si. Esta diferenciagdo ¢ muito importante em termos de defini¢do
da area vinicola, conduzindo ao aparecimento de duas areas com caracteristicas
proprias, de que resultara um vinho diferente, conhecido no Séc. XVIII como vinho do
Norte e do Sul.

Genericamente o clima da Madeira, fortemente influenciado pela orografia da
Ilha, é predominantemente temperado com caracteristicas oceanicas, variando de seco a

humido e de moderadamente a excessivamente chuvoso com o aumento da altitude. Na

parte Norte da ITha comparativamente a parte Sul, para as mesmas altitudes, o clima ¢
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sempre mais chuvoso e caracteriza-se por temperaturas mais baixas. A temperatura
média do ar varia com a altitude e com a zona da Ilha. Em Agosto, o més mais quente,
a temperatura média ¢ de 22,4 °C e em Fevereiro, o més mais frio, é de 15,4 °C. A
média anual da humidade relativa varia desde os 55 % na costa até aproximadamente
90 % na zona dos nevoeiros (500-600 metros de altitude); a partir daqui a humidade
volta a diminuir com a altitude chegando a um valor proximo dos 75 %.

No que se refere a quantidade anual de precipitagdo, verifica-se um aumento
nitido com a altitude desde cerca dos 500 mm na costa Sul ou 1000 mm na costa Norte

até aos 3200 mm nas zonas mais altas do interior.

1.2.4 Aspectos fitotécnicos

Os amanhos que apresentam caracteristicas particulares sdo a enxertia, a poda e
a rega. Relativamente a enxertia, quando realizada no local definitivo, o método mais
comum € o enxerto de fenda simples; quando é realizada a enxertia na mio (enxertos
prontos) utiliza-se o enxerto dmega. Regra geral as plantagdes fazem-se com plantagio
do bacelo e posterior enxertia no local definitivo. Actualmente a maioria dos
viticultores optam pela plantagéo de enxertos prontos. Os porta-enxertos mais comuns
sao 0 R99 e 0 1103-P. A escolha do porta-enxerto depende da natureza do solo viticola
¢ das caracteristicas da casta com que vai ser enxertado. A poda ¢ realizada anualmente
durante o periodo de repouso vegetativo. A irrigagdo da vinha sé podera ser feita a
titulo excepcional caso as condigdes climaticas o justifiquem.

Coexistem na Regido o sistema de condug@o tradicional designado de “latada”
com altura de 1,5 a 2 metros, com outro mais moderno em “espaldeira” ou “bardo”. A
densidade de plantagdo, dependente do sistema de conducio, ronda os 3000-5000
pés’/ha. O terreno livre por debaixo das latadas é aproveitado para diversas plantagdes,

contribuindo para o arejamento e fertilizagdo do proprio solo.

1.2.5 Producao

A area geografica correspondente a Denominagéo de Origem “Madeira” abrange
toda a Regido Autonoma da Madeira (RAM).
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De acordo com o Recenseamento Geral Agricola de 1999 (DRE), da superficie
total plantada em vinha, aproximadamente 1520 hectares, somente cerca de 414
hectares estdo autorizados a produzir vinho Madeira. Esta escolha baseia-se em varios
factores de avaliagdo do potencial qualitativo.

O rendimento maximo permitido (Decreto Lei n® 418/85; de 21 de Outubro)
para o vinho Madeira ¢ de 80 hL de mosto por hectare, e o seu grau alcodlico natural
ndo podera ser inferior a 9 % (vol.). Estes valores poderdo ser ajustados em anos
particulares. A vindima ocorre quando a uva atinge uma boa maturidade.

O mapa da figura 1.6 ilustra os locais de cultivo das castas nobres de maior

dimensdo e importancia.

Porto Moniz

Sdo Vicente Santana

PONTA DO
PARGO

SERCIAL
MALVAZIA

Machico

MALVAZIA

Ribeira :

Brava BOAL,
MALVAZIA,

SERCIAL,VERDELHO

Canigo

Figura 1.6 — Locais de cultivo, de maior importincia, das castas nobres.

As variedades e os locais de implantagdo das vinhas sdo seleccionadas em
funcdo de pardmetros edafo-climaticos e culturais, principalmente a localizagdo,

altitude, natureza do solo e rendimento.

O grafico da figura 1.7, mostra-nos a evolu¢do da produtividade do vinho
generoso nos ultimos 8 anos (Fonte: IVM).
A produtividade média verificada neste periodo foi de, aproximadamente,

49,4+9,5 milhares de hectolitros.
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Figura 1.7 — Evolugdo da produgdo do vinho Madeira nos tiltimos oito anos (Fonte: IVM).

1.2.6 Tecnologia de vinificagao

Se é certo que o vinho depende directamente da casta que ¢ utilizada e das
condigdes agroclimaticas da regido, ndo ¢ menos certo que no caso do vinho Madeira a
estes factores acresce o processo de vinificagdo sui generis.

A semelhanga de muitos outros vinhos licorosos, como o Porto e o Moscatel de
Settibal, o vinho Madeira é obtido a partir do sumo de uvas frescas que fermentam de
modo a que reste algum agtcar residual, o qual vai condicionar o caracter doce ou mais
seco do vinho.

Podem considerar-se cinco etapas fundamentais no processo de produgdo do
vinho Madeira :

i) Vindima e recep¢do das uvas: as uvas das castas recomendadas, em bom
estado fitossanitario e com a graduagdo minima aconselhavel, provenientes de
diferentes locais da Ilha, sdo colhidas manualmente e colocadas em caixas apropriadas
de 35-50 kg onde sdo transportadas para as instalagdes de vinificagao. E efectuada uma
pesagem em balangas apropriadas e determinado o alcool provavel. Sdo em seguida
enviadas para tegdes que vdo alimentar a linha de obtengdo de mosto ou sdo
introduzidas nos equipamentos que permitam a sua obtengao.

it) Extrac¢ao do mosto: este processo ¢ normalmente efectuado por recurso a
um desengagador-esmagador que retira o engago ¢ esmaga os bagos enviando-os para

uma bomba de massas que por sua vez conduz as uvas esmagadas para a prensa. Estas

operagdes sdo comuns a maioria dos produtores.
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A partir de entfo, e consoante o tipo de vinho a obter, existem dois processos
altenativos: bica aberta (1) e curtimenta (2). No processo de bica aberta, as massas
obtidas do esmagamento sdo prensadas, esgotando-se © sumo que segue para
fermentagdo precedida ou nio de maceracio. Na curtimenta, a fermentagio processa-se
com as peliculas em contacto com o mosto, procedendo-se a prensagem depois de
terminado o processo fermentativo.

O mosto deverd possuir um titulo alcoolométrico natural minimo de 9 % (vol.).
E sulfitado antes da fermentacio & razio de 50 mg de SO, por litro de mosto. A acidez
fixa dos mostos varia consoante a casta estando compreendida entre 8-12 gL' em
dcido tartarico.

iii) Fermentacdo alcodlica: ocorre em cascos ou cubas de ago inoxidavel ou
cimento revestidas por um material inerte. Tradicionalmente ndo se adicionam
leveduras. A temperatura de fermentacdo é controlada, processando-se esta entre 20-22
°C, para os vinhos brancos, e entre 22-26 °C, no caso dos vinhos tintos.

Para os mostos das castas Boal, Malvazia e Verdelho, a fermentacio ¢
interrompida por adicfio de alcool de origem vinica a 96 % (vol.). Esta interrupgdo
ocorre no momento em que a quantidade de agtcar ndo fermentado confere ao vinho o
grau de dogura desejado, que difere consoante a casta.

Relativamente ao mosto Boal, a adi¢do de alcool ocorre apds a obtengao de 6 ou
7 % (vol.) de alcool por fermentacio, equivalente a uma massa volimica de 1050 g.cm’
7. A quantidade de alcool vinico adicionado de modo a elevar o teor alcodlico ao valor
desejado, é neste caso de 14-16 % relativamente ao volume total. No mosto Malvazia, a
adicdo de alcool ocorre apds a obtencdo de 4 % (vol.) de alcool por fermentagio,
equivalente a uma massa volumica de 1060 g.cm™. A quantidade de é&lcool vinico
adicionado ¢ de 16-18 % relativamente ao volume total. No que se refere ao mosto
Verdelho, o &lcool € adicionado apds a obtengdo de 7 % (vol.) de alcool por
fermentagio, correspondente a uma massa volimica de 1020 g.cm™. A quantidade de
alcool vinico adicionado é de 12-14 % relativamente ao volume total. Para o mosto
Sercial, a fermentagdo ocorre na totalidade adicionando-se 8-10 % de alcool vinico
relativamente a quantidade total.

O alcool vinico deve respeitar alguns parémetros fisico-quimicos e sensoriais,

sendo este controlo da responsabilidade do IVM.
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Além da interrupgdo da actividade das leveduras, a alcoolizagdo favorece a
dissolugdo dos polifenois e provoca a precipitagao de substancias insoluveis.

iv) Operagdes tecnoldgicas: procede-se a clarificacdo dos lotes alcoolizados de
vindima, por adi¢io de bentonites e/ou gelatinas. Apos um periodo de
aproximadamente 30 dias, o0s vinhos s3o trasfegados para cascos ou tanques
completamente libertos de borras. Apés a trasfega, sdo analisados quimica e
organolepticamente, sendo classificados e loteados de acordo com os resultados da
anélise. Caso necessério procede-se a um ajuste do teor alcoolico. Os melhores lotes de
vinhos produzidos durante um ano excepcional podem ser seleccionados para uma
eventual declaragdo de “Frasqueira”.

A partir desta fase os vinhos sdo seleccionados para o processo de
envelhecimento.

v) Conservagdo/envelhecimento: o envelhecimento das principais categorias de
vinho da Madeira esté organizado de modo diferenciado consoante o tipo de vinho que
se pretende: ou sdo sujeitos a um envelhecimento prematuro por estufagem, ou
envelhecem de acordo com o sistema mais antigo e generalizado em todo o
arquipélago, o sistema de canteiro.

O processo de estufagem consiste em aquecer os vinhos, a uma temperatura
entre os 50-55 °C (aumento gradual de 5 °C/dia), onde se mantém ao abrigo do ar por
um periodo minimo de 90 dias. Segue-se um periodo de estagio de 90 dias findo o qual
o vinho esta em condigdes de ser submetido as diversas operagoes de acabamento de
modo a garantir a qualidade necessaria. Apos a estufagem, os vinhos poderdo, se
necessario, sofrer nova clarificagdo, com utilizagdo de gomas ou filtros de terras
diatomaceas, seguida de trasfega.

Consoante a qualidade ¢ idade do vinho este pode ser classificado como:
“Frasqueira” datado, feito exclusivamente de uma s6 casta e com um estagio minimo
de 22 anos (20 anos em cascos de carvalho e 2 anos em garrafa); “Colheita” vinho
monovarietal com um estagio minimo de 10 anos em cascos de carvalho; “Reserva
Extra” com uma casta nobre presente em pelo menos 85 % e estagio obrigatorio
minimo de 15 anos; “Reserva Especial” com mais de 10 anos de estagio; “Reserva”
com um estagio minimo de 5 anos.

Os vinhos sdo envelhecidos em cascos ou cubas praticamente lotados. O vinho

Madeira envelhecido pelo sistema de canteiro, s6 podera ser considerado em condigdes
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de engarrafamento ou de exportagdo decorridos, pelo menos, 36 meses apos a ultima
alcoolizagdo. O vinho Madeira submetido a estufagem s6 poderd ser engarrafado e
como tal comercializado, decorridos pelo menos 12 meses ap0s a estufagem.

A figura 1.8 resume o conjunto de processos de elaboragdo e envelhecimento

dos diferentes tipos de vinho Madeira.

(2) Curtimenta

MOSTO +
PELICULAS

—> Fermentagdo—> Prensagem

Icool vini 9 —> Estufagem
Uvas ———>» Esmagadas L Alcool vinico 96% 0 g
Desengace \ U u
Prensagem—> 'MOSTO  —> Fermentag&o B
| Canteiro Y

(1) Bica Aberta

N

Reserva >5 anos
Reserva especial >10 anos Envelhecimento em cascos |
Reserva Extra >15 anos

Vinhos de mistura

Colheita Envelhecimento em cascos <
> 10 anos

i § l Vinhos de uma sé colheita
22 anos Iny

“Frasqueira”

Figura 1.8 - Processos de elaboragio e envelhecimento do vinho Madeira.

A natureza e capacidade dos recipientes sdo adaptados ao tipo de evolugdo
desejado, sendo habitualmente conservados em cascos de 640 litros, em tonéis de 2500
a 3000 litros ou em cubas de grandes quantidades. Os recipientes em madeira
representam mais de 2/3 da quantidade total. A madeira mais utilizada ¢ o carvalho
portugués e americano sendo também utilizadas outras madeiras exoticas.

Os processos adoptados na estabiliza¢do fisico-quimica e microbiologica sdo

similares aos utilizados na generalidade dos vinhos.

1.2.7 Controlo e certificagao

O controlo e certificagdo dos vinhos Madeira sdo garantidos, quer pelos

Laboratérios de Controlo de Qualidade das empresas produtoras, quer pelo laboratorio
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do Instituto do Vinho Madeira (laboratério Acreditado desde 2002), que além de
controlar a qualidade desempenha diversas outras fun¢des na defesa e promogao do
vinho da regido.

A importéncia de identificar e quantificar alguns componentes do vinho, alguns
dos quais, quando se encontram em concentragdes superiores as admissiveis, de acordo
com as normas nacionais e internacionais, representam um perigo toxicolégico,
justificam o estrito controlo analitico ¢ organoléptico do vinho Madeira, efectuado pelo
laboratério de anélise e pela camara de degustagdo do IVM ao longo do seu processo
de elaboragdo.

Por outro lado, considerando a quantidade de vinho Madeira exportado
anualmente (32000 hL, em média), torna-se necessdrio € imperioso controlar
rigorosamente os pardmetros fisico-quimicos e organolépticos, por forma a confirmar a
autenticidade e prevenir ou detectar possiveis adulteragdes.

E também da responsabilidade do IVM, verificar por meio das contas correntes,
os stocks de vinho dos produtores. Este organismo encarrega-se igualmente de
organizar o registo dos tipos de vinho e emitir os certificados de garantia. Se os vinhos
apresentarem os critérios de qualidade requeridos, podem obter o selo de garantia,

obrigatério para a sua comercializagdo com a denominagdo de “vinho Madeira™.

1.2.8 Papel do envelhecimento na composigéo quimica

O envelhecimento é certamente uma das etapas mais importantes da elaborag@o
do vinho Madeira. A duragiio e as condigdes em que se processa sdo determinantes
sobre a qualidade do produto final. O processo tem uma incidéncia ainda mais
importante no caso do vinho Madeira dado que a sua durabilidade, em certos casos,
pode atingir varias dezenas de anos.

Esquematicamente podemos diferenciar, em fungdo da sua origem, trés grandes
grupos de compostos. Distinguem-se, deste modo, as substéncias provenientes da uva
que participam do aroma primario, as produzidas no decurso da fermentagao alcodlica,
designadas de aroma secundério e finalmente as provenientes de reacgoes quimicas que

ocorrem durante o tempo de armazenamento e que constituem o aroma terciario ou

“bouquet”.
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Estudos comparativos da composi¢io quimica de diferentes vinhos, revelam que
cada vinho é dotado de caracteristicas préprias que o diferencia dos demais. As
diferentes etapas percorridas ao longo do processo de elaboragdo explicam esta
heterogeneidade, inicialmente, ao nivel da matéria prima e da fermentagdo e
posteriormente, ao nivel do processo de envelhecimento, durante o qual estd sujeito a
eventuais alteragdes microbioldgicas entre outras.

Nio obstante todas estas fontes de variabilidade, durante o envelhecimento do
vinho ocorrem um conjunto de reacgdes quimicas e enzimaticas que modificam a sua
composicdo e lhe confere uma certa similaridade. Estas transformagdes, traduzidas na
alteracdo da cor ¢ das caracteristicas organolépticas do vinho envelhecido
relativamente ao vinho novo, sfo tanto mais perceptiveis quanto maior for o tempo de

armazenamento.

1.2.9 Caracteristicas organoiéplicas

Os diferentes tipos de vinho Madeira assentam principalimente nas castas nobres
de que sdo elaborados e das quais recebem os nomes por que sio colocados a
disposi¢io do consumidor. O Sercial ¢ o mais seco, de cor dmbar, com reflexos
alaranjados ¢ acido. O Verdelho é menos seco que o Sercial, de cor amarelo-
acastanhado, sabor a madeira, caramelo e gueimado. O Boal ¢ meio doce, rico de
aroma e sabor. O Malvazia é doce, muito aromatico e macio.

A flagrante tipicidade e originalidade destes vinhos sdo o resultado, por um lado,
das caracteristicas do solo, clima e factores sdcio-econdmicos, ¢ por outro, das
peculiaridades das castas e das formas de cultivo da vinha.

Os vinhos produzidos na Regido estdo aptos a ostentar a designagdo DOC
(Denominagdo de Origem Controlada), uma das mais antigas denominagdes de origem
do pais, categoria mais alta dos VLQPRD (Vinho Licoroso de Qualidade Produzido em
Regido Demarcada; EU No 3111, 1993) desde que satisfagam os requisitos impostos

pelos estatutos da Regifio Demarcada da Madeira, outra legislagdo Nacional e

Comunitaria.
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1.3 COMPOSTOS AROMATICOS DAS UVAS E DOS VINHOS

Entre as diferentes variedades de uvas cultivadas na Regido Demarcada da
Madeira, as castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho distinguem-se pela sua superior
qualidade, estando perfeitamente adaptadas ao solo arenoso que caracteriza a regido,
assim como as condi¢des climaticas.

De um modo geral a uva é um fruto pouco aromatico, podendo nalguns casos
ndo emitir qualquer odor. S6 as uvas de castas do tipo Moscatel e Cabernet-Sauvignon,
tém uma tipicidade particular encontrada posteriormente nos vinhos (Darriet er al.,
1991; Bayonove et al., 1974).

As substincias aromaticas, de grande complexidade de composi¢do e origem,
ndo se encontram uniformemente distribuidas pelas diferentes partes do bago, estando

repartidas de forma diversa (figura 1.9).

' Pelicula

| 57%

Figura 1.9 — Distribui¢do das substincias voldteis nas diferentes partes do bago (Bayonove et al.,

1993).

De acordo com Bayonove et al., (1993) mais de metade destas substancias
encontram-se nas células internas de pelicula.

Dos varios factores que contribuem para a agradabilidade e aceitabilidade de um
vinho, o aroma é possivelmente o mais importante, constituindo uma das suas mais
importantes caracteristicas organolépticas definidoras da sua qualidade e da sua
tipicidade (Bayonove ef al., 1993; Rapp e Mandery, 1986). E influenciado por factores
ambientais (solo e clima), pela variedade, pela ecofisiologia e fitotecnia da vinha, pelos
fenémenos bioquimicos pré-fermentativos (oxidagdes e hidrolises), pelas condigdes em

que decorre a fermentagdo (pH, temperatura, microflora), pelas técnicas de vinificagao,
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pelos vérios processos de pés-fermentagdo (clarificagdes, colagens, filtragdes) a que o
vinho é submetido e pelas condigdes de armazenamento e envelhecimento. Todos estes
pardmetros determinam a excepcional complexidade do aroma do vinho, tendo sido
identificados até a data algumas centenas de compostos volateis em uvas e vinhos de
diferentes castas (Schreier, 1979; Cordonnier e Bayonove, 1981).

Esta complexidade aromatica estd associada a compostos de diversas familias
quimicas: ésteres, dlcoois, terpenos, fendis voldteis, acidos gordos volateis, entre
outras, acrescida pela vasta gama de concentragdes dos constituintes do aroma que véo
desde os nanogramas a alguns miligramas por litro, associada as interac¢des odorificas
que ocorrem. Podem notar-se efeitos de adigdo e mesmo de sinergia. Enquanto que
alguns odores diferentes, mas de intensidades comparaveis, sdo imisciveis ficando
intactos na mistura, outros misturam-se e anulam-se. Alguns provém da uva,
caracterizando a variedade que lhe deu origem, outros sdo revelados durante os
processos de obtengdo do mosto, sendo a maioria formados durante os processos
fermentativos e outros durante a conservagdo e envelhecimento do vinho.

Estudos efectuados por Glinata et al., (1985), Bayonove et al., (1974a), entre
outros, reconhecem a relacio entre o caracter de um vinho e os compostos volateis das
uvas e mostos nomeadamente os terpendis e norisoprenoides, considerados os
compostos mais importantes na defini¢do do aroma varietal de um vinho tipico de uma

determinada casta (Bayonove et al., 1993).

1.3.1 Classificagao e origem

No que se refere a sua origem, ¢ atendendo a longa sequéncia bioldgica,
bioquimica e tecnolégica empregue na elaboragdo do vinho, podemos adoptar uma
classificagio que diferencie os aromas de acordo com a sua proveniéncia (figura 1.10).

Assim, diferenciam-se os aromas caracteristicos da variedade de uva de onde
provém — aromas primdrios ou varietais, dos provenientes das uvas e revelados
durante o processamento da vindima e operagdes subsequentes — aromas pré-
fermentativos, dos originados pelas leveduras durante a fermentagdo alcodlica —

aromas secunddrios ou fermentativos, e dos resultantes das reacgdes enzimaticas e
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fisico-quimicos de oxidagdo e redugdo, que ocorrem durante a conservagao e

envelhecimento do vinho — aromas pds-fermentativos ou tercidrios.

AROMAS
VARIETAIS

Solo
Clima !
Fitotecma i | AROMAS
| PRE-FERM ENTATIVOS

AROMAS

AROMAS TERCIARIOS

FERMENTATIVOS

r
PRUSS—. . ]

Processo de envelhecimento

Fermentagdo alcodlica
Fermentagio maloldctica

Figura 1.10 — Sequéncia biotecnoldgica da produgdo de vinho e sua relagido com os diferentes

tipos de aroma (Bayonove, 1993).

A divisdo adoptada para descrever os diferentes grupos quimicos responsaveis
pelo perfil aroméatico do vinho, esta de acordo com a adoptada por Ribéreau-Gayon et
al., (2000).

1.3.2 Aromas primarios ou varietais

O aroma varietal é formado pelos compostos caracteristicos da variedade de uva
de onde provém (Rapp, 1990). Dependem essencialmente da variedade mas também do
solo, do clima, da fitotecnia e da fisiologia da vinha, do estado sanitario e do grau de
maturagdo da uva. Sdo determinantes na qualidade e tipicidade aromatica dos vinhos.
Sdo na sua maioria, os ferpendis (caracteristicos das uvas e vinhos das castas ;
Moscatéis), os norisoprendides em C;; (abundantes na casta Chardonnay) e as "1
metoxipirazinas (caracteristicas da familia dos Caberner).

Recentemente tém sido identificados alguns tidis que contribuem de forma

importante para o aroma de algumas castas, nomeadamente as Cabernei-Sauvignon,

Sauvignon Blanc e Merlot.
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Este tipo de aroma pode ndo ser directamente reconhecido na uva (Moscatel e
Cabernet-Sauvignon), mas somente se revelar no decurso da fermentagdo efou da
conservacio do vinho (Cordonnier ef al., 1986).

Ao aroma varietal estd subjacente o conceito de percursor do aroma -
substincias ndo voliteis e nfo odorantes como glicosidos, acidos fendlicos, acidos
gordos e conjugados da cisteina, capazes de originar compostos aromaticos pela acgao
de enzimas especificas, ao longo do processo de vinificago e durante a conservagao e
envelhecimento do vinho (Ribéreau-Gayon et al, 2000; Bayonove et al., 1998;
Cordonnier et al., 1986). Podem considerar-se ainda coOmo precursores alguns
compostos odoriferos ou ndo e que pela sua instabilidade se transformam em
substincias odoriferas.

No potencial aromatico da uva, além do aroma varietal livre e dos precursores de
aromas, pode englobar-se o aroma pré-fermentativo uma vez que tem a sua origem em

precursores existentes na uva (figura 1.11).

. Aroma varietal jivre — volatil- odorifero

A A
Potencial varietal ndo precursores | Potencial varietal volati]’
‘ vola.tll § nao odorifero 1 odorifero ou ndo
|
v

| Aromas pré-fermentativos

Wieara 1.11 - Potencial aromitico da wva (udaptado de Bawmes of al 19845
il It s

1.3.2.1 Monoterpendis

Os monoterpendis constituem um exemplo de substincias de origem varietal.
Assumem um papel preponderante na caracterizagao aromdtica de um vinho. Por um
lado sio de origem varietal conferindo-the uma certa tipicidade (Bayonove ef al.,
1993), por outro sio responsaveis por odores agradaveis (essencialmente florais e

frutados) e qualitativos, justificando o facto de serem considerados as principais
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substidncias do aroma (Rapp, 1995). Intervém ndo s6 na tipicidade das castas
aromaticas, mas também na das castas ndo aromaticas (Bayonove ef al., 1993).

De acordo com os estudos de Rapp e Mandery (1986), as transformagdes
sofridas por estes compostos nas diferentes fases de fabrico do vinho sdo minimas,
possibilitando a caracteriza¢do dos vinhos provenientes de diferentes castas.

Nas plantas, os terpendis desempenham diversas fungdes na manutencdo da
fluidez da membrana, no transporte de electrées, na glicosilagdo das proteinas e na
regulagdo do desenvolvimento celular. Bayonove er al., (1993) realgam ainda o
envolvimento destes compostos no metabolismo das plantas quer a nivel dos
mecanismos de oxidagdo da glucose com libertagdo de ATP, quer na sintese de
hormonas, fitoesterdis e carotendides, quer ainda como produtos de acumulagdo,
formados durante a dorméncia de certos vegetais, como resultado da actividade
enzimatica, diminuindo assim o risco de acumulagdo de substdncias toxicas ou
inibidoras (McCaskill e Croteau, 1998).

Nas uvas os compostos terpénicos podem ser encontrados na forma livre, por
isso odorantes, e na forma ligada ndo volatil formando glicosidos que agem como
precursores do aroma ao longo do processo de vinificagdo (Cordonnier e Bayonove,
1974). A existéncia da fracg¢do livre e ligada nas uvas, tem sido continuamente
demonstrada (Le Chevanton, 1993; Razungles et al, 1993; Giinata, 1984),
encontrando-se os compostos ligados, na maioria das castas, em maior concentragao
que os livres.

A biossintese dos terpendis, investigada em leveduras, animais e algumas
plantas aromaticas, ndo foi estudada especificamente para as uvas. No entanto,
atendendo a similaridade dos esquemas metabdlicos nos diversos organismos
estudados, é logico pensar que no caso das uvas as vias biossintéticas sejam
semelhantes (Bayonove et al., 1998; Bayonove et al., 1992).

No processo biossintético (figura 1.12) dos terpendis podem diferenciar-se
varias etapas (Rohmer, 1999; McCalskill e Croteau, 1998).

A primeira etapa corresponde a formacdo do 4acido mevalénico (MVA),

composto chave na biossintese dos terpenos, a partir da glucose via acetil-CoA. Esta

etapa envolve a condensagio de trés moléculas de acetil-CoA para formar o 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) que ¢ reduzido a MVA por acgdo da 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductase (Chappell, 1995). De seguida o0 MVA sofre uma série de
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reaccdes de fosforilagdo, descarboxilagdo e desidratagdio originando o
isopentilpirofosfato (IPP). Na segunda etapa, por acgdo da isopentilpirofosfato
isomerase, o IPP é isomerisado a dimetilalilpirofosfato (DMAPP). Estas duas unidades
isoprénicas, IPP e DMAPP, desempenham uma fun¢do determinante na sintese dos

terpendis: 0 DMAPP ¢é considerado como unidade de partida sendo o IPP a unidade

I'epltltlva.
metabolismo primério | | metabolismo secundirio
I SLICOE Triterpenos (C;,) =—— / OPP — Sesquiterpenos (C,;)
esteraons
3 acetil-CoA \
HMG-CoA

2x _is| EFP

reductase Nl i

: citoplasma >
A
MVA )\/\ — )\/\
desidratagao OPP OPP
Josforilagao IPP DMAPP
descarboxilagao TR e s ] @
1x . OPP
3x T \ Monoterpenos (C,,)
GPP
Tetraterpenos (C,)) =—— OPP > Diterpenos (Cy,)
carotendides
AN
GGPP

Figura 1.12 - Biossintese dos terpendis nas plantas (adaptado de Bohlmann et al., 1998).

Posteriormente através de uma série de reacgdes destas duas unidades em Cs,
catalisadas por prenil-transferases, sdo sintetisados o geranilpirofosfato (GPP) que
origina os monoterpenos, o farnesilpirofosfato (FPP) que origina os sesquiterpenos, € o
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) que origina os diterpenos (Bohlmann et al., 1998,
Chappell, 1995).

Nio ¢é facil estabelecer uma comparagao directa das diferentes castas no que se
refere aos teores de monoterpendis uma vez que os resultados quantitativos disponiveis
na literatura sdo obtidos utilizando diferentes técnicas analiticas e sdo referentes a

amostras provenientes de diversas regides e de anos diferenciados.
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Na tabela 1.1 est@o registados alguns valores para os principais monoterpenois

em mostos de diferentes castas.

Tabela 1.1 Teores dos monoterpendis livees mais representativos em mostos de diferentes

castas.
Concentracio (ug.L™")
Castas :
linalol o-terpineol | citronelol nerol geraniol | Ho-trienol

Muscat d’Alexandrie” 455 78 nd 94 5006 nd
Muscat de Frontignan® 473 87 nd 135 327 nd
Gewiirztraminer” 6 3 12 43 218 nd
Riesling” 40 25 4 23 35 25
Muscadelle” 50 12 3 4 16 nd
Sauvignon” 17 9 2 5 5 nd
Alvarinho®? 80 37 nd 97 58 127
Loureiro™ 112 12 nd 0.2 0.8 7

Maria Gomes' 64 22 nd nd 54 57
Bical' 7 3 nd nd nd 10

nd: ndo detectado; a — Ribéreau-Gayon et al., 1975; b — Gunata, 1984; ¢ -~ Falqué-Lopez ef al., 1994; d — Oliveira, 2001; e -
Falqué et al., 2002: - Rocha et al., 2000.

A distribuigdo dos monoterpendis livres nas diferentes partes do bago depende
da casta e do composto. Estudos efectuados por alguns investigadores (Freitas et al.,
2003; Wilson et al., 1986; Gilinata et al., 1985), revelaram que a maior percentagem
destes compostos encontra-se na pelicula.

Nas castas Muscat de Frontignan e d’Alexandrie, 90 % do geraniol e do nerol
situam-se na pelicula. O linalol distribui-se equitativamente na pelicula e na polpa
(Razungles et al., 1993; Giinata et al., 1985; Wilson et al., 1984). A frac¢do ligada ¢
igualmente mais abundante na pelicula. Na maioria das castas a frac¢ao ligada ¢ mais
abundante que a fracgdo livre. Na Muscat d’Alexandrie a forma livre do geraniol e
citronelol é mais abundante que a forma ligada. Nesta casta, o linalol livre é o
composto mais abundante na polpa. Na Muscat de Frontignan, o ¢-terpineol livre ¢
também mais abundante que o ligado.

Na uva existe um balango complexo dos compostos do aroma e dos seus

glicosidos. Verifica-se que a glicolise redistribui os monoterpenos pelas diferentes

partes da uva ja que, ao contrario do que acontece com as formas livres, os glicésidos
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de nerol, geraniol e linalol encontram-se uniformemente distribuidos pelas diferentes
partes do bago.

No que respeita aos 6xidos de linalol, os ¢xidos pirdnicos existem sobretudo na
forma livre e foram encontrados em maior quantidade na polpa. Pelo contrario, os
oxidos furdnicos existem sobretudo na forma ligada e encontram-se distribuidos
uniformemente nas diferentes partes da uva. Assim, enquanto a fracgdo ligada dos
terpendis existe aproximadamente nas mesmas propor¢des relativas nas diferentes
partes da uva, as formas livres do nerol e do geraniol localizam-se sobretudo na
pelicula (Bayonove, 1993). Estes resultados além de demonstrarem a importancia da
maceragio pelicular no aroma, revelam a importancia de processos que permitam a
libertagdo dos terpendis existentes na forma glicosilada (Wilson ef al., 1986).

No decurso da maturagdo o teor de terpenodis livres e ligados aumenta (Park e
Noble, 1993; Giinata et al., 1985a; Wilson et al., 1984). A fraccdo ligada ¢ a mais
abundante desde o estado herbaceo (250 a 500 ug.Kg"), enquanto que os terpendis
livres existem em quantidades diminutas (30-90 ug.Kg™). Alguns terpendis, casos do
o-terpineol e do citronelol, ndo sdo detectados neste estagio. Ao longo da maturagdo a
fracgdo ligada continua superior a fracg@o livre. A partir da fase do pintor ocorre um
aumento substancial de terpendis livres até a maturagdo. A partir deste estado
fenologico, os teores de alguns terpendis, casos do linalol, do o-terpineol e do
citronelol diminuem (Rapp, 1988) contrariamente ao geraniol e nerol cujos teores
aumentam (Razungles et al., 1993). Alguns autores referem uma acumulagdo continua
destes compostos (Park e Noble, 1993; Wilson et al., 1984); outros (Giinata, 1984,
Marais, 1983) advogam uma diminuicdo de monoterpendis antes da acumulagido
maxima de aguicares no bago.

De acordo com Noble et al., (1988) durante a fermentacdo e conservagdo, a
frac¢do livre dos monoterpendis na casta Muscat d’Alexandrie aumenta enquanto que a
fracgdo ligada diminui devido a hidrdlise acida. Os mesmos investigadores verificaram
que o teor de geraniol diminui durante a fermentagdo, de 49 pg.L"' para 5 pg.L”,
enquanto que o teor de o-terpineol, 2 pg.L”' no mosto, aumenta ligeiramente durante a
fermentacdo para 5 pug.L” e posteriormente para 70 pg.L"' ao fim de 13 meses a uma
temperatura de 10 °C. Este aumento do o-terpineol durante a conservagéo ¢ resultado
da isomerizagdo em meio acido de outros monoterpendis livres como o linalol, nerol e

geraniol (figura 1.30).
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4.3.2.1.1 Principais constituintes de origem terpénica

Foram j4 identificados, nas uvas e nos vinhos, cerca de uma centena de
compostos terpénicos (Bayonove ef al., 1998; Bayonove, 1993). Entre eles encontram-
se: hidrocarbonetos terpénicos em C,y pouco interessantes olfactivamente (limoneno,
a-terpineno, p-cimeno, mirceno) ou sesquiterpenos como o farneseno, y-cadineno e y-
muroleno; vdrios dlcoois terpénicos que conferem odores fortes e tipicos de “flores”
(rosa, tilia) e também de “mel” e “cera”; alguns dlcoois sesquiterpénicos como 0
farnesol ou o y-cadinol; vdrios dxidos furdnicos e pirdnicos que regra geral sio muito
menos odorantes que os terpendis; alguns aldeidos — geranial, neral, citronelal, bastante
odoriferos mas mais agressivos que os alcoois correspondentes; e os didis ferpénicos,
que embora ndo apresentando propriedades olfactivas de interesse, podem actuar como
precursores de compostos odoriferos.

Na figura 1.13 representam-se as estruturas quimicas dos principais alcoois

monoterpénicos encontrados nas uvas e nos vinhos.

OH
|
| OH OH

Linalol o-Terpineol Citronclol
O
=3 = OH
O =
Nerol Geraniol Ho-trienol

Figaras 113 ~ Estrutura dos privcipais dleoois mionoterpénicos encontrados nos vinhos,

Os mais comuns ¢ interessantes do ponto de vista olfactivo sdo, o linalol
(coentros, anis), o o-terpineol (pinho e tilia), o nerol (rosas, lima), o geraniol (rosas), o

citronelol (limdo, citrinos) e o Ho-trienol (tilia) (Mateo e Jiménez, 2000).
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Nas castas Moscatéis encontram-se, geralmente, em concentragdes superiores ao
seu limiar de percepgio olfactiva (LPO) (tabela 1.1), contribuindo de forma decisiva
para o aroma das mesmas.

Encontram-se na maioria das castas, aromaticas ou ndo, sensivelmente nas
mesmas proporgdes relativas, mas so nas castas Moscatéis que se encontram em teores
bastante elevados, representando 40 a 50 % das substancias volateis quantificaveis, a
que correspondem concentragdes da ordem dos 500 a 1700 ug. L' (Giinata ef al., 1985,
Dimitriadis e Williams, 1984). A abundancia dos monoterpenois nas castas Moscatel
pode ser devida a uma maior actividade do sistema enzimatico e/ou a um teor mais
elevado dos respectivos precursores (Bayonove e Cordonnier, 1971).

Na tabela 1.2, apresentam-se os limiares de percepgdo olfactiva e os descritores
aromaticos, de alguns dos monoterpendis mais importantes para o aroma das uvas e dos

vinhos.

Tabela 1.2 Limiares de percepcio ¢ descritores aromdticos de alguns dos dlcoois e oxidos
L4 &

terpénicos mais importantes do aroma das nuvas ¢ dos vinhos.

Composto Limiares de percepcao™™' (ug.L™") | Descritores aromaticos™ %
linalol 50°; 80°; 100 coentros, anis, floral
o-terpineol 110%; 400° pinho, tilia, lirio

citronelol 18 limédo verde, citronela
Ho-trienol 110 tilia

nerol 400-500 rosa, lima, floral

geraniol 100; 130 rosa, floral

cis-oxido de rosa 0,2 verde, floral

oxido de nerol 100 fruto verde

a — Ribéreau-Gayon ef al., 1975; b — Meilgaard, 1975: ¢ — Miller et al., 1987; d — Dugelay et al., 1992; e — Simpson,
1979; f — Ribéreau-Gayon et al., 2000.

1.3.2.2 Norisoprendides em C,;

Outro grupo de compostos com grande interesse olfactivo, apesar das
concentragdes extremamente baixas em que se encontram, sdo os norisoprenoides em

C,; (Razungles e Bayonove, 1996). Derivam da degradagdo oxidativa dos carotenoides,

27



Capitulo 1

(tetraterpenos) (Enzell, 1985). Estdo presentes na uva e no vinho em quantidades
diminutas, da ordem dos ug.L”, mas conferem aos vinhos notas de grande qualidade
aromdtica, uma vez que possuem limiares de percepgio olfactiva bastante baixos. E o
caso da [-ionona (odor a violeta), da f-damascenona (odor a frutos exéticos), do 1,1,6-
trimetil-1,2-di-hidronaftaleno (TDN) (odor a querosene), dos vitispiranos (odor a
cénfora e eucalipto), do teaspirano (odor a ché e rosa), da 6-metil-5-hepten-1-ona (odor
a frutos verdes e vegetal), da 6-metil-3,5-heptadecan-2-ona (odor a canela e noz de
coco), da isoforona (odor a menta e vegetal), da B-damascona (odor a rosa, tabaco e
frutado), do 3-oxo-0-ionol (odor a tabaco) e dos isémeros cis- e frans- do edulano
(odor a tabaco). Muitos destes compostos sdo responsaveis pelos odores tipicos e fortes
que caracterizam determinados vinhos.

Na tabela 1.3, descrevem-se os limiares de percep¢ao olfactiva e os descritores

aromaticos de alguns dos norisoprendides mais abundantes encontrados nos vinhos.

Fabela 1.3 Algranay caracterisiicas dos norisoprengides em Cp mais comuns (Ribérecu-Gayon

of al., 2000: Williems of af., 1947}

Sl UpeUTeoremovinhos (ng 7Y 1 Rimiarde 4 Descritores
- Composta 0 , , S S
I s Brances {n=12) tintos (0t} percepeio (et aramaticos
B-ionona 0-59 0-2451 0.8 violeta
B-damascenona 89-1505 5-6460 0,045 flores, frutos exéticos
TDN 0-200 pg L 20 querosene
vitispiranos [ e 11 ordemn dos pg.L! 8OO eucalipto, ciinfora

Quimicamente, os norisoprendides em C;; podem dividir-se em dois grupos:
megastigmanos (exp: B-damascenona ¢ a PB-ionona) € ndo-megastigmanos {exp: TDN,
vitispirano e actinidol), incluindo cada um deles um nimero elevado de compostos
voléteis. Alguns dos norisoprendides do segundo grupo, podem formar-se a partir dos
megastigmanos por reac¢des quimicas em meio acido (Winterhalter, 1993).

Entre os megastigmanos, a P-damascenona ¢ a [-lonona sfio os mais
frequentemente encontrados nos vinhos. A B-damascenona, com odor a “frutos” e
“flores exoticas” e a “compota de macgid”, é responsavel pelo aroma tipico dos vinhos
Chardonnay. A P-ionona tem sido identificada em vérias castas brancas incluindo

moscatéis (Etiévant ef al., 1983; Schreler ef al., 1976).
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Entre os ndo-megastigmanos, o mais importante ¢ o TDN, tipico dos vinhos
Riesling velhos aos quais confere notas a “querosene” (Simpson, 1978).

Como os monoterpendis, os norisoprendides existem sobretudo na forma de
precursores ndo volateis, pouco odorantes, sendo libertados essencialmente durante a
conservagdo do vinho, como resultado de hidrolises acidas e enziméticas, originando
compostos com forte impacto aromdtico como € o caso da P-damascenona.
Contrariamente ao que inicialmente se suponha (Strauss, ef al., 1987), a neoxantina ndo
¢ o tinico precursor dos norisoprenodides em Ci;. Este carotendide é o precursor da [B-

damascenona (figura 1.14).

HO

0 l H H
OH
O
é ¢ Redngdo ¢ )\‘l/
o s et el
[]1F} OH GH
HO HO HO™
Triol aleno
l Redugan O
Q
=3 /
OH CH
e
HO #o” A
Trihidroxizcetileno ) H

3.Hidroxi-fi-damascona

Hudrohse derda
Hidralise devda
GH
N * ¢ H 0
—_—
O ON

HU

Figura L14 - Possivel mecanising de formagdy du Pedamasconona « partir de neoxanting

B-damascenona

tadapiade de Chevance et al. 2001}

De acordo com Williams ef al, (1991), a luteina & o presursor da
megastigmatrienona, enquanto que 0O precursor do TDN e do vitispirano ¢ a

violaxantina,
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Ao longo da maturagdo os norisoprendides apresentam uma evolucdo similar a
dos monoterpenois. A partir da fase do pintor verifica-se uma diminui¢ao do teor em
carotendides acompanhada de um aumento dos teores dos norisoprenodides em Ci;
(TDN, vitispiranos, entre outros). Este aumento deve-se a degradac¢do oxidativa dos
carotendides, gracas a intervenc¢do das enzimas da uva, seguido de mecanismos de
glicosilagdo (Razungles e Bayonove, 1996). A exposi¢ao solar durante a maturagdo
aumenta a cinética de degradagdo dos carotendides (Razungles e Bayonove, 1996;
Marais, 1983), originando teores de TDN e vitispirano superiores. Todavia os niveis de
B-damascenona e da megastigmatrienona ndo sdo afectados pela exposi¢do solar
(Marais et al., 1992).

A temperatura e o pH afectam os niveis de norisoprendides. Baixas temperaturas
e elevados valores de pH, favorecem a conservagdo da -damascenona e o atraso na
formagao do TDN (Simpson e Miller, 1983).

[ e
carotenoide

durante a l
maturagdo cetona
glicosideo

norisoprendide (NOR) e

‘k l_," glicosideo

NOR néo-aromatico
NOR aromatico durante a
/ conservagio
NOR aromatico
NOR nao-aromatico

volatilizagdo l

volatilizagio
etc. ¢ s co

Figura 1.15 — Evolugdo dos norisoprenoides em Cy; (adaptado de Guth, 1999).

A conservagdo do vinho em casco de madeira conduz a um aumento da
concentracdo da megastigmatrienona conferindo ao vinho nuances a “tabaco”. O
arejamento conduz a uma diminui¢do dos teores de norisoprenodides dada a volatilidade
destes compostos.

Na figura 1.15, representa-se um diagrama esquematico da evolugdo dos

norisoprenodides durante a maturagdo das uvas e envelhecimento dos vinhos.
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1.3.2.3 Metoxipirazinas

As metoxipirazinas sdo compostos heterociclicos azotados, provenientes do
catabolismo dos aminoéacidos. Embora a sua origem ndo esteja completamente
clucidada nas uvas nem nos vegetais em geral, os aminoacidos leucina, isoleucina e
valina, e o glioxal, sfo frequentemente citados como possiveis precursores (Murray e
Whitfield, 1975). Uma das vias de formagdo que tem sido proposta esta exemplificada
na figura 1.16 (Allen e Lacey, 1999).

N
H,N H,N N\ T
condensagdo | melilagéo ‘
_—
HO 0 H,N 0 ﬁ 0 N OMe

leucina leucinamida pirazinona MIBP
Figura 1.16 - Possivel mecanismo de formacao da 2-metoxi-3-isobutilpirazina a partiv da

leucina {adaptado de Allen ¢ Lacey, 1999).

As mais abundantes e de maior impacto olfactivo s@o: a 2-metoxi-3-
isobutilpirazina (MIBP), a 2-metoxi-3-sec-butilpirazina (MBP) e a 2-metoxi-3-
isopropilpirazina (MIPP). Destas, a MIBP é a que existe em maior quantidade,
tipicamente com uma concentrag@o oito vezes superior a das outras pirazinas. Também
ja identificadas em vinhos, a 2-metoxi-3-metilpirazina e a 2-metoxi-3-etilpirazina, sdo
muito menos odoriferas do que aquelas.

Foram identificadas em uvas e vinhos das castas Cabernet-Sauvignon (Allen et
al., 1994; Bayonove et al., 1974), Sauvignon Blanc e Merlot (Lacey et al., 1991), aos
quais conferem notas vegetais e terrosas que lembram o “pimento verde” e os
“espargos”.

Apesar dos LPO extremamente baixos, 1 a 2 ng.L"' na 4gua e em vinhos
brancos, e 10-15 ng.L"' em vinhos tintos (tabela 1.4), somente a MIBP e a MIPP
parecem contribuir para o aroma das variedades referidas.

A 2-metoxi-3-isobutilpirazina (MIBP) foi identificada no vinho Cabernet-
Sauvignon, pela primeira vez, em 1975 por Bayonove et al., (1995). Embora estejam

presentes no vinho em concentragdes bastante baixas, o cardcter herbdceo dos vinhos
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Sauvignon Blanc e Cabernet-Sauvignon, esta associado & presenca das 3-alquil-2-
metoxipirazinas. Allen et al., (1994) propuseram um limiar de percepgdo olfactivo de 2
ngL? na dgua e no vinho, tendo mais recentemente, Kotseridis et al, (1999)

determinado um LPO de 0,5 ng.L”! na 4gua e de 10 ng.L”' em vinhos tintos.

Fabela 1.4 Principais pirecinas encontradas nas wvas ¢ wos vinhos, limiares de percepgia

offuctivos (e dgua) ¢ descrifores qromdaricos corvespondenies.

. o CoLdmiarde 1 D Deseritores
Pirazina : , . s
yercepeio {ne. L }‘g aromiticos™
N R ¥ P& £
™~ R=CH,CH(CH;). : Z-metoxi-3-isobutilpirazina 2 pimento verde
p

= R=CH{CH;), : 2-metoxi-3-isopropilpirazina 2 pimento verde, terra
R=CH,CH; ; 2-metoxi-3-etilpirazina 400 pimento verde, terra

Re=CH{CH3),CH2CH; 1 2-metoxi-3-sec-butilpirazina 1 pimento verde

a ~ Ribéreau-Gayon er al.. 2000; b - Bayonove er af,1998

Estes mesmos autores estudaram a influéncia de alguns pardmetros viticolas e
de fabrico do vinho nos teores da IMP. O grau de maturagdo da uva (Lacey ef al.,
1991), o tipo de solo (Ribéreau-Gayon et al., 2000), o clima e a luz (Allen et al., 1993;
Allen er al., 1991; Heymann et al., 1986) e o tempo de maceragdo (Sala e Mestres,
2000), sdo factores que influenciam decisivamente os teores destes compostos, cujo
teor parece diminuir rapidamente a partir da fase do pintor (Lacey ef al., 1991).

As vinhas das zonas frias ou temperadas originam vinhos mais ricos em
pirazinas que as das zomas quentes. O mesmo se verifica com as uvas que se
desenvolvem na sombra cujo teor em pirazinas pode ser trés vezes superior as expostas
ao sol, devido provavelmente & fotosensibilidade destes compostos (Heymann et al.,
1986).

Sala er al., (1991) verificaram que o aumento do tempo de maceragdo conduz a
um aumento dos teores de pirazinas nos vinhos Cabernet-Sauvignon e Merlot,
indicando que estes compostos se encontram em maior percentagem na pelicula do que
na polpa ou grainha.

A influéncia do tipo de solo no teor das pirazinas deve-se ao seu efeito no
crescimento vegetativo. Para a casta Cabernet-Sauvignon, solos argilosos originam

vinhos com teores de pirazinas mais elevados do que outros tipos de solo (Ribéreau-
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Gayon et al., 2000). Os teores encontrados nas uvas sdo similares aos determinados nos

vinhos. Sdo compostos importantes na caracterizagdo varietal dos vinhos das castas

1.3.2.4 Tiois volateis

Cabernet-Sauvignon, Sauvignon Blanc e Merlot.

Foram 1identificados em vinhos, compostos da familia dos tidis, com

propriedades aromaticas interessantes, quer pelo limiar de percep¢do extremamente

baixo que possuem quer pelos descritores aromaticos que lhes estdao associados.

Assim, as notas a “buxo”, a “giesta”, a “toranja” e a “maracuja”, tipicas dos

vinhos das castas Sauvignon Blanc, Gewiirztraminer, Riesling, Pinot Gris, Muscat

d’Alsace, Pinot Blanc, Sylvaner, Colombard, Petit Manseng, e Semillon (Tominaga et

al., 2000), podem ser explicadas pela presenca de alguns dos tiéis volateis (Tominaga e

Dubourdieu, 2000).

Na tabela 1.5 apresentam-se os limiares de percepgdo olfactivos e os descritores

aromaticos de tidis voldateis presentes nos vinhos de algumas variedades.

Tabela 1.5 Limiares de percepgio olfactivos e descritores aromdticos de alguns dos principais

ticis voldteis.

Limiares de percepgio” (pg.L™) Descritores

Composto - - - S
dgua solucao modelo aromaticos

4-mercapto-3-metilbutan-1-ol 1300 1500 alho francés
4-mercapto-4-metilpentan-2-ol 20 55 citrinos
4-mercapto-4-metilpentan-2-ona 0,1 0,8 buxo, giesta
3-mercaptohexan-1-ol 17 60 toranja, maracuja
acetato de 3-mercaptohexilo 2,0 4,0 buxo, maracuja

i12% etanol (v/v) + 5 g/l acido tartarico; a — Tominaga ef al., 1998; b — Tominaga e Dubourdieu., 2000; ¢ — Tominaga ef al., 2000

Os principais compostos deste grupo identificados sdo a 4-mercapto-4-metil-

pentan-2-ona, o acetato de 3-mercaptohexilo, o 4-mercapto-4-metilpentan-2-ol, o 3-

mercaptohexan-1-ol e o 3-mercapto-3-metilbutan-1-ol (Darriet ez al., 1993).
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Tratam-se de compostos com limiares de percepcio extremamente baixos, da
ordem dos nanogramas por litro, com excepgio do 3-mercapto-3-metifbutan-1-ol cujo
LPO éde 1,5 ugL’.

4.3.3 Aromas pré-fermentativos

Os aromas pré-fermentativos sdo os que se desenvolvem no periodo
compreendido entre a vindima e o inicio da fermentagdo. Sio resultantes das diversas
operagdes tecnoldgicas a que as uvas sdo submetidas nomeadamente a vindima, o
transporte, o esmagamento ¢ a prensagem. Estes processos vao permitir que os sistemas
enzimaticos presentes na uva entrem em contacto com os lipidos membranares
libertando os 4cidos gordos poliinsaturados - os dcidos linoleico ¢ linolénico (figura
1.17).

LIPIDOS MEMBRANARES

1‘ acil-hidrolase

‘ ¥
| |
f écido.jlinolewo_g acidolinelénico i
—_ ememnrmre e e
| H
i lipoxigenase + O, E
A Y

C18:2 13-LOCH C18:3 13-LOOH

enzima de clivagem dos hidroperoxidos ‘

H(Dhexs3eenal - =<z (E)y-hex-2-enal
o A R
i I icoot desidrogenase Pl | {
i Yi

hexan-1-0f | (Z1hex-3lentlool (E)hex -.-2_-6[.1;] -01 '_ - ;

Figura 117 - Formacio por vie enzimalica des aldeidos e dos dleoois em Co a partiv dos

precursores da wva (adapiado de Crouzer of al., 1998).

Por accdo de uma lipoxigenase estes acidos originam hidroperéxidos que
servem de substrato a uma enzima de clivagem originando os aldeidos (Crouzet et al.,

1998; Crouzet, 1986). Por accdo da dlcool desidrogenase estes transformam-se nos
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alcoois correspondentes (figura 1.17). Durante esta fase de intensa actividade
enzimatica, algumas das formas glicosiladas dos compostos terpénicos hidrolisam-se,
com libertacio de compostos volateis tornando os mostos aromaticos.

Os compostos caracteristicos do aroma pré-fermentativo sdo aldeidos em Cg,
hexanal, (Z)-hex-3-enal e (E)-hex-2-enal e os alcoois correspondentes. Normalmente
estdo presentes nos mostos e nos vinhos em baixas concentragdes (inferiores a 0,5
mg.L™"), no entanto, devido aos limiares de percepgdo olfactiva relativamente baixos
que apresentam, podem conferir aos mostos e aos vinhos aromas “herbaceos” e a
“frutos verdes” (Crouzet ef al., 1998).

Os teores dos compostos em C,, formados, dependem do estado de maturagéo do
bago. De acordo com Cordonnier e Bayonove (1981) e Bayonove ef al., (1998), o
maior potencial herb4ceo atinge-se antes da maturagao industrial. O bago verde origina
nos vinhos quantidades maximas de aldeidos sendo estas cada vez menores até a
maturagio. Estes mesmos autores demonstraram que as operagdes tecnologicas
desenvolvidas no processo pré-fermentativo, principalmente o esmagamento, a
prensagem e a maceragéo, sdo factores com influéncia na formagdo destes compostos
pelo arejamento intenso que provocam.

A prensagem parece favorecer o aumento dos teores de geraniol e nerol, que sao
maiores no mosto de prensa do que no mosto de gota. O linalol, pelo contrario, ¢ mais
abundante no mosto de gota. A maceragdo parece favorecer o geraniol e nerol em
relagdo ao linalol (Bayonove ef al., 1976).

Alguns autores (Wilson et al., 1986; Cordonnier et al., 1986; Giinata, 1984;
Williams et al., 1984), sugerem que o aroma do vinho pode ser substancialmente
melhorado nesta etapa, se libertar o potencial aromatico existente sob a forma de
precursores glicosilados. Outros (Barillére et al., 1990; Baumes et al., 1989) salientam
os efeitos benéficos da maceragdo pelicular no caracter organoléptico dos vinhos.

Apesar de existirem variedades muito ricas nestes compostos (Baumes et al.,
1988; Baumes et al., 1989), ndo se podem considerar como substincias caracteristicas
de uma determinada variedade (Joslin e Ough, 1978) ja que a sua formagdo depende de

varios factores, como descrito.
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1.3.4 Aromass fermentativos

Os aromas fermentativos sdo produzidos pela acc@o das leveduras durante a
fermentacfo alcodlica e pelas bactérias lacticas, caso ocorra a fermentagdo malolactica.
No decurso deste processo, a complexidade quimica e aromatica dos vinhos aumenta
significativamente como resultado de transformacgdes quimicas dos constituintes da uva
e do mosto, ou produto do metabolismo das leveduras fermentativas ou das bactérias
durante a fermentacdo malolactica.

Formam-se nesta etapa, além do etanol e do glicerol, outros compostos em
quantidades mais modestas mas que podem contribuir, de forma significativa, para o
aroma giobal do vinho. S0 os élcools superiores, os dcidos gordos volateis e seus
ésteres, € em menor extensdo os aldeidos e outros componentes do aroma como
lactonas e fendis volateis (Rapp e Versini, 1991; Cordonnier e Bayonove, 1979).
Perdem-se alguns aldeidos e outros compostos volateis (Cordonnier e Bayonove,
1979).

Formam-se também compostos que conferem aos vinhos aromas indesejaveis,
casos do acido sulfidrico, sulfuretos orgénicos e tiois (figura 1.18). Quando presentes
em concentracdes excessivas, o acetaldeido, o acido acético, o acetato de etilo, os
alcoois supertores ¢ o diacetilo, também sfo considerados indesejaveis (Simpson,
1979).

Sulfato
Acglicares Diacetilo Sulfito
1 ] SH, <

Piruvato Acetolactato ——  Aminodacidos

AN

Acetaldeido—— Aceti] CoA

Cetoacidos
Etanol Acido gordo CoA Alcoois superiores
Acidos gordos Esteres

Figura 118 — Formacio de composios grométicos pelas leveduras a partir dos acicares,

wisinodcidos ¢ enxofre faduprade de Hensclike ¢ Jiranek, 1994).




Introdugio

A concentragio e natureza destes compostos nos vinhos jovens depende da
composicdo da uva, do tipo de levedura e das condi¢des de fermentagéo.

Diversos autores (Antonelli ef al., 1999; Cabrera et al., 1988) verificaram que a
estirpe de levedura tem influéncia na formagao de alcoois superiores ¢ ésteres e que as
diferengas na composi¢do aromaética final do vinho, no que se refere a estes
componentes, dependem mais da estirpe de levedura utilizada do que da composigéo
inicial dos mosto.

A estirpe de levedura pode também influenciar o teor em compostos terpénicos
do vinho (Cabrera er al., 1988) devido & sua actividade enzimatica. As leveduras
enologicas possuem actividade B-glicosidasica, mas pouca actividade o~
arabinosidasica e quase nenhuma actividade c-ramnosidasica (Delcroix ef al., 1994).
No entanto a B-glicosidase da Saccharomyces cerevisiae tem um papel pouco
preponderante na hidrélise dos precursores glicosilados devido & presenga de glucose e
etanol, sendo também pouco estavel ao pH do mosto (Mateo e Di Stefano, 1997). As
leveduras podem também transformar compostos terpénicos noutros (Di Stefano ef al.,
1992) ¢ algumas espécies da Saccharomyces cerevisiae tém a capacidade de sintetizar

compostos deste grupo (Fagan er al., 1981).

As condicdes em que decorre a fermentagio sdo muito importantes na produgio
dos 4cidos gordos volateis e dos seus ésteres. Condigbes de anaerobiose, baixa
temperatura de fermentagdo e clarificaciio dos mostos, sdo factores favoravels a sua
formacio (Nykinen, 1986; Bertrand ¢ Torres-Alegre, 1984).

Quantitativamente, os compostos aromaticos fermentativos representam a maior
parte do aroma, sendo considerados responsaveis pelo cardcter vinoso comum a todos
os vinhos. Assumem um papel importante no aroma final dos vinhos resultantes de
castas neutras, sendo menos perceptiveis nos vinhos provenientes de castas aromaticas
(Montedoro e Ricci, 1989). O etanol participa no aroma final do vinho, quer
directamente por se encontrar em quantidades superiores ao seu limiar olfactivo (0,1 a
100 mg.L" em agua) (Fazallari, 1978), quer indirectamente diminuindo a polaridade do
meio e por conseguinte os coeficientes de partico ar/vinho da maioria dos
constituintes do aroma (Bayonove ef al., 1998).

Saliente-se ainda que durante a fermentacio alcoolica ha perdas de compostos

aromaticos por volatilizagédo.
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1.3.4.1  Alcoois supericres

Os alcoois superiores, protagonizam por si s6 ¢ sobretudo pelos seus ésteres, um
papel importante no “bouguer” do vinho, contribuindo com odores agradaveis quando
em concentragdes inferiores a 300-350 mg.L” (Rapp ¢ Mandery, 1986). A capacidade
de produzir dlcoois superiores ¢ uma caracteristica de todas as leveduras, dependendo a
quantidade formada do género e da espécie de levedura, e da casta {(Guidici ef al.,
1993). Presentes nos mostos em baixas concentracdes, encontram-se nos vinhos em
concentracdes relativamente elevadas, 150-550 mg.L”' de acordo com Ribéreau-Gayon
et al., (2000).

A formacdo dos dlcoois superiores (Lepe, 1995; Bidan, 1975) esta relacionada
com o metabolismo dos aminoacidos sendo, por isso, fortemente influenciada pelo teor
de azoto presente nos meostos. Sdo produzidos cafabolicamente a partir de
determinados aminoacidos por intermédio do mecanismo de Ehrlich - desaminacio dos
aminoacidos seguida de descarboxilaciio do dcidos a-cetonicos originando o aldeido
correspondente com posterior redugdo (desidrogenagao) ao adlcool respectivo (figura
1.19). Este ultimo processo parece desempenhar a importante fun¢do metabolica de
controlar a reoxidagdo do NADH (Quain, 1988).

deshidrogenase 0 descarboxiluse
R-CH-COOH + E-],O%-%. R-C-COOH —Q» R-Tl -COOH =+ NH;% R-C-H + CO,
| A RAD " 0 e I
NN, 14l FADH, NH . O
aminoscido dcido a-cetonico aldeido
' A
R - CH,0H
alcool A NADH

Figura L.19 - Biossinfese dos dlcoois superiores w pariir dos aminodcidos de acordo com o

mecanismo de Elrlich (adaprado de Ribéreau-Gayvon ot al., 2000).

Podem também formar-se, anabolicamente, a partir do metabolismo dos
agucares viag piruvato tendo como intermedidrios os acidos -ceténicos. Exemplo é a

formagdo do propan-1-ol formado a partir do 4cido pirtvico. A figura 1.20 exemplifica

o mecanismo de formag¢do do propan-1-ol por esta via.
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COOH .
CH, — COOH | NAD NADH, (IEOOH
| CHOH S e
CH,-COOH + CO-COOH ———= HO— C—COOH ——> | ; =°
’ | CH-COOH CH
CH, CH, | v
EHs Co, CH,
acido acético acido piravico acido citramalico 4cido a-cetobutirico
CH,-OH NAD NADH,  HC=0 Noge co,
| \ / |
CH, CH,
CH; CH,
propan-1-ol propanal

Figura 1.20 — Mecanismo de formagdo do propan-I-ol a partir dos dcidos pirivico e acético

(adaptado de Usseglio-Tomasset, 1995).
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De acordo com Bayonove et al., (1998), 75 % dos alcoois superiores sdo
produzidos pelo catabolismo dos aglicares com os restantes 25 % a serem formados
pela degradagdo dos aminoacidos. Estes valores sdo no entanto dependentes dos teores
de azoto assimilavel e de agicares fermentaveis. Chen (1978), demonstrou que quanto
maior o numero de atomos de carbono do alcool, maior serd a contribui¢do do
mecanismo de Ehrlich para a sua formagao.

Segundo Shultess e Ettlinger (1978), as vias de regulacdo do metabolismo de
formacio dos alcoois superiores sdo determinadas pela fonte de azoto assimilavel. Uma
caréncia de azoto assimilavel provoca uma acumulagdo de cetodcidos originando a
formacdo de grandes quantidades de dlcoois superiores. Contrariamente, a presenca de
quantidades elevadas de aminoacidos provoca uma retroinibi¢do da via anabdlica,
diminuindo a quantidade de alcoois superiores formados por esta via (Ough e Bell,
1980).

Na tabela 1.6 descrevem-se alguns dos pares aminodcido-dlcool formados por
este mecanismo.

A produgdo de 4lcoois superiores durante a fermentagao alcodlica ¢ influenciada
pela espécie de levedura (Soufleros e Bertrand, 1979) e pela composi¢do do meio: teor
de agucares, pH, contetido e fonte de azoto, temperatura de fermentagio e arejamento

(Soufleros e Bertrand, 1980).
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Tabela 1.6 Aminodcidos precursores dos principais dlcoois superiores encontrados nos

vinhos®.

Aminoacido Cetoacido Aldeido Alcool
alanina o-cetopropidnico acetaldeido etanol

 serina B-hidroxi-o-cetopropionico glioxal glicol
2-aminobutirico o-cetobutirico propionaldeido propan-1-ol
valina a-cetoisovalérico isobutiraldeido 2-metilpropan-1-ol ”
norvalina a-cetovalér-i“co butiraldeido butan-1-ol
isoleucina o-ceto-B-metilvalérico 2-metilbutiraldeido ~ 2-metilbutan-1-ol
leucina o-cetoisocaproico isovaleraldeido ~ 3-metilbutan-1-ol
norleucina o-cetocaproico valeraldeido pentan-l-ol
fenilalanina B-fenilpiravico B-fenieletanal 2-feniletanol

a: Bidan, 1975.

De acordo com Guymon et al., (1961) certas espécies, como a Hansenula
anomala, produzem grandes quantidades de alcoois superiores, sobretudo em
condigdes aerébias. Peynaud e Guimberteau (1962), mostraram que a Saccharomyces
bayanus produz quantidades de 2-feniletanol muito superiores as formadas pela
Saccharomyces cerevisiae. Bertrand et al., (1984), atribuem a formacdo do 2-metil-1-
propanol a duas estirpes da Saccharomyces, a kluyveri e a ludwigii.

Di Stefano et al, (1981) ao estudarem quatro estirpes de Saccharomyces
verificaram diferentes potenciais na formagdo de compostos volateis. A cerevisiae € a
italicos produzem quantidades de ésteres e acidos gordos superiores a bayanus € a
uvarun. O acetato de etilo e o 2-feniletanol, sio produzidos preferencialmente pela
bayanus e pela uvarun, respectivamente.

Apesar de lhes ser atribuido um cheiro e sabor forte e pungente, com excepegao
do 2-feniletanol que confere aos vinhos odor a “rosas” (Simpson, 1979 Nykénen,
1986), quando presentes em concentragdes inferiores a 300 mg.L™', podem contribuir
de forma positiva para as caracteristicas organolépticas dos vinhos (Rapp e Versini,
1995; Rapp e Versini, 1991; Rapp e Mandery, 1986).

Os principais alcoois superiores de origem fermentativa sao os alcoois alifaticos
2-metilpropan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol e o alcool aromatico 2-
feniletanol. Presentes em quantidades entre 1 € 50 mg.L™" encontram-se o propan-1-ol,
o butan-1-ol, o butan-2-ol, o hexan-1-ol, o 3-metilbutan-2-ol, o decan-1-ol e o tirosol
(Curvelo Garcia, 1988; Bidan, 1975).
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Na tabela 1.7 indicam-se alguns limiares de diferenca e descritores aromaticos

associados aos alcoois superiores.

Tabela 1.7 Limiares de diferenca olfuctiva e descritores aromdticos de alguns dlcoois superiores

do vinho e cerveja.

; *Teores em vinhos | Limiares de diferenca (mg.L") |
Alcoois superiores o T . Descritores aromaticos™
brancos (mg.L™) vinho? (‘C!‘\'{*}‘A%’
propan-1-ol 1-125 500, 750 800 dlcool
2-metilpropan-1-ol 9-170 200 200 alcool
butan-1-ol 000385 150 450 dlcool
butan-2-ol - - 16 alcool
2-metilbutan-1-ol 8-150 200 200 alcool, banana, medicinal solvente
3-metilbutan-1-ol 6-490 60 70 alcool, banana, adocicado,
pentan-1-ol 0,008-5,1 - -- balsamico
hexan-1-ol 0,3-12 4 4 coco, folhas verdes. herbaceo,
(7)- hex-3-en-1-0l 00]—085 - 13 erva verde
(E)- hex-2-en-1-0] 0.05 15 folhas verdes
octan-1-ol 0,09-1.5 0.8 - quimico
oct-1-en-3-o0l ne - 0.2 cogumelo
ilcool benzilico 0,008-0.42 | --- 900 suor
2-feniletanol 4-197 €100 | 125 rosas, mel, magd, adocicado

a — Etiévant, 1991; b — Meilgaard, 1975; ¢ — Simpson, 1979.

1.3.4.2 Acidos gordos volateis

A constitui¢do 4dcida dos mostos e dos vinhos determina alguns dos principais

factores condicionantes do equilibrio fisico-quimico, que caracterizam alguns dos

processos evolutivos do meio (Curvelo Garcia, 1988). Condicionam a actividade dos
microorganismos durante a vinificagdo e evolugdo do vinho ao longo das diferentes
fases subsequentes & sua elaborag@o, e asseguram a protec¢do dos mostos e dos vinhos
contra a ocorréncia de eventuais perturbagdes. Conferem, especialmente aos vinhos
brancos, uma elevada estabilidade microbiologica e fisico-quimica e contribuem para
uma melhoria da qualidade organoléptica do vinho.

A génese dos diferentes 4cidos presentes nos vinhos ¢ diversificada. Alguns sao
provenientes das uvas, essencialmente da polpa (tartarico, malico e citrico), outros

resultam da actividade levuriana durante a fermentagio alcodlica (acético, oxalacético,
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succinico, citramalico, fumarico e lactico), e outros ainda surgem de reac¢des guimicas
que ocorrem durante a evolugdo dos mostos e dos vinhos ¢ das diversas formas de
ac¢io tecnoldgica.

A composigdo dos acidos nos mostos e nos vinhos ¢ bastante diferenciada no
que se refere & sua natureza quimica, & forga acida, aos seus teores e a sua influéncia
nas caracteristicas organolepticas dos vinhos.

S0 os 4cidos orgnicos fixos — tartarico, malico, citrico, succinico e lactico, que
conferem aos vinhos as suas propriedades acidas. A natureza ¢ as concentragdes em
que se encontram sfo importantes no estabelecimento do equilibrio 4cido-base e
consequentemente nas caracteristicas organolépticas do vinho. Assumem também um
papel fundamental como intermediarios na sintese de alguns compostos como por
exemplo, os aminoacidos. Desempenham outras fungdes ao nivel da fermentagdo, do
desenvolvimento microbiano, das reacgdes redox e na combinagio com o diéxido de
enxofre.

Os acidos oxalico, ascorbico, glucdnico, citramadlico, glicoxilico, oxalacético e
o-cetoglutarico, encontram-se nos vinhos em concentragdes normalmente bastante
baixas, constituindo contudo factores de qualidade.

Além dos acidos orgénicos fixos, encontram-se nos vinhos acidos fendlicos
(benzodicos e cindmicos) cujos valores de pK levam a supor uma contribuigdo minima
para a acidez total. Possuem no entanto, propriedades anti-sépticas, sapidas, de
adstringéncia e de dureza. Encontram-se nas uvas sob a forma de ¢ésteres, hidrolisando-
se durante a vinificagdo e conservagao dos vinhos.

Alguns &cidos gordos volateis como o propandico, 2-metilpropanodico, 2-
metilbutandico, 3-metilbutandico e 2-fenilacético, sdo formados a partir dos O-
cetoicidos, enquanto que os acidos gordos com numero par de dtomos de carbono,
butanodico, hexandico, octandico e decandico, sdo provenientes do metabolismo dos
lipidos. Possuem odores considerados negativos, mas encontram-se nos vinhos em
concentragdes normalmente inferiores ao seu limiar de percepgdo olfactivo (Dubois,
1994; Etiévant, 1991). Nos vinhos brancos o dcido octanbico pode atingir teores
Préximos ou mesmo superiores ao seu limiar, 10 mg L™ (Simpson, 1979).

A tabela 1.8, apresenta os teores limites encontrados em vinhos brancos por
Etiévant (1991), limiares olfactivos ¢ alguns descritores arométicos associados aos

acidos gordos volateis.
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Tabela 1.8 Teores, limiares de percepgiio olfuctiva e descritores aromdticos de alguns dcidos

presentes nos vinlos.

e Teores em vinhos L Limiar olfactivo (mg.L") : ety
Acidos brances @iel )| vinho® . Descritores aromaticos
acético 4,7-400 175 acre, vinagre
propandico 0,1-1,7 150 acético, vinagre, licteo
2-metilpropandico 0,01-2,1 30 suor, amargo, avinagrado,
butanoico 0,04-1.1 22 amanteigado, queijo, suor
2-metilbutanoico 0,1-1,6 1.5 queijo, lipulo velho, suor
hexanoico 0,02-5.7 8 8 acido gordo, 6leo vegetal, suor
octandico ©0,07-209 _ 10 13 acido gordo, dleo vegetal
decanoico 0-4,5 6 - cera, ceho, rango, sabdo

a — Etiévant, 1991; b — Meilgaard, 1975

As condi¢des em que decorre a fermentacdo sdo importantes para a formagdo
dos 4cidos gordos volateis. Condigdes de anaerobiose, baixa temperatura de
fermentacdo e clarificagdo dos mostos, sdo os factores mais favoraveis a produgio
destes compostos (Henschke e Jiranek, 1994).

Em condi¢des anaerobias, os aguicares em Cg transformam-se em acido piravico,
que sendo pouco abundante nos vinhos, esta na origem da formacao de varios produtos
secundarios (figura 1.21). Pode formar a acetil-CoA que por hidrélise origina o 4cido
acético. O 4cido piruvico por descarboxila¢do origina o acido oxalacético que pode ser
transformado pela levedura em acido malico. Este pode originar o acido succinico,
tendo como intermediério o 4cido fumérico que, por descarboxilag@o, origina o acido
propandico. Pode igualmente obter-se o acido succinico por condensagdo oxidativa de
duas moléculas de acetil-CoA (Usseglio-Tomasset, 1995).

Os principais 4cidos gordos de cadeia longa produzidos pelas leveduras durante
a fermentacdo alcoodlica, sdo o dcido linoleico (C18:2), o acido palmitico (C16:0), o
acido oleico (C18:1), e o acido estearico (C18:0). Tém uma acgdo importante na
vinificacdo como factor nutricional das leveduras. Incorporados nos fosfolipidos, nos
triglicéridos e nos ésteres dos esterdis, sdo utilizados pelas leveduras em condigdes
anaerdbias. Os de menor peso molecular, hexandico (C6:0), octandico (C8:0) e
decanodico (C10:0), além da origem levuriana, podem formar-se pelo catabolismo dos
acidos gordos de maior cadeia. Sdo precursores da sintese dos ésteres durante a

fermentagdo.
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CH-COOH

dcido fumdrico
Figura 1.21 -~ Formagdo de alguns doidos orgdnicos constituinies do vinho, a partiv do dcido

pirivico (adaprada de Usseglio-Tomasser, 1995).

Alguns 4cidos orgnicos — acético, succinico, o-cetoglutarico, malico, citrico,
podem ter um efeito directo nas caracteristicas organolépticas do vinho e contribuem
para o valor de pH. Entre estes, o 4cido succinico, representa um dos principais
subprodutos da fermentagdo, podendo representar 0,3 a 0,5 % dos agucares
fermentados; intervém no metabolismo dos lipidos e no ciclo de Krebs. E um diacido
com um valor de pK, elevado, acentuando o cardcter vinoso dos vinhos (Usseglio-
Tomasset, 1995).

O principal 4cido volatil é o acido acético que representa, sensivelmente, 90 %
da acidez volatil dos vinhos. Forma-se essencialmente durante o processo fermentativo
dependendo a quantidade formada, das condigSes de fermentagdo, da presenca de
oxigénio, da composi¢do dos mosto ¢ da espécie e estirpe das leveduras (Ribéreau-
Gayon ef al., 1982).
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1.3.4.3 Esteres etilicos

Caracterizados pela sua grande diversidade, os ésteres sdo os constituintes
maioritarios da frac¢do volatil das bebidas alcoolizadas. Genericamente estdo
agrupados em trés grandes classes: acetatos de dlcoois superiores, ésteres etilicos de
acidos gordos e ésteres etilicos de acidos fixos. Tendo em conta a importincia
quantitativa do etanol, nomeadamente em vinhos fortificados como o vinho Madeira, e
a maior reactividade dos alcoois primarios, os ésteres etilicos sdo, por razdes cinéticas,
os mais abundantes.

Juntamente com os alcoois superiores sdo os responsaveis pelo aroma
fermentativo dos vinhos. Os acetatos dos alcoois superiores apresentam odores
agradaveis conferindo aos vinhos jovens notas a “flores” (rosas — acetato de 2-
feniletilo) e a “fruta” (banana — acetato de isoamilo; mag¢a — octanoato de etilo). Os
ésteres etilicos dos acidos gordos participam na finesse aromatica dos vinhos novos
conferindo-lhes aromas agradaveis de “cera” e de “mel”.

A reacgdo de esterificagdo do acido acético com alguns alcoois superiores
(nomeadamente o 2-metilbutan-1-ol, o hexan-1-ol e o 2-feniletanol) origina os acetatos
de 4lcoois superiores - acetato de isoamilo, acetato de hexilo e acetato de 2-feniletilo,
possuidores de odores intensos muito particulares. Participam no aroma dos vinhos
neutros, podendo em alguns casos mascarar o aroma varietal.

Embora possam existir em pequenas quantidades nas uvas e nos mostos (Maarse
e Visscher, 1989), sdo formados sobretudo durante o processo fermentativo pelo
metabolismo das leveduras - esterificagdo enzimatica entre os alcoois livres e os acidos
carboxilicos sob forma activa (acil-S-CoA) (Herraiz e Ough, 1993), e por esterificagao
quimica durante os processos de maturagdo e envelhecimento do vinho (Cantagrel e
Carles, 1978, referenciado por Ribeiro, 2001). E por esta via que surgem lentamente no
decurso do envelhecimento, os ésteres acidos e neutros dos acidos dicarboxilicos:
succinico, tartdrico, malico e fumarico, essencialmente. Estas duas vias podem intervir
na sintese do mesmo composto. Em geral, a cinética de formagdo dos ésteres ¢ rapida
no inicio da fermentagdo, seguindo-se um crescimento lento a partir da fase tumultuosa

que permanece ou diminui ligeiramente durante o periodo lento.
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A acetil-CoA é o composto chave da biossintese dos ésteres. A acetil-S-CoA,
proveniente do 4cido pirvico, pode reagir com a malonil-S-CoA por uma reacgdo do
tipo Claisen, originando um novo acil-S-CoA. A alcodlise dos acil-S-CoA, em ésteres

etilicos de acidos gordos, ¢é catalisada por enzimas especificos.

0
(|:|) /“-S-COA
C-S-CoA H,C \ ' (|)-H
HZC/ + CH,-C-S-CoA / + HS-CoA T C-CH,-C-§-CoA
\C-O'H H W w ﬂn
I * LY co,
5 5
I
0

0 o}
CH,-C-CH,-C-S-CoA

Figura 1.22 - Mecanismo de biossintese dos dcidos gordos (adaptado de Bayonove et al., 1998).

A biogénese da acetil-CoA no decurso da fermentagio, pode ocorrer por trés
vias de acordo com Dubois (1994a) e Nykdnen (1986): por activacio dos acidos
carboxilicos produzidos por oxidagio dos aldeidos correspondentes por acgdo das
leveduras; por descarboxilagéo oxidativa dos a-cetoacidos; e pelo anabolismo dos
4cidos gordos com um nimero par de 4tomos de carbono. O catabolismo por [-
oxidacdo intracelular dos acidos gordos de cadeia longa fornece outra via de acesso aos
acil-S-CoA, sobretudo no inicio da fermentagéo.

De acordo com Soles et al, (1982), a formagdo dos ésteres durante a
fermentagdo alcoolica ¢ influenciada por varios factores entre os quais, a presenga de
oxigénio, a temperatura de fermentagdo, a espécie de levedura, a composi¢ao do meio,
o pH e o teor de dioxido de enxofre.

Condigdes aerdbias favorecem a formagao de alguns ésteres, como o hexanoato
de etilo e o octanoato de etilo, enquanto que outros, como o decanoato de etilo, sdo

produzidos em maior extensao em condi¢des de semi-aerobiose. A presenca de
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oxigénio inibe a produgdo de ésteres pelas leveduras (Boulton ef al., 1998), enquanto
que baixas temperaturas de fermentacio favorecem a sua formagao.

Bisson ef al., (1980), mostraram que a producdo méxima de ésteres etilicos
ocorre a uma temperatura de fermentagfo de 13 °C, apresentando os vinhos um aroma
mais equilibrade quando comparados com vinhos fermentados a temperaturas
superiores ou inferiores. Killian e Ough (1979), concluiram que temperaturas de
fermentacdo inferiores a 13 °C favorecem a formagio de ésteres etilicos de cadeia curta
¢ que temperaturas superiores a 15 °C favorecem a formagio de ésteres etilicos de
cadeia longa. Também Bertrand (1978) verificou que a concentragdo dos ésteres
etilicos diminui com o aumento da temperatura de fermentagao.

Ramey e Ough (1980), ao estudarem a influéneia da temperatura, do pH e do
teor de etanol na hidrolise dos ésteres, verificaram que a cinética de hidrolise € maior a
temperaturas elevadas e a baixos valores de pH, nfio sendo dependente do teor de
etanol. Verificaram também, que os acetatos de dlcoois superiores hidrolisam-se mais
rapidamente do que os ésteres etilicos dos 4cidos gordos. Para os ésteres etilicos dos
dcidos gordos, a cinética de hidrdlise varia proporcionalmente com o peso molecular, o
que explica a hidrolise mais rapida dos esteres pesados.

O teor em ésteres totais & determinado pela composi¢o e pela idade do vinho,
sendo os ésteres neutros formados sobretudo por via bioldgica, pouco aumentando por
accido das reacgdes de esterificacio durante o envelhecimento, as quais originam
sobretudo ésteres dcidos a partir de poliacidos (Curvelo Garcia, 1988).

Os ésteres neutros presentes em maiores quantidades nos vinhos sfo o acetato
de etilo, o lactato de etilo e o succinato de dietilo. Estes trés ésteres sdo tambem os
mais importantes dos vinhos do Porto de diferentes idades e origens (Silva Ferreira,
1998; Curvelo Garcia, 1988). Os mesmos autores realgaram a importancia que o
succinato de dietilo parece assumir nos vinhos do Porto — o seu teor aumenta com a
idade do vinho de uma forma proporcional e caracteristica (Silva Ferreira, 1998).

Dos ésteres, o acetato de etilo é, quantitativamente, o éster mais importante dos
vinhos. Apesar de uma pequena quantidade se formar durante a fermentacdo alcodlica,
a maior parte ¢ proveniente da intervengio de bactérias acéticas em condigdes aerobias

durante a conservagdo do vinho. E responsavel por caracteristicas olfactivas marcadas
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por um odor “acre” e “sufocante”. Com um limiar de percepgdo olfactiva nos vinhos da
ordem dos 160 mg.L"', participa da complexidade aromética favoravel 4 qualidade do
vinho entre os 50 e 80 mg.L"', contrariamente ao sabor a “queimado” quando presente
em teores relativamente elevados (> 120 mg.L™") (Dubois, 1994a).

Organolepticamente, os acetatos dos alcoois superiores e as ésteres etilicos dos
4cidos gordos conferem aos vinhos odores agradaveis a fruta ¢ a flores, com excepgéo
do acetato de etilo cujo odor é considerado negativo, para valores superiores a 100
mg.L" (Bayonove ef al., 1998).

Na tabela 1.9, apresentam-se os limiares de diferenca e os descritores

aromaticos de alguns ésteres do vinho.

Yabela 1.9 Teares de alguns ésteves presenies we vindio, respectivos limiares de diferenga

olfuctive ¢ descritores aromdsicos.

: ook CTeores cm vinhos 1 Limiares de diferenga (mg L) ! )5 e ’
CrEsteres Fo i — : e Tyeceri{ores aromaticos”
: . brances” (ng i} vinho® cerveja”
ésteres etilicos de Goides gordos
lactato de etilo G,17-378 ; 150 250 morango, framboesa
butirato de etilo 0.01-1.2 o ‘ (2,40 papaia, manteiga, u(luc-)cic;uiu, nagi
hexanoato de etilo (,03-1.3 D 0,08 : 0.23 magi, frutado, adocicado, anis
octanoato de etilo 0,05-2,3 0,58 U.‘JOW ma¢i, frutado, adocicado
decanoalo de ctilo 0-2.1 : 0,5] 1.50 dcidos gordos, frutado, maci,
acetatos de dlcools superiores
acetato de etilo 0,15-150 : 12,2 33 sotvente, frutado, cola
acelate de iscamilo 0,03-0,5 0,167 106G 1,60 hanana, maci, solvente
acetato de isobutilo (.03-0,16 . 1,60 banang, doce, fratado
acctato de hexilo 0-3,60 0.67; 2.40 3,50 adocicado, aromatico
acetato de 2-feniletilo 0-185 1,80 ‘ 3,80 rosas, mel, magd, adocicado

a - Etiévant, 1991 b - Meilgaard, 1973

Os ésteres etilicos de cadeia curta, os mais importante para a qualidade do
aroma, conferem tipicamente aromas frutados ¢ florais, apresentando aroma a “maga”,
a “papaia”, a “morango”, a “banana” e a “ananas”, enquanto que os de cadeia mais
longa sdo caracterizados por possuirem aroma a “sabdo” ¢ a “rango” (Simpson, 1979;

Meilgaard, 1975).
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Os ésteres etilicos em C,4, C4, Cg € C)g, desempenham um papel importante no
aroma dos vinhos jovens, nomeadamente o hexanoato de etilo cujo limiar de diferenca
¢, muitas vezes, inferior aos teores encontrados. Devido a semelhanga de odores podem
ocorrer efeitos sinergéticos (Dubois, 1994a), pelo que, mesmo presentes em
quantidades inferiores ao limiar olfactivo, podem contribuir para o aroma global do

vinho.

1.3.4.4 Compostos carbonilados

Poucos sdo os aldeidos cuja existéncia é conhecida nas uvas. Foram no entanto
identificados os compostos em C6, hexanal e (E)-hex-2-enal, que conferem odores
“vegetais” e “herbaceos”.

Muitos dos compostos carbonilados existentes nos vinhos sdo formados pelas
leveduras por descarboxilagdo dos acidos o-cetonicos correspondentes (Baro e Quiros,
1977). Estdo presentes no vinho em concentragdes relativamente baixas, devido a forte
actividade redutora por parte da levedura, durante a fermentagao alcoolica, e a presenca
de SO, e dlcoois. Os susceptiveis de influenciar o aroma do vinho sdo o acetaldeido, a
acetoina, o diacetilo, a 3-hidroxipentan-2-ona, a pentan-2,3-diona, o piruvaldeido, o
acetol e o fenilacetaldeido (Bayonove et al., 1998). De salientar ainda a presenga nos
vinhos de acetais e lactonas furénicas e pirdnicas.

De entre os muitos aldeidos encontrados nos vinhos, o acetaldeido constitui, em
média, 90 % de todos eles. Forma-se durante a fermentagdo alcoolica por
descarboxilagio do piruvato, gragas a acgdo da piruvato descarboxilase (Lehninger,
1970). A produgio de acetaldeido depende fortemente das condigdes fisico-quimicas da
fermentagdo e do tipo de levedura (Strydom, 1985). Em concentragdes elevadas, exerce
um efeito desfavoravel no aroma dos vinhos conferindo-lhes um odor a “manteiga”.
Pode atingir valores da ordem das dezenas de mg.L" ao fim de alguns anos de
envelhecimento. Nos vinhos oxidados os teores sdo mais elevados relativamente aos
que ndo sofrem este processo quimico. As suas multiplas origens, a sua grande
facilidade de reaccio, a possibilidade de combinagio com o didxido de enxofre (SO,) e

as suas propriedades organolépticas, conferem grande importdncia a este composto.
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Facilita a copolimerizagdo dos compostos fenodlicos (antocianas e catequinas)
induzindo uma evolucdo da cor dos vinhos tintos no decurso da sua conservagao.

Os compostos carbonilados alifaticos actuam como intermediarios na formagé@o
dos alcoois superiores a partir dos aminoacidos e aglcares. Sdo intermediarios na
biossintese dos aminoacidos ramificados a partir do metabolismo dos agucares
(Henschke e Jiranek, 1994).

Encontram-se também nos vinhos aldeidos da série aromatica, em particular a
vanilina, associada a conservagdo em cascos de madeira. Confere aos vinhos um
pronunciado aroma a “baunilha”.

E conhecida também a presenga de moléculas com varios grupos aldeido ou
cetona, casos do glioxal, metilglioxal e diacetilo. Estes compostos c-dicarbonilados
foram identificados, além do vinho, em varios outros alimentos como o iogurte, café e
cerveja (Yamaguchi ef al., 1994; Revel e Bertrand, 1993). Os descritores aromaticos
que lhes sio associados sdo “leite azedo, acre” para o glioxal, “queimado, adstringente”
para o metilglioxal (Moll e Moll, 1990) e “manteiga, gordura” para o diacetilo. Este
composto com um LPO de 4 mg.L"' em vinhos brancos e de 12 mg.L" em vinhos tintos
(Bertrand ef al., 1984), pode contribuir para o aroma de certos vinhos.

Suomalainen e Ronkainen (1968), mostraram que o diacetilo (2) € sintetizado
pela Saccharomyces cerevisiae na fermentagao alcodlica por descarboxilagdo oxidativa
do a-acetolactato (1), podendo ser reduzido a butano-2,3-diol (4) via acetoina (3)
(figura 1.23).

CH, CH, CH, CH;
CO, | NADH, NAD | NADH, — NAD |

HO-C-CH, ) =0 / =0 ’ CH-OH
| S AL L. W

|c=o |c=o CH-OH CH-OH
COOH CH, CH, CH,
1) 2) 3) )

Figura 1.23 - Sintese do diacetilo a partiv do a-cetolactato (adaptado de Usseglio-Tomasset,
1995).

O glioxal e o metilglioxal podem ter a mesma origem bioquimica (Murata ef al.,

1985). O metilglioxal pode igualmente formar-se a partir do D,L-gliceraldeido e da
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dihidroxicetona (Ridlle e Lorenz, 1968) ou gliceraldeido-3-fosfato (Pennickx et al.,
| 1983).

Estes compostos o-dicarbonilados podem actuar como substratos em diversas
reacgdes quimicas, nomeadamente na degradagdo de Strecker, onde intervém como
precursores juntamente com os aminoacidos, conduzindo a formagéo de outros
compostos carbonilados e alquilpirazinas, e em reac¢des de condensagdo aldélica (Moll
e Moll, 1990). Os trabalhos recentes de Castagnino et al., (1997), mostram que nos

vinhos tintos, o diacetilo pode combinar-se com as antocianidinas, como a malvidina,

mobilizando assim no decurso do tempo uma parte deste composto.
A estirpe de levedura, a temperatura de fermentag@o, o arejamento e o teor de

SO,, sdo factores com influéncia na produgio dos compostos carbonilados (Henschke e
Jiranek, 1994).

1.3.4.4.1 Lactonas

A lactonas sdo formadas por esterifica¢@o intramolecular entre uma fungédo acida
(hidroxiacidos) e um grupo hidroxi- na posi¢do 4 (y-lactonas) ou 5 (6-lactonas)
pertencentes a mesma molécula, originando um heterociclo oxigenado. De acordo com
Tang e Jennings (1968), nos frutos estes hidroxiacidos formam-se por hidratagdo dos
4cidos gordos insaturados na posi¢do 4 seguida de ciclisagdo favorecida pelo pH dos
tecidos vegetais.

Existem também as lactonas volateis de origem fermentativa, susceptiveis de

participar no aroma dos vinhos. A mais abundante é a y-butirolactona caracterizada por
notas aromaticas pouco intensas a “manteiga“. No entanto, o seu elevado LPO, 20
mg.L"' de acordo com Ribéreau-Gayon et al., (2000), faz com que ndo participe no
caricter aromético dos vinhos. E formada por lactonizagfo do é4cido y-hidroxibutirico,
proveniente do acido glutdmico por desaminagdo e descarboxilagdo, de acordo com o
mecanismo de Ehlrich. As lactonas podem também ser provenientes da uvas.

A figura 1.24 representa um possivel mecanismo de formagdo da -

butirolactona.
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Nos vinhos foram identificadas algumas 5-alquil-d-lactonas (6-Cs, Cg a Cyp, Ci2)
com teores da ordem de alguns pg.L'] (Etiévant, 1991; Baumes et al., 1986; Etiévant ef
al., 1983).

COOH ;

|( ) COOH i

CH, |_‘ C —

i desammuaqda, descarboxiagdao (lj'lz lactonizagdo |

CH =< CH;

| , m o, % o
CH-Np, O - l : CH,

| : COFNA; cpon MY

COON e,

Figura 1.24 - Possivel vie de formagio da phutivolaciond (adapiado de Ribérean-Gayon et al,

2000).

As mais abundantes sio as y-lactonas, que de acordo com a sua origem podem
ser agrupadas em jpbutirolactonas ¢ 4-alquil-y-lactonas (Etiévant, 1991; Miller ef al.,
1973). As primeiras podem ser substituidas ou nfo na posi¢do 4 por grupos alcoxi
(etoxi- e isopentiloxi-), por grupos acetilo e 1-hidroxieltilo ¢ pele grupo carboetoxi.
Das segundas, (y-Cs a Cyy e Cyy), fazem parte a 2-hidroxi-3,3-dimetil-y-butirolactona
{(pantolactona) e a 2-hidroxi-3-metil-2-penteno-y-lactona  (sotolon). Todas sao
consideradas de origem fermentativa com excep¢do do sotolon.

A propriedades sensoriais das lactonas saturadas variam em fungdo da cadeia.
Apresentam desde notas “herbaceas” caso da 4-pentanolactona a notas a “caramelo”
caso da 4-hexanolactona. As notas a “aniz” e “alcaguz” sdo associadas & 4-nonaloctona
enquanto que as notas a “péssego” a 4-decanolactona. s aromas da 5-decanclactona ¢
da 5-dodecanolactona sio descritos, respectivamente, como “coco” e “ameixa’.

Os limiares de percepgdio na dgua sdo de algumas centenas de ug L™ para as
lactonas 1-C5, ¥-C6 e yC10. Diminuem para algumas dezenas de pug L’ para as
lactonas ¥y-C10 e v-C12 (Engel et al., 1989).

Com excepcdo da y-nonalactona, nos vinhos de algumas castas, e do sotolon,

nenhum dos compostos pertencente a esta familia de heterociclos apresenta um valor
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5 de indice aromatico (/)' superior & unidade, pelo que a influéncia sobre o aroma dos

vinhos parece ser pequena.

1.3.4.5 Compostos azotados

Os constituintes azotados dos mostos e dos vinhos apresentam uma grande
importéncia na vinificagdo, na conservagdo e na estabilizagdo dos vinhos. Sdo

essenciais ao crescimento e metabolismo das leveduras, e interferem significativamente

nas suas caracteristicas organolépticas (Curvelo Garcia, 1988).

No estado mineral encontram-se na forma do catiio aménio (NH,"). E contudo
na frac¢io organica que reside a sua importincia. Esta frac¢do compreende
fundamentalmente, os aminodcidos livres, as proteinas e os polipeptideos, os mais
importantes quantitativamente, e em quantidades vestigiarias as aminas biogénicas, 0s
nucleosidos e as hexosaminas (Alves, 1992).

Os compostos azotados dos vinhos provém essencialmente das uvas sendo

| sintetizados durante a maturagdo. O azoto amoniacal, obtido a partir dos nitratos do
solo, constitui uma frac¢io importante do azoto total na uva verde. A frac¢do do azoto
aminado é bastante inferior a frac¢do do azoto amoniacal no inicio da maturagao,
aumentando durante a maturagio devido a sintese de aminodacidos (Alves, 1992).

Os aminoacidos constituem um grupo de compostos ndo volateis presentes nos
vinhos em teores relativamente elevados (mglL™). Provém directamente do

metabolismo das plantas ou do processo fermentativo. A sua degradagdo, quer atraves

da reacgio de Maillard quer pela reacgdo de Strecker, ¢ responsdvel por um grande
nimero de compostos que contribuem para o aroma dos vinhos.

O teor dos diversos aminoacidos presentes nas uvas depende de diferenciados
factores quer culturais, como a casta (Spayd e Anderson-Bagge, 1996), as condi¢bes
climaticas do ano, a natureza e constitui¢io do solo, o estado de maturagdo da uva
(Hernandez-Orte et al., 1999) e o nivel de fertilizagao azotada (Bell ef al., 1979), quer
factores tecnolégicos (Bisson e Butzke, 2000). A sua inegavel importancia reside no
facto de actuarem como fonte de azoto para as leveduras durante a fermentagao

alcodlica, como nutrientes para as bactérias durante a fermentagéo malolactica e como

! [ndice aromatico, /=concentragio do composto/limiar de percepgédo olfactivo
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precursores dos compostos secundarios responsaveis pelo “bouquer” dos vinhos —
alcoois superiores, aldeidos e acidos gordos (Lhuguenot er al., 1979, referenciado por
Alves 1992). Tém sido utilizados na caracterizacdo e diferenciagdo de vinhos, no que
respeita & sua tipicidade e genuinidade (Ribeiro, 1996) podendo ser uteis no controlo de
qualidade e na defesa das denominagoes de origem.

Do ponto de vista tecnoldgico ¢ produtivo, os teores de aminoacidos livres nos
mostos sio importantes, ja que sdo um dos factores que influenciam as paragens e
ammuos de fermentacio (Ribeiro, 2001). Os vinhos tintos s80 mais ricos em compostos
azotados que os vinhos brancos.

Relativamente a outro grupo de compostos azotados, as aminas biogénicas,
podem formar-se durante a fermentacfo por decarboxilagdo de aminoacidos livres, por
acgio de descarboxilases (Cerruti ef al, 1978). Assim, das aminas aromaticas ¢
heterociclicas, a histamina tem como percursor a histidina, a tiramina tem como
percursor a tirosina, a B-feniletilamina a fenilalanina e a triptamina o triptofano. Das di-
, tri- e poliaminas aliféticas, a putrescina tem como percursor a arginina e ornitina, a
cadeverina tem como percursor a lisina e a agmatina a arginina.

Apesar de nfio exercerem qualquer influéneia sobre o aroma do vinho, ja que ao
pH enologico encontram-se protonadas e portanto ndo sdo volateis, a sua preseng¢a nos
vinhos tem merecido a atencio de investigadores e endlogos, devido aos efeitos
nefastos que podem causar (Bauza et al., 1995; Baker ef al., 1987).

Ough (1984) refere um mecanismo conducente a formacgdo de pequenas
quantidades das aminas sem intervengfio microbiana, por descarboxilagdo dos
aminodcidos na presenca de glioxal a temperaturas moderadas.

Drob e Wittkoswski (1993), referem que as bactérias lacticas, originam um
aumento dos teores de aminas biogénicas, nomeadamente da tiramina e da histamina
durante a fermentag¢@o malolactica.

As aminas primarias presentes no mosto sdo acetiladas pela levedura em
acetamidas. Alguns investigadores (Webb ef al, 1966) defendem uma origem
bioguimica para estas substincias ao longo da fermentagdo - reacgdo entre a acetil-CoA
e 0 aminoacido correspondente com descarboxilacfio. A reacgdo entre o acido acetico,
activado sob a forma de acetil-CoA ou aceti] fosfato, com a amina correspondente e
nio com o aminoacido, é a via bioquimica proposta por Webb et al., (1966) para a

formagio das acetamidas. As mais abundantes sfo a N-(2 e 3-metilbutil)acetamida, a
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; N-(2-feniletil)acetamida, a N-(3-metiltiopropil)acetamida, a N-fenilacetamida e a N-
etilacetamida (Dubois, 1994a). O impacto olfactivo destes compostos parece ser nulo

(Etiévant, 1991) apesar das primeiras se encontrarem em teores superiores a 1 mg.L™".

1.3.4.6 Compostos sulfurados

O enxofre estd presente em diversas vitaminas essenciais, coenzimas €

aminoacidos como a metionina e cisteina (Richmond, 1973, referenciado por Henschke
e Jiranek, 1994). Os grupos tiol desempenham fungdes importantes nos sitios activos
de varias enzimas, no transporte de electrdes e no processo de crescimento e divisdo
celular.

As substancias que contém enxofre sédo formadas durante a maturagdo das uvas
e, posteriormente durante o processo de fabrico do vinho. Sdo produzidos
enzimaticamente nas uvas como consequéncia do metabolismo das leveduras (Schreier
e Drawert, 1976). Podem formar-se por via ndo enzimatica por influéncia da
J temperatura, da luz, de transformagdes quimicas como as reacgdes de Maillard ou
degradagio de Strecker, das técnicas de vinificagdo e da hidrolise ou degradagdo
quimica de pesticidas.

Recentemente, a composi¢do dos compostos sulfurados nos vinhos tem sido
objecto de varios estudos no que concerne a sua identificagio e origem, assim como, ao
caracter e impacto na qualidade do vinho (Silva Ferreira et al., 2003a).

De acordo com a sua estrutura quimica, estes compostos podem classificar-se

em 5 grupos: os ticis (R-SH) muito oxidaveis convertendo-se rapidamente em
dissulfuretos na presen¢a de oxigénio, os monossulfuretos (R-S-R), os polissulfuretos
(R-SS-R), os tioésteres e os compostos heterociclicos (Mestres et al., 2000).

A sua importancia nas caracteristicas organolépticas dos vinhos esta associada a
sua elevada volatilidade e reactividade e aos baixos LPO que apresentam,

nomeadamente os de baixo peso molecular (Shutte, 1975).

Na tabela 1.10 estdo registados os limiares olfactivos e os descritores

aromaticos de alguns compostos sulfurados mais importantes encontrados nos vinhos.

.
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Tabela 110 Limiares de percepedo offucive ¢ descritores
3 !

4 fh

sulfirados em diferentes manizes’

aromaiices de alguns camposios

S R Limiares oli':tctéms{p;{.i,,'*-} L R

Compostos sulfurados . ) Descritores aremitices
vinho Auua

baixe peso molecular (p.e.<96°C)

T sutfureto de dietilo 0.91-18 - vcgeﬁié cozidus‘"celmla.. alho
sulfurete de hidrogénio 0,1-1 ‘50 5-10 ovos podres -
sulfurcto de dimetilo 13-160 ! 0.3-10 cereais, metage, marmelo. trufa
dissulfureto de dietilo 4.3 . - alho, borracha
sulfureto de carbong 38 etéreo
metanotiol 0.3 0.02-2 Agua estagnada
elanotiol 11 8 cebola

wlto pese molecular (p.e.>90°C)
dissulfureto de dimetilo 20-45 0.06-30 l couve cozida, cebola
2-mercapioctanc 130-1000 - porracha queiniada, avidrio
Z2.metiltio-elano! 250 : - couve-Tlor, feijao verde
metionato de etilo 300 ! - “metatico”
acetato de metionilo ﬂ{)-}lﬁ - cogumeles
metionol 1200-45G0 1500 batatas cozidas, couve cozida
4-metiftio-butan-1-ot 100 - terroso. atho, cebolinho
henzotiazot 50-350 - horracha

a - Darriet e af., 1991 D

< Etiévant, 1991 ¢ - Mestres ef af., 2000

Alguns destes compostos, principalmente o0s que possuem fungdo tiol,
participam positivamente no aroma varietal de diferentes variedades (exemple da 4-
metil-4-mercaptopentano-2-ona no aroma do Sauvignon). Mas geralmente, oS
derivados sulfurados comunicam aos vinhos odores intensos e desagradaveis. Com o
aumento do peso molecular a intensidade odorifera diminui. Podemos deste modo
classificar estes compostos em dois grupos consoante a sua volatilidade (Mestres ef al.,
2000): compostos sulfurados de baixo peso molecular (ponto de ebuli¢do inferior a
90°C) e compostos moleculares de peso molecular elevado (ponto de ebuligéio superior
a 90°C).

Entre os compostos sulfurados do primeiro grupo, identificados e doseados nos
vinhos, os mercaptanos (sulfureto de hidrogenio, metanotiol ¢ etanotiol), quando
presentes em concentragbes superiores aos limiares de percep¢do olfactiva, t€m um
forte impacto negativo no aroma do vinho. O sulfureto de hidrogénio e o metanotiol,
provém do metabolismo das leveduras. O primeiro ¢ produzido no decurso da

fermentagdo alcodlica sendo regulado pelas enzimas responsaveis pela redugdo dos
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sulfatos e pela biossintese de certos aminoacidos sulfurados (cisteina € metionina). O
segundo ¢ sintetisado pelas leveduras a partir da metionina (De Mora ef al., 1986). A
producio de sulfureto de hidrogénio é essencial a levedura pois permite a sintese de
compostos sulfurados (tiamina, cisteina e metionina via homocisteina) necessarios ao
seu crescimento ¢ a sua actividade metabélica.

O metilmercaptano, outro derivado sulfurado de baixo peso molecular, pode ser
formado por P-eliminagdo a partir do metional formado pela levedura (Henschke e
Jiranek, 1994).

Todavia, existem compostos pertencentes a este grupo, como o sulfureto de
dimetilo (DMS), que contribuem positivamente para o “bouguet” dos vinhos (De Mora
et al., 1987). Alguns investigadores descrevem o DMS como sendo responsavel por
odores a “cereais”, “melago”, e “espargos” enquanto que outros Ihe associam odores a
“marmelo” ou “trufa”. Outros ainda (Silva Ferreira er al., 2003) atribuem-lhe um
caracter “frutado”, quando a concentragdo atinge o LPO.

N#o obstante os varios estudos envolvendo o DMS, a sua origem e influéncia no
aroma global do vinho, néo estdo definidas (De Mora er al., 1986). Na cerveja a sua
origem est4 associada ao precursor, S-metilmetionina (De Mora ef al, 1986), no
entanto este composto nao foi detectado nos mostos. Os estudos de Anness ¢ Bamforth,
(1981) mostram que as leveduras podem produzir DMS a partir do dimetilsuifoxido
(DMSO) pela actividade da DMSO reductase.

Devido a sua elevada reactividade (oxi-redugfo, dismutagdo, esterificagdo-
hidrélise, substituigdo), estes compostos evoluem no decurso do envelhecimento

participando no “bouquet” do vinho.

Entre os compostos sulfurados de peso molecular elevado (p.e.>90°C), os mais
abundantes sdo os produtos secundarios do metabolismo da cisteina, da metionina ¢ da
homometionina (Marchand ef al., 2000; Anocibar e Bertrand, 1995; Schreier, 1979): o
3-metiltio-propan-1-o0l (metionol} e o seu acetato, o 2-mercaptoetanol, o 2-metiltio-
etanol, o 3-metiltio-propanal (metional), o &cido 3-metiltio-propandico ¢ esteres
correspondentes, ¢ 0 4-metiltio-butan-1-ol.

Destes, 0 mais importante ¢ o metionol. E formado pela levedura a partir da
metionina que sofre uma desaminagdo seguida de descarboxilagdo (mecanismo

d’Ehrlich), sendo o aldeido formado (metional), reduzido enzimaticamente ao alcool
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correspondente (figura 1.25). Pode também formar-se a partir da metionina ¢ do

metilglioxal através da reacgdo de Strecker.

NH, a-cetoglutarato glutamato

CH,-S-CH,-CH,-CH-COOH \/ CH,-S-CH,

transaminase

o}
I

-CH,-C-COOH

metionina acido 4-metiltio-butandico

co,

CH,-8-CH,-CH,-CH,OH /—\ CH,‘-s-CI-]z-CHE-ﬁ-H
0

NAD NADH®

metionol metional

Figura 1.25 - Mecanismo de formacio do mctionol a partir da metionina (adaptado de
Henschke e Jiranek, 1994).

Outro composto sulfurado de realce ¢ o 2-mercaptoetanol. De acordo com Rapp
et al., (1985), este composto forma-se por desaminagio oxidativa das cisteina, sendo a
reaccio favorecida a valores de pH elevado.

Muitos dos compostos sulfurados menos volateis, encontram-se nos vinhos em
concentragdes inferiores ao seu LPO, casos do 2-mercaptoetanol (odor a aviario), da 2-
metiltetra-hidrotiofen-3-ona (odor a metalico, gas natural), do 2-metiltio-etanol (odor a
feijio verde), do 3-metiltio-propanoato de etilo (odor a metalico ou enxofre), do 3-
metiltio-acetato de propilo (odor a batatas cozidas) e do 4-metiltio-butan-1-ol (odor a
cebolinho, alho) (Radler, 1993).

Os teores da grande maioria dos compostos deste grupo, € contrariamente aos
compostos sulfurados de baixo peso molecular, permanecem estdveis no decurso da
conservagdo. Nio atingem os seus limiares de percepgdo, com excepgdo para o 3-

metiltio-propan-1-ol e para a N-(3-metiltiopropil)acetamida.

1.3.4.7 Fenois volateis

Presentes nos mostos em quantidades vestigiais, os fendis volateis estao

presentes nos vinhos em concentragdes que vao das dezenas a algumas centenas de
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l ug.L'] (Dubois, 1983; Chatonnet e Boidron, 1988, referenciado por Alves, 2000). Os
mais abundantes sdo o 4-vinilfenol, o 4-vinilguaiacol, o 4-etilfenol e o 4-vinilfenol. Sdo
responséaveis por odores considerados negativos. Os mais desagradaveis sdo os odores a
“farmacia” e a “guache” conferido pelo 4-vinilfenol, e a “estabulo” e “suor de cavalo”
conferido pelo 4-etilfenol. Os guaiacdis transmitem odores menos desagradaveis a
“cravo-da-india” (4-vinilguaiacol) € a “fumo” e “especiarias” (4-etilguaiacol).

Dos quatro fendis, o 4-etilguaiacol é o que apresenta um LPO mais baixo, 70
g.L"' em vinhos brancos, contrariamente aos 1100 ug.L! paro o 4-etilfenol. Para o 4-

vinilguaiacol e 4-vinilfenol os LPO sdo 440 ug.L! e 770 pg.L, respectivamente.

Os vinilfendis sio formados pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae por
descarboxila¢do enzimatica de dois acidos cinamicos do mosto, os acidos p-coumarico
e feralico, originando o vinilfenol e o vinilguaiacol, respectivamente, por acgédo da
cinamato descarboxilase endocelular (Chatonnet et al., 1993).

A reacgio bioquimica que exemplifica a formagao dos vinilfenéis € mostrada na

figura 1.26.
OH OH
Co,
R—L )
fenois inodoros fcggg.;r;g[léi;eis
cinamato
carboxilase
CH (|:|H
TH CH,
COOH
Acidos hidroxicindmicos da uva : Vinilfenéis do vinho :

R = OCH, : 4cido ferdlico —> 4-vinilguaiacol
R = H : 4cido p-coumarico ——  4-vinilfenol

Figura 1.26 Mecanismo biossintético de formagio dos vinilfendis a partir dos dcidos

cindmicos (adaptado de Gramatica et al., 1978).

Viérios sio os parimetros de vinificagdo com influéncia nos teores dos vinil-
fenois dos vinhos. Os 4cidos fendlicos do mosto e por conseguinte os vinilfenois,
dependem das condigdes de extracgdo do mosto e da sua clarificagdo. Os tratamentos

mecanicos violentos das uvas, as lavagens insuficientes e a maceragdo pelicular,
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favorecem a extrac¢do de acidos fenolicos das partes solidas da uva e por conseguinte a
formacdo de vinilfenois durante a fermentagao alcodlica. ‘

As condigdes de oxidagido dos mostos também influenciam os teores em acidos
fenodlicos. Assim a auséncia de sulfitagem dos mostos ou a hiperoxigenagdo conduzem
a uma nitida diminui¢do dos teores de 4acido p-coumarico dos vinhos. A utilizagdo de
determinadas enzimas para facilitar a extracgdo ou clarificagdo de mostos de uvas
brancas, pode conduzir a um aumento do teor de vinilfendis nos vinhos e por

consequéncia a uma depreciagdo da qualidade aromatica. A espécie de levedura

desempenha um papel essencial no teor de fendis volateis nos vinhos brancos
(Henschke e Jiranek, 1994).

Nos vinhos, de um modo geral, o teor de 4-vinilfenol predomina sobre o de 4-
vinilguaiacol (Marais e Rapp, 1988). As quantidades de fendis volateis produzidos pela
levedura, sdo geralmente muito mais elevados em vinhos brancos do que em vinhos
tintos. Os teores relativamente baixos de vinilfen6is nos vinhos tintos deve-se a
inibicdo da actividade cinamato descarboxilase da Saccharomyces cerevisiae por
compostos polifendlicos da uva (Chatonnet ef al., 1993).

Os etilfenois sdo sintetizados pela Brettanomyces por acgdo sequencial de duas
enzimas: a cinamato descarboxilase da levedura descarboxila os 4cidos cindmicos em
vinilfenois, seguida de redugdo dos vinilfendis nos etilfenois correspondentes

catalisada pela vinilfenol reductase (figura 1.27).

OH OH OH

R CO, R vinilfenol R

? reductase
fenois inodoros fendis volateis |
] odorantes i
cinamaito

carboxilase . h
reduzido oxidado

" || coenzima |

R = OCH, : 4cido feralico—> vinil e 4-etilguaiacol
R =H : acido p-coumérice—> vinil e 4-etilfenol

Figura 1.27 Mecanismo enzimdtico da produgéio de etilfendis pela Bretanomyces (adaptado de

Charonnet et al., 1992).
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Etiévant et al., (1989), constataram que os vinhos sujeitos a maceragido

carbonica apresentavam teores de etilfendis mais elevados comparativamente aos que
ndo sofriam este processo. Baumes ¢f al, (1988) verificaram a existéncia de 4-

vinilfenol nas uvas de determinadas variedades, notando a sua auséncia nos vinhos

correspondentes e a presenga do 4-etilfenol, do 4-etilguaiacol e do 4-vinilguaiacol,

sugerindo que durante a fermentacio alcodlica o 4-vinilfenol terd sido reduzido a 4-

etilfenol.

Os compostos fendlicos sdo os responsdveis pelas diferengas entre os vinhos
tintos e brancos, em especial pela cor e sabor dos vinhos tintos. Possuem propriedades
bactericidas, antioxidantes, vitaminicas e parecem exercer uma fungio protectora das

doengas cardio-vasculares.

1.3.5 Aromas terciarios ou “bouguet”

Apb6s a fase fermentativa e durante o periodo de maturagdo do vinho, o aroma
continua a sofrer alteragdes perdendo-se parte das notas tipicas varietals e da
fermentag¢do, adquirindo uma evolugdo com maior ou menor complexidade. A extensio
dessas alteracdes depende sobretudo do tempo e da temperatura de armazenamento. As
transformacdes resultantes das oxidagdes ¢ redugdes ocorridas durante o periodo de
armazenamento e envelhecimento, juntam-se outras alteragdes provocadas pelos
sucessivos processos de tratamento a que o vinho ¢ submetido. O vinho perde
progressivamente as notas frutadas, tipicas dos vinhos jovens, evoluindo para um
“houguer” mais complexo. Determinados vinhos adquirem a sua tipicidade aromadtica
ap6s varios anos de envelhecimento, enquanto que outros ndo suportam longos

periodos de conservagao.

1.4 ERACCAC LIVRE E LIGADA DA COMPONENTE AROMATICA

Na uvas e nos vinhos, as substincias responsaveis pelo aroma estdo presentes

quer na forma de compostos volateis, livres e odorantes, quer na forma de compostos
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lpados, nbo volatels ¢ ndo odorantes designados de precursores (Cordonnier e
Bayonove, 1974). A fraccho ligada constitul uma espécie de reservatdrio aromaético
formada por diversos compostos volateis (agliconas), ligados a uma ou duas moléculas
de agucar (diglicosido) ligadas entre si (Le Chevanton, 1993).

As agliconas podem ser monoterpenos, polidis terpénicos, carotenoides, dlcoois
lineares ou ciclicos, compostos fendlicos, fendis volateis ¢ acidos gordos (Bayonove,
1993; Strauss et al., 1987; Giinata, 1984).

A hidrélise por via enzimética (Glinata ez al., 1998) e por via acida (Williams ef
al., 1981), t€m sido propostos como possiveis métodos para a hidrélise dos glicdsidos
(figura 1.28).

a-L-arabinosidase f-D-apiosidase /- a-L-ramnosidase
(0 —— CH, (O e GH, OH o \O — CH,
Q 0
\I R 7 R R
OH 0 CH,OM o o
HOH,C OH OH Ok
OH o CH  OH pn OH OH gy
o OH oH
B-O-g-L-arabinofuranosi- 6-0-fi-L-apiofuranosil- &O—cx-i.-rgmnopiranosi!-
-fi-glucopiranosidec . -j-glucopiranosideo -fi-glucepiranosideo
CH,OH
g D-glucosidase Terpendis
o] Oxidos terpénicos
OH Poligis terpénicos

— R = | Aloois
Notisoprensides em C,
Fendis
o Acido fendlicos

OH

-D-glucopiranosideo
Figura 18 — Diferentes formas de plicdsidos ¢ algumas agliconas encontrados na uva,

Mecanismo de hidrolise enzimiica dos precursores (udaprado de Bayvonave, 1992},

Williams ef al., (1982), identificaram alguns dos principais diglicésidos: 6-0-0t-
L-arabinosil-B-D-glucopiranosideo, o 6-0-a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopiranosideo ¢
o 6-0-o-D-apiofuranosil-B-D-glucopiranosideo. Mais recentemente Watanabe ef al.,

1997, identificaram um a-D-glucopiranosideo do 2-feniletanol em vinhos Riesling. Em
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qualquer dos casos a aglicona estd sempre ligada ao dissacarido por intermédio de uma
glucopiranose (Bayonove ef al., 1992).

Virios estudos tém demonstrado que a hidrdlise destes metabolitos secundarios
¢ a consequente libertacdo das agliconas odoriferas, pode contribuir para uma melhoria
da complexidade e da intensidade das caracteristicas organolépticas do vinho.

A hidrélise por via enzimatica (figura 1.26) (Giinata ef al., 1985) e por via acida
(Williams er al., 1981), tém sido propostos como possivels métodos para a hidrolise
dos glicosidos.

A hidrolise enzimatica processa-se em duas etapas (Dupin er al, 1992). Na
primeira ocorre a ruptura da ligagdo 1,6 dos dissacaridos por uma ¢-L-ramnosidase,
uma ¢-L-arabinosidase ou uma [-D-apiosidase, havendo libertagdo de rammose,
arabinose, apiose e de P-D-glicésidos. Na segunda etapa di-se a quebra da ligagéo
acucar-aglicona aromadtica por ac¢do de uma B-D-glicosidade, de acordo com o
representado na figura 1.28.

Recentemente, Guinata et al., (1998a), verificaram a existéncia de uma
endoglicosidase nas peliculas das uvas Muscat d’Alexandrie capaz de hidrolisar a

ligacdo heterosidica libertando numa sé etapa a aglicona volatil.

Durante o envelhecimento os terpendis podem sofrer reacgdes de hidratagio e
oxidago formando outros compostos terpénicos (Strauss et al., 1986). Os polidis, de
acordo com Williams et al., (1980), podem sofrer rearranjos ao pH enologico € a
temperatura do mosto, originando compostos com menor limiar de percepgao olfactiva.

Os 4cidos gordos encontram-se na uva esterificados e associados a diferentes
classes de lipidos: fosfolipidos (64% a 71% dos lipidos totais), lipidos neutros (17-
24%) e glicolipidos (8-14%). O teor de acidos gordos na pelicula ¢ cerca de 1,5 a 3
vezes superior ao da polpa. A pelicula é também mais rica em glicolipidos que sao os
mais ricos em acidos linoleico ¢ linolénico (Roufet e al., 1987).

Por ac¢dio da luz e de algumas enzimas (polifenoloxidase, lipoxigenase) os
carotenoides das uvas podem degradar-se em fragmentos mais pequenos, com 9, 10,11
e 13 dtomo de carbono, mais soliveis, mais voliteis e mais odoriferos que os
compostos de origem (Razungles, 1985). Os compostos com 13 atomos de carbono
(norisoprendides em C,3), sdo os que apresentam propriedades odoriferas mais

interessantes. A maior parte destes norisoprendides em C;; existem nas uvas na forma
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de B-glucopirandsido. A maior parte das agliconas ndo tem propriedades aromaticas
mas podem actuar no vinho como precursores de compostos odoriferos.

Alguns fendis volateis como os acidos cafeico, p-coumarico e fertlico, podem
actuar como precursores de compostos aromaticos uma vez que sdo susceptiveis de
sofrerem reaccdes de isomerizagdo, oxidagd@o, redugdo e hidrolise transformando-se
noutros compostos, nomeadamente fendis volateis odoriferos (Bayonove ef al., 1998).
A levedura é capaz de descarboxilar os acidos fenolicos formando fendis volateis. Estes
ao pH do vinho, podem sofrer reacgdes durante a conservagdo e envelhecimento
(Dugelay et al., 1993).

1.5 EVOLUGCAO DOS COMPOSTOS AROMATICOS AO LONGO DO
ENVELHECIMENTO

O envelhecimento do vinho deverd ser caracterizado por uma evolugdo
harmoniosa dos diferentes constituintes da cor, do aroma e do sabor (Chisholm ez al.,
1995; Climaco, 1987). A cinética das transformagdes no entanto ndo ¢ a mesma para
todos os vinhos. Depende de condigdes exteriores, relacionadas com fendmenos
oxidativos, com a temperatura € com o tempo de conservagdo, ¢ da constituigdo do

proprio vinho particularmente da composigao fenolica.

| | |
-FiSlCA WICR{)B;OLOGIQ | FiSICO-QUIMI Cil

e
QUIMICA
* Oxidagio de polifendis * Precipitugdo de derdos « Fermentagio maloldctica * Processos de oxidagio reducio
« Oxidagdo de dlcoors + Evaporagio de voldieis « Fermentagiio ldctica « Formagdo de coldides
* Formagao de aldeidos « Elminagao de CO, * Fermentagdo gliceropiriivica
* Hudralise de polissacdridos « Extracedo de substancias da madeira  * Formagao de deide acético

Figura 1.29 — Principais transformagdes sofridas pelo vinho durante o envelhecimento em

cascos de madeira.
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A acc¢lo conjugada da oxidagio, da evaporagdo (etanol e dgua em contracorrente
com a difusio do oxigénio) e da cedéncia de substancias ao vinho pela madeira dos
cascos, originam uma série de transformacdes (figura 1.29) que conferirdo ao vinho o
“houguet” caracteristico do envelhecimento (Silva Ferreira ef al., 2003a; Spillman ef
al., 1998; Spillman er al., 1997; Salinas ef al., 1996; Towey e Waterhouse, 1993).

Nesta secgdo daremos énfase aos compostos arométicos susceptiveis de
sofrerem alteracdes durante os processo de armazenamento do vinho. Durante este
periodo o vinho Madeira estagia em cascos de madeira de carvalho Francés, de grande
porte, atestados, minimizando deste modo o processo de oxidagdo. As adegas situam-se
regra geral em locais de grande exposi¢do solar, atingindo o seu interior temperaturas,

que no Verdo rondam os 30-35°C.

1.5.1 Compostos monoterpénicos e norisoprendides em €

Ao pH enoldgico os monoterpendis sofrem varias reacgdes quimicas: hidrélises,
isomerizagdes, ciclizagdes, hidratagdes e desidratagdes, conduzindo a uma profunda
modificacdo na composi¢do varietal dos vinhos. Estas transformacgdes moleculares
dependem essencialmente do pH (regra geral quanto menor o valor de pH maior ¢ a
cinética de transformacio) e da temperatura de armazenamento do vinho (D1 Stefano,
1989).

De acordo com alguns investigadores, (Voirin ef al., 1990; Di Stefano, 1989,
Rapp, 1987) durante a conservagdo os monoterpendis podem sofrer rearranjos em meio
acido, conduzindo & alteracdo do perfil terpénico com forte diminuigdo ou mesmo
desaparecimento dos terpendis inicialmente presentes e formacdo de outros compostos
terpénicos.

Ao pH do vinho, 3,0-3,5, ¢ durante a conservacdo, o linalol, o nerol e o geraniol
sofrem rearranjos originando outros terpendis como o O-terpineol, hidroxi-7-di-hidro-
6,7-nerol, hidroxi-7-di-hidro-6,7-linalol e hidroxi-7-di-hidro-6,7-geraniol (Rapp e
Giintert, 1985). A figura 1.30, exemplifica esses rearranjos moleculares ao pH
enologico. Estes mesmos terpenodis, em condigdes que simulam o envelhecimento
acelerado (pH=1,0; 100°C; 15 min) originam, principalmente, compostos terpénicos

ciclicos, como o l,4-cineol, o 1,8-cineol, as cis e frans-terpina, o p-cimeno, o C-
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terpineol, compostos estes termodinamicamente mais estaveis que 0s seus precursores

. OH
H /MH,0
e
OH OH

a-lerpineol 1.8-terpino

L TN

Xy | SO & N Ol
OH

n

iniciais (Williams ef al., 1982a).

rol linalol geraniol

¢
+ + +
/MO l” L0 H M0

T

hidroxi-7-di-hidro-
roNs-7-Gi-are hidrexi-7-di-hidro- hidroxi-7-di-hidro-6,7-geraniol

+0.7-nerol -6.7-finalol

Figura 130 — Alguwmas modificacdes moleenlares dos terpendic em melo deide (adaptudo de

Rapp ¢ Giinrers 1985},

Outros investigadores (Ribéreau-Gayon et al., 1975), verificaram ao fim de
algum tempo de conservagdo e a temperatura ambiente, o aparecimento de quatro
derivados hidroxilados ndo odorantes do linalol, os éxidos furanicos e pirdnicos do
linalol e o desaparecimento do linalol pressupondo a ocorréncia de modificagdes
moleculares. A figura 1.31 exemplifica os rearranjos do linalol nos respectivos oxidos.

Os compostos norisoprénicos, que se encontram essencialmente na forma
glicosilada, sdo sujeitos a reacgdes catalisadas por enzimas ou 4cidos, andlogas as
observadas para os terpendis.

No decurso da vinificagdo e conservagdo surgem novos compostos enquanto

que aumentam os teores de outros. Entre estes sfio de realgar os isémeros do vitispirano
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(odor a canfora, eucalipto), o teaspirano (odor a cha), a B-damascenona (odor a rosa,
frutos exoticos) e o 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidronaftaleno (odor a querosene) (Strauss ef
al., 1986). Alguns destes compostos podem formar-se por reacgdes catalisadas por
4cidos a partir de varios precursores norisoprénicos (Versini e Rapp, 1996; Sefton et

al., 1993).

OH OH
dcido
monoperfidlico
| ——— |
| | o

linalol epoxi-6,7-linalol

l calor

produtos secundarios
0] O
‘ 0 ] O
HO OH
= H H
0 OH OH

cis-oxido furdnico de linalol lactona cis-Oxido furdanico de linalol

cis-oxido furanico de linalol cis-Oxido furdnico de linalol

Figura 1.31 — Estruturas quimicas e sintese dos oxidos do linalol (adaptado de Ribéreau-Gayon

etal, 1975).

As diferengas quantitativas entre as variedades em precursores norisoprenicos,

podem estar na origem da tipicidade de certos vinhos. O TDN, cujos precursores (3,6-

i di-hidroxi-7,8-di-hidro-ct-ionona,  3,6-di-hidroxi-7,8-di-hidro-f-ionona e  3,9-di-
hidroxiteaspirano) estdo presentes no mosto de Riesling em concentragoes
particularmente elevadas, estd ligado a tipicidade aromatica dos respectivos vinhos
velhos (Marais e Rapp, 1988). O teor de TDN ¢ mais elevado em vinhos de regides
viticolas quentes do que temperadas. A exposi¢do das uvas ao sol e o grau de
matura¢io aumentam a sintese dos precursores de TDN (Marais et al., 1992; Strauss et

al., 1987).
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Apds terem submetido mostos e vinhos a temperaturas entre 45-50°C durante 15
a 20 dias e em condi¢des anaerdbias, Simpson e Miller (1983), detectaram a presenga
de vitispirano, B-damascenona e TDN. Com estas mesmas condigdes Francis ef al.,
(1994), verificaram que o aroma floral de vinhos Chardonnay e Semillon, evolui para

notas de “chd”, de “mel”, de “madeira” e de “fumo” caracteristicas de vinhos velhos.

1.5.2 Esteres e &leooils superiores

No decurso do envelhecimento a evolugdo dos teores em ésteres ¢ determinada
pelo equilibrio da reacgdo de esterificagfo entre o acido e o alcool. A cinética das
reaccdes depende, essencialmente, da concentragdo dos reagentes, do pH ¢ da
temperatura.

Durante o processo de conservagio e envelhecimento do vinho, ocorre uma
diminui¢do diferenciada de véarios ésteres etilicos de acidos gordos e um aumento
substancial dos ésteres de acidos fixos, sobretudo para valores baixos de pH (Marais,
1678; Ribéreau-Gayon et al, 1982). Verifica-se o desaparecimento gradual das
caracteristicas varietais do aroma e o aparecimento do “bouguet”, o que leva a supor
que a hidrélise dos ésteres é provavelmente mais importante que a sua formagdo por
esterificagdo.

Os trabalhos de Marais (1978) e de Rapp e Glntert (1985), constatam a
diminuicio dos teores dos trés acetatos de alcoois superiores no decurso do
armazenamento em garrafa, Os resultados obtidos por Silva Ferreira (1998) para os
vinhos do Porto, estdo em desacordo com os de Marais e Rapp. Este autor constatou
uma forte correlagdo entre a concentragdo de acetato de isoamilo e o tempo de
armazenamento, expressa no elevado coeficiente de correlacao obtido, r=0,917. Para os
outros dois acetatos, a relacfo obtida ndo foi tdo evidente. A evolucdo do acetato de
isoamilo durante o envelhecimento pode dividir-se em duas etapas. Num primeiro
periodo os teores resultantes do processo fermentativo sio superiores aos da posigdo de
equilibrio, predominando a hidrélise dos vinhos novos tendo em conta os baixos teores
em 4cidos. Num segundo periodo, ocorre a formagdo de acetato provocada pelo
aumento do acido acético resultante da oxidacfio do vinho. Para vinhos da variedade

Colombard, os acetatos praticamente desaparecem apds 16 semanas de conservagao a
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30°C e a pH 3,0, enquanto que a pH 3,7, e ao fim do mesmo periodo de conservagao,
apresentam cerca de 1/3 do teor inicial {(Ramey e Ough, 1980).

A evolucido observada para os ésteres etilicos de acidos gordos no decurso do
envelhecimento permite diferenciar o formiato de etilo € o acetato de etilo, cujos teores
aumentam significativamente com o tempo de modo aparentemente linear (Silva
Ferreira, 1998), dos outros ésteres relativamente aos quais nfo ha uma tendéncia nitida.
Varios trabalhos fazem referéncia quer a um aumento (Rapp e Giintert, 1985) quer a
uma diminuig¢io (Simpson, 1979b; Marais, 1978) dos ésteres etilicos dos acidos gordos
no decurso do armazenamento. Qualquer que seja a evolugdo da concentragido dos
ésteres no decurso de envelhecimento, o seu comportamento deve ser interpretado em
funcio do 4cido que participa na reaccao de esterificagdo.

Os teores dos ésteres etilicos dos acidos fixos (lactato, succinato, malato,
tartarato e citrato) estiio relacionados com a duragdo do envelhecimento. Silva Ferreira,
(1998) observou uma evolugio do tipo logaritmica para praticamente todos estes
ésteres com excepgdo do citrato de trietilo cuja evolugdo se aproxima da linearidade.
Nos vinhos Xerez, Brock et al., (1984) verificaram um comportamento semelhante.

Dos varios trabalhos referentes a evolugdo deste grupo de compostos (Rapp e
Giintert, 1985; Williams ef al., 1983; Shinohara e Shimizu, 1979), os autores sdo
uninimes em considerar este tipo de evolucdo. Silva Ferreira (1998} verificou, que no
caso do vinho do Porto, o aumento dos teores dos ésteres dos acidos fixos ocorre,
sensivelmente, até aos vinte anos de armazenamento. A partir deste periodo ndo ocorre
uma variacgdo significativa.

Dos poucos estudos até hoje efectuados sobre a evolugdo dos 4lcoois superiores
ao longo do envelhecimento, constata-se uma evolugdo pouco significativa destes

compostos durante a conservagdo do vinho (Marais et al., 1992).

4.5.3 Compostos carbonilados

No decurso do envelhecimento oxidativo, a oxidacdo dos alcoois e a accgdo de
leveduras conduz a um aumento do teor de aldeidos. Compostos carbonilados como o
isobutiraldeido, o isovaleraldeido, a nonan-2-ona ¢ a undecan-2-ona (Silva Ferreira ¢

Bertrand, 1996) conferem aos vinhos notas a “ranco”. Intervém na tipicidade dos
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“sherries” (Otsuka et al., 1980, referenciado por Silva Ferreira, 1998) e dos vinhos
novos do Jura (Charpentier et al., 1996).

De acordo com Silva Ferreira (1998), os teores de acetaldeido, glioxal e
metilglioxal nos vinhos do Porto, aumentam linearmente com o tempo de
envelhecimento. No que se refere ao diacetilo, 0 mesmo autor verificou que nio existe
uma tendéncia particular na evolugio dos teores deste composto com a idade.

Nos vinhos sujeitos a envelhecimento oxidativo, como o vinho Madeira ¢ o
vinho do Porto, os teores do acetaldeido séo frequentemente superiores ao seu LPO.
Varios acetais, resultantes da reacgdo de acetalisac@o entre os aldeidos e os alcoois,
foram detectados em vinhos fortificados e oxidados. O principal € o 1,1-dietoxietano,
que atinge teores elevados nos vinhos Xerez (Brock ef al., 1984) e nos vinhos novos do
Jura (Dubois, 1994). Entre os acetais provenientes do acetaldeido e do glicerol, os cis-
e trans-2-metil-4-hidroximetil-1,3-dioxolanos e os cis- e trans-2-metil-5-hidrox-1,3-
dioxanos, foram encontrados nos vinhos do Porto (Silva Ferreira et al, 2002). De
acordo com Silva Ferreira (1998), a evolugfo dos teores destes compostos no decurso
do envelhecimento no vinho do Porto é similar. As suas concentragdes estdo fortemente
relacionadas com a duragio do armazenamento, aumentando de modo aparentemente

linear.

1.5.3.1 Lactonas

No decurso do envelhecimento estes compostos evoluem de modo diferenciado.
Para algumas lactonas os teores aumentam ao longo da conservagdo, enquanto que para
outras a variagdo ndo ¢ significativa, caso da 4-butirolactona. Silva Ferreira (1998)
constatou no entanto que os vinhos mais velhos apresentavam teores ligeiramente mais
elevados que os vinhos novos. Durante ¢ envelhecimento oxidativo, esta lactona pode
ser formada de acordo com o processo descrito na figura 1.24. Podem distinguir-se dois
tipos de evolugdo dos teores no decurso do envethecimento para as outras lactonas C4 e
C5, doseadas no vinho do Porto. Deste modo, observa-se um aumento das
concentracdes da 4-pentanolactona contrariamente as outras lactonas saturadas para as

quais ndo foram detectadas variagdes significativas. Qualquer que seja a evolugéo

70




Introdugdo

destes compostos no decurso do tempo, a sua influéncia no aroma do vinho do Porto

velho, de acordo com Silva Ferreira (1998), ¢ muito limitada.

Entre as vérias lactonas identificadas nos vinhos Xerez, provenientes
essencialmente do metabolismo levuriano, a solerona (5-oxo-4-hexanolactona), ¢ a ?
mais abundante nos vinhos envelhecidos sob véu de leveduras. Nao apresenta, no
entanto, qualquer impacto aromatico mesmo considerando as concentragbes maximas
encontradas nos vinhos, 500 ng L™ (Martin et al., 1992).

Entre as lactonas, a iinica que tem um importante impacto aromatico ¢ o sotolon

»

(4,5-dimetil-3-hidroxi-2(5H)-furanona). Confere odores a “noz” e “especiarias’ ¢
apresenta um LPO bastante baixo, da ordem dos 19 ug.L, nos vinhos do Porto (Silva
Ferreira, 1998). Apresenta teores elevados em vinhos conservados sob véu de
leveduras, como o Xerez, Tokai e do Jura (Guichard ef al., 1997; Pham er al., 1996),

estes com teores que ultrapassam os 350 ug L (Guichard ef al., 1997). Silva Ferreira

(1998) identificou pela primeira vez este composto no vinho do Porto. Verificou um

aumento linear do sotolon com o tempo de envelhecimento tendo constatado ser o

composto responsavel pelo aroma tipico dos vinhos do Porto velhos (Silva Ferreira et
al., 2003b).

O impacto olfactivo deste composto no aroma dos vinhos varia em fun¢ao da

sua concentracdo. Para teores a partir de 15 ug.L”!, Masuda et al., (1984) descrevem o
aroma do sotolon préoximo de “caramelo” ¢ “aglicar torrado™. Para Sulser et al., (1972;
referenciado por Silva Ferreira), o aroma conferido pelo sotolon assemelha-se a “noz”
para concentragdes proximas de 0,1 mg.L", e a “especiarias” e “caril” quando os teores
atingem valores préximos dos § mg.L™".

Foi identificado em diversos produtos alimentares, encontrando-se igualmente
no melago de cana de agicar, em certos vinhos botritizados e em champagne.

De acordo com Cutzach er al., (1998), a sua formacgdo ¢ influenciada pela
presenca de oxigénio e pela cor do vinho. Em condigdes similares de conservagdo ¢
com a mesma idade, os vinhos brancos apresentam teores de sotolon superiores aos
vinhos tintos. A presenga de compostos polifendlicos, moléculas antioxidantes,
parecem retardar a formacdo do sotolon nos vinhos tintos.

Pode ser formado quimicamente, nas condigdes do pH e do teor alcodlico do
vinho Madeira, por aldocondensagiio do acido ¢-cetobutirico seguida de lactonizagdo

(figura 1.32). O é4cido o-cetobutirico ¢ produzido por desaminacdo bioquimica da
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treonina com o etanal proveniente da oxidagio do etanol, ou por condensago de duas
moléculas de etanal. No decurso do envelhecimento, o etanol transforma-se

quimicamente em etanal permitindo, na auséncia de dioxido de enxofre, a formagao do

sotolon.
NH,
OH 2 H,0 1,0 o
COOH ji' COOH N \n/” condensagdo
Desaminase /\H/ de Aldol L(JO] |
¢
NH, © e o O

dcico etanal

Ltreonina .
« w-cetobutirico

H,C Ol

HC o 70
Sotolon
Figura 1.32 - Formagdo do 3-hidroxi-d,5-dimerit-2( SH)-firasiond (sotelon} a partiv do deido o-

cetoburivice (adaptado de Silva Fervelva, 19981,

Para Blank e Fay (1996), o sotolon pode ser formado no decurso da reacgdo de
Maillard, sendo um dos produtos obtidos a partir de certas hexoses e pentoses na
presencga da cisteina.

Em funcio da estrutura ramificada, a formagdo do sotolon pode ser explicada a
partir dos agicares no decurso da reac¢io da Maillard simplesmente por rearranjos nos
intermediarios de Amadori como no caso do 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(SH)-furanona.
Assim, o sotolon resultara da condensagdo entre os produtos de cadeia curta resultantes
deste processo. Hofman e Shieberle (1997), demonstraram que o sotolon pode ser
obtido por uma reacgdo de condensagdo aldolica entre a butano-2,3-diona ¢ ©

hidroxiacetaldeido (figura 1.33).

(\01—1
H,0 H,C

Ap G Lmgye g I

. 8} X 0 .
H,C o H,C on H.C

butano-2.3-diona  hidroxiacetaldeido Sotolon

Figura 1.33 - Mecanisme proposio para « formdacdo do 3-hidroxi-4, S-dimetil-2(3F-firranona

tsotolon) de acordo com a reacgio de Maillard (adaptado de Kilva Ferroira 1998),
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1.5.3.2 Adeidos furanicos

Os aldeidos furdnicos, furfural, 5-metilfurfural e 5-(hidroximetil)furufral, sdo
descritos como constituintes de diversas bebidas fortificadas. Rapp e Giintert (1985),
descrevem trés mecanismos reaccionais conducentes a sua formacgdo: pirdlise dos
hidratos de carbono, desidratagdo dos agiicares em meio dacido e a reacgdo de
Maillard.

A figura 1.34 representa um possivel mecanismo de formagdo e degradagao do

5-(hidroximetil)furfural a partir dos agtcares.

H,C-NHR H,C=0
: ’ H H H H
CH,0H . |
) H,C=0 | : ! CH, !
C=0 C=0 : 0=C 0 0=C¢C 0 o=C¢C ) c=0
|
il 5
HO-C-CH, (idacgo ~ HO-C-H T:O /""‘““‘F‘“ \_/ \N/A \_/
I 5-(hidroximetil)furfural i o s o T
H-C-OH ™ “'T'OH N (.‘”H 10 S-metilfurfural 2,5-furanodicarboxaldeido
RNH,
H-C-OH : H-(|‘~OH 0 ' ™ o
oxidagiio H
CH, ~ ]
CH,OH CH,OH 0="C o _CH,

X

5-metilfurfural
Figura 1.34 - Possivel mecanismo de formacio e degradagdo do S-(hidroximetil}furfural a partir

da D-glucose (adaptado de Cutzach et al., 1998).

Por perda de uma molécula de agua no carbono C-3, a glucose forma em meio
acido, a 3-desoxialdocetose que por desidratagdo seguida de ciclizagdo origina o 5-
(hidroximetil)furfural. Na auséncia de oxigénio ¢ um composto estavel, mas na sua
presen¢a da origem ao S-metilfurfural e ao 2,5-furanodicarboxaldeido.

Estes compostos apresentam uma evolug@o linear com o envelhecimento, pelo
que foram propostos, por alguns autores (Silva Ferreira, 1998; Rapp e Glintert, 1985),
como possiveis marcadores da idade do vinho.

Cutzach et al., (1999) verificaram que ao pH do vinho e em condigdes
anaerdbias, o 5-(hidroximetil)furfural origina o 5-(etoximetil)furfural podendo também
formar-se por condensagdo entre o etanol e o HMF (figura 1.35).

Este aldeido é caracterizado por um odor a “canela”, a “noz” e a “frutos secos”,
dependendo da concentragdo em que se encontra. Associado a outros compostos pode

participar com nuances a “café”. De acordo com Bertuccioli e Viani (1976), apresenta
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igualmente odores “frutados”, picantes” e a “péo branco”. O seu limiar de percepgéo

. , -1
olfactivo é de 90 pg.L"™.
H R H W H /\
| H,C —O: + | H,C 0" | +
Oo=C 0 | + u o= ¢] § o=¢C O CH, B ~
U H \@/ Ho 1o U 0 CH,
S-thidroximeuDfurfural carbocatiio etanol
H I y/
| ]
O=C 0 CH, 0= ¢

CHy L,
T e T e

S-{etoxtmetiDfurfural ﬁ*
Figura 135 - Possivel mecanismo de formagdo do S-{etoximerilifurfural ¢ partiv do 5-

{hidrosimeshfiefiral fadapade de Cutzacit of al., T998),

1.5.4 Gulros compostos

A evolugiio da composi¢io dos aminoacidos no decurso do envelhecimento ¢
pouco conhecida. Parece no entanto, que a maioria diminui rapidamente com o tempo
de conservagio (Silva Ferreira, 1998). Durante o envelhecimento, alguns destes
compostos participam em diferentes reacgdes quimicas actuando como precursores de
substincias com forte impacto organoléptico, como certas lactonas a partir do acido
glutdmico (Miller er al., 1973), ou o sotolon a partir de treonina (Pham ef al., 1995).

Relativamente as aminas biogénicas, ¢ de acordo com Silva Ferreira (1998) os
teores da tiramina, da 3-metilbutilamina ¢ da feniletilamina, ndo apresentam qualquer
relagio com a idade dos vinhos, contrariamente & metilamina, etilamina, histamina,
diaminobutano e diaminopentano, cujos teores diminuem durante o envelhecimento.

Entre as acetamidas, distinguem-se dois grupos em fun¢io do seu
comportamento ao longo do tempo (Silva Ferreira, 1998). Assim, os teores da N-
metilacetamida e N-etilacetamida diminuem ligeiramente com o tempo de
envelhecimento, enquante que, 0s teores da N-(-3-metilbutil)acetamida e da N-(2-
feniletil)acetamida, aumentam de modo aparentemente linear (Silva Ferreira, 1998). A
formacdo das acetamidas no decurso do tempo parece ser uma reac¢io puramente

quimica, como ilustra a figura 1.36.
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0
70 7 :
HC-C tONHAR, = B OO + H,C-CH,-0H

0-CH,CH, NH-R,
acetato de etilo amina acelamida ¢tanol
Figura 136 — Mecanivme de formacio das avetamides no decirso do epvelhechnenio do viho

(adupiado doe Silva Forreira, 1998},

No decurso da conservagdo do vinho os teores em vinilfenodis volateis diminuem
(Dugelay, 1993), Dugelay er al., (1993). Chatonnet ef al., (1993), verificaram que apos
um ano de conservagdo em garrafa o teor de vinilfenois decresceu cerca de 60%, quer
em vinhos tintos quer em vinhos brancos. A reactividade da ligagdo vinilica podera
estar na origem desta diminui¢io, devido a formacgao do 4-(1-etoxietil)fencl e do 4-(1-
etoxietil)guaiacol por reaccdo de adigio do etanol 4 dupla ligagéo, a partir do vinilfenol
e vinilguaiacol, respectivamente (Dugelay ef al, 1995). Apesar do significativo
aumento no decurso da conservagdo, os etoxietilfendis assim formados ndo apresentam
gualquer impacto olfactivo nos vinhos. A formaco de oligémeros vinilicos e a adigéo
de outros nucledfilos do vinho aos vinilfendis durante a conservagdo, sao outros
factores que conduzem a diminuicdo do teor destes compostos.

Os teores de etilfendis aumentam durante a conservagdo, especialmente nos
vinhos tintos, podendo atingir teores prejudiciais a qualidade organoléptica do vinho. A
actividade bacteriana e o desenvolvimento de leveduras, nomeadamente a
Brettanomyces/Dekkera, explicam o aumento verificado (figura 1.27) (Chatonnet ef al.,
1992a).

Formam-se igualmente durante a conserva¢io do vinho pequenas quantidades
de fendis volateis como a vanilina, a =zingerona e o eugenol, provenientes

provavelmente, da hidrolise dos glicosidos da uva (Dugelay, 1993; Sefton er al., 1993).

Conforme referido anteriormente, a maioria dos compostos sulfurados estdo
associados a odores desagradaveis. No entanto alguns destes compostos, caso do DMS,
contribuem positivamente para o aroma dos vinhos. Durante a conservagdo do vinho, o
teor deste composto aumenta frequentemente, acentuando-se para temperaturas mais
elevadas (Marais e Pool, 1980). Este aumento de concentragdo ¢ acompanhado da

diminui¢io do teor do DMSO, possivel percursor do DMS. A concentragdo méxima
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(7,6-68,4 ugL') é atingida ao fim de 5-10 anos de conservagdo, diminuindo
posteriormente. De acordo com De Mora ef al., (1986) o DMS pode ser formado a
partir da metionina e da cisteina.

O etanotiol, responsavel pelo odor a “cebola”, pode atingir teores superiores ao
seu limiar de percepgo olfactiva, 1,1 ug.L"' em vinhos brancos, de acordo com Park ef
al., (1994) e Goniak ¢ Noble, (1987).

De acordo com Guedes de Pinho (1994), a concentragdo do bis-(2-
hidroxietil)dissulfureto diminui rapidamente, com tendéncia a anular-se, durante o
tempo de conservagdo do vinho, mesmo que o armazenamento se processe a baixas
temperaturas. Os teores do 2-mercaptoetanol ¢ do metionol decaem exponencialmente
com a idade do vinho e na presenca de oxigénio, de acordo com Silva Ferreira er al.,
(2003). Contrariamente a estes compostos, e de acordo com os mesmos autores, 0s
teores da dimetilsulfona aumentam ligeiramente com a conservacdo do vinho.

De salientar que durante a conservagfio em cascos de madeira, ocorre a difusdo
para o vinho de substincias volateis entre as quails se destacam compostos com
estrutura guaiacil e seringil, furanos e piranos substituidos, y-lactonas, compostos
norisoprénicos, pirazinas e piridinas (Dubois, 1994b; Sefton et al., 1990; Chatonnet et
al., 1990), contribuindo para a complexidade do sabor e do “houguer” dos vinhos
velhos. A origem boténica e geografica do carvalho, as condigdes de fabrico e de
utilizagdo dos cascos, podem influenciar qualitativa e quantitativamente a extrac¢ao.

Viarios fenois volateis da madeira, como o gaiacol, o 4-metilguaiacol, o 4-
propilguaiacol, o 4-etil-2,6-dimetoxifenol, o eugenol, algumas fenilcetonas em
particular a butirovanilina, alguns aldeidos, nomeadamente a vanilina ¢ o seringaldeido,
sdo igualmente cedidos ao vinho no decurso da conservagiio (Chatonnet ef al., 1990).
Os quatro primeiros compostos sdo especificos da madeira e ndo existem no vinho
base. Qutros como o eugenol e a vanilina, encontram-se nos vinhos em concentragdes
vestigiais estando o seu aumento durante o envelhecimento associado, essencialmente,
4 cedéncia por parte da madeira dos cascos onde sdo armazenados.

No decurso da conservagido em madeira verifica-se igualmente um aumento dos
teores das B-metil-y-octanolactonas. O isémero cis- além de ser o mais abundante ¢
também o mais odorante, com um LPO de 74 pg.L™* em vinhos tintos e de 92 ng L em

vinho brancos (Chatonnet et al., 1990). Conferem aos vinhos notas diferenciadas, a

76




Introducdo

“coco” para a Irans-3-metil-4-octanolactona e a “whisky” para a cis-3-metil-4-
octanolactona (Chatonnet, 1995).

As quantidades de taninos dissolvidas durante a conservagdo ndo podem ser
neglicenciadas. Estima-se que no primeiro ano de conservacio a quantidade de tanino

cedida pela madeira seja de 200 mg. L™,

1.6 INFLUENCIA DAS OPERACOES TECKNOLOGICAS KO AROMA DO
VINMO

No processo de vinificagdo ha diversas operagdes, como os processos de
vindima, o esmagamento e prensagem, a maceracdo pelicular, a clarificagdo, entre
outros, que podem contribuir de forma decisiva para as caracteristicas aromaticas do
vinho. Nio menos importantes sdo os processos de estabilizagdo e as condigdes de
conservagio dos vinhos.

Do grau de matura¢io da uva, das condiges sanitarias e do estado geral da
vindima, dependera em grande parte a quantidade e qualidade dos compostos extraidos.
A carga da vinha ¢ outro factor a ter em conta.

A prensagem confere um enriquecimento dos mostos e dos vinhos em
compostos caracteristicos da variedade e alcoois em Cg (Kinzer e Schreier, 1980).
Versini ef al., (1981) obtiveram, para uvas da casta Riesling, mostos de prensa 7 a 8
vezes mais ricos em geraniol, nerol e citronelol livres, ¢ 2 a 4 vezes mals ricos para os
restantes terpenodis. Consoante a sua localizagdo no bago, os terpendis so extraidos de
maneira diferenciada. Os mostos obtidos dos primeiros esmagamentos $4o
particularmente ricos em linalol, enquanto que os provenientes das Ultimas prensagens
sdo mais ricos em geraniol (Seguin, 1994). O mosto da dltima prensagem ¢ cerca de 10
vezes mais rico em alcoois em Cg ¢ 4 vezes mais rico em terpendis, do que o mosto de
gota correspondente. O aumento da pressdo traduz-se em maiores teores de hexan-1-ol
e (Z)- hex-2-en-1-0l (Mesias et al., 1983).

A maceragdo pelicular ¢ uma técnica susceptivel de enriquecer os mostos € 0s
vinhos em compostos aromaticos constituintes do aroma varietal na sua forma livre e

de precursores (Baumes et al, 1989). Ocorre também a difusdo de compostos
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fendlicos, aminodcidos e acidos gordos (Ferreira ef al., 1995). A temperatura € o tempo
de contacto, sdo os principais factores que afectam a quantidade ¢ o tipo de compostos
extraidos (Baumes et al., 1989). Estes factores no entanto dependem do grau de
maturagdo da uva e sobretudo do tipo de vinho que se deseja produzir (Dubourdieu,
1986). De acordo com Ramey er al., (1986), temperaturas inferiores a 10°C e curtos
perfodos de tempo, conduzem & obtengio de vinhos com pouca adstringéneia.

A clarificagiio dos mostos é outra operagdo que se reveste de grande importéncia
dado condicionar a quantidade de matéria suspensa presente na fermentagdo alcodlica.
Singleton et al., (1975) verificaram que os vinhos obtidos a partir de mostos
clarificados apresentavam menor adstringéncia e menor quantidade de sulfureto de
hidrogénio, comparativamente aos mostos da mesma casta néo clarificados. Para
Bertrand (1989) mostos clarificados originam vinhos com menor teor em alcoois
superiores e maior teor de ésteres. De acordo com o mesmo autor, mostos muito
clarificados podem provocar “amuos” de fermentagéo por falta de nutrientes. Ollivier

et al., (1987) postulam que cada casta possui um optimo para a clarificagdo dos mosto.

4.7 ANALISE MULTIVARIAVEL APLICADA A CARACTERIZACAC DE
MOSTOS E VINHOS

1.7.1 Conceitos gerais

O aperfeicoamento, aliado ao crescimento exponencial da instrumentagao
analitica de elevada resoluciio e o aparecimento da quimiometria, de grande utilidade
quando bem aplicada, tém permitido obter conclusdes importantes sobre diversos
pardmetros na area da enologia, como sejam na transformagdo/evolugho de
componentes quimicos quer no decurso da maturagio das uvas quer durante a
conservacio/envelhecimento do vinho, na diferenciagiio quimica de castas a partir de
compostos especificos e na caracterizagdo aromatica de mostos ¢ vinhos provenientes
de diferentes regides.

A grande quantidade de informagdo fornecida em cada analise por

equipamentos cada vez mais sensiveis, torna imprescindivel o uso de métodos de
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analise multivaridvel como sejam a andlise de varidncia (Anova), a analise de
componentes principais (PCA)Y, a analise discriminante linear (LDA)’ ¢ a analise de
agrupamento hierarquico (cluster), entre outras.

De entre os varios métodos utilizados com o intuito de reduzir a
dimensionalidade de uma matriz de dados, a anélise de componentes principais (PCA)
tem sido um dos mais usados no que se refere a tratamento de dados em enologia e
outras dareas afins. Permite transformar um conjunto de varidvels Iniciais
correlacionadas entre si (X, Xa, ..., X,) NOUtIO conjunto com um menor numero de
variaveis niio correlacionadas (ortogonais) e designadas por componentes principais
(Y1, Y2y - ¥p)» que resultam das combinagdes lineares das varigveis iniciais.

Os coeficientes (pesos) a;. i=1, ... p; /=1, ... p, que definem cada uma das novas
variaveis sdo escolhidos de modo que as varidveis derivadas (componentes principais)
expliquem a varidncia maxima nos dados originais e ndo estejam correlacionados entre
si. O modelo das componentes principais pode ser escrito como :

Yi=apX; T apXt ..o tagX,

Yo 82Xy apXyt .. TagX,
yp - apixl + ap3x2+ +appxp

Os componentes principais sfo calculados por ordem decrescente de
importancia, isto €, a primeira explica a méaxima varidncia dos dados, a segunda a
maxima varidncia ainda nfo explicada pela primeira, ¢ assim sucessivamente.

Os coeficientes que definem os componentes sdo derivados de modo que a soma

p
dos seus quadrados iguale a unidade, isto ¢, Zayz =1, para todo o i. O programa
1=1
estatistico modifica-os, multiplicando os coeficientes que definem uma componente
pela raiz quadrada da varidncia dessa componente de forma a representarem a
correlacio entre as varidveis observdvels e as componentes. A varidncia dos
componentes designa-se por valores proprios. Na maioria das aplicagdes, a analise €
baseada na matriz das correlagdes, isto é, em varidvels normalizadas, pois geralmente

as variaveis estdo medidas em escalas ou grandezas diferentes, ndo tendo sentido a

.
“ PCA - Principal Component Analysis, do Inglés.
*LIDA ~ Linear Discriminant Analysis; do Inglés.
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combinacio linear das varidveis ndo normalizadas. A normaliza¢do mais utilizada ¢ a
transformacio Z, pela qual a matriz das covaridncias € igual a matriz das correlagdes. A
normalizagdo ¢ feita da seguinte forma:
7if = I =)
2
em que , xij € o valor original da variavel, Zij é o novo valor da variavel, xj a media
simples dos valores correspondentes a variavel e sj o seu desvio padrio

O numero de componentes principais que melhor descrevem o conjunto de
dados baseia-se em vérios critérios, sendo os mais frequentemente utilizados o crifério
de Kaiser, que consiste em excluir os componentes cujos valores proprios sio
inferiores a unidade; e a percentagem de varidncia explicada, que procura o grupo de
varidveis que maximizam a percentagem da variéncia total. Este foi o critério por noés
utilizado.

Antes de iniciar a anélise deve explorar-se individualmente cada varidvel em
termos de valores aberrantes e do enviesamento da distribuigdo. Deve igualmente
analisar-se o numero de nido respostas, pois quando slo elevadas e ndo sdo aleatorias,
podem caracterizar segmentos da populagdo com caracteristicas diferentes, distorcendo
os resultados da analise.

Relativamente & relagio entre o nimero de objectos (#) e o numero de variaveis
(p), alguns investigadores defendem que aquele deverd ser pelo menos igual ao nimero
de varidveis. Outros advogam que a razdo n/p devera ser igual a 2 ou mesmo 3,
permitindo maximizar a fiabilidade dos resultados. Embora um maior nimero de
variaveis fornegam maior quantidade de informagdo, estas deverdo ser adequadas ao
problema em questdo pois s¢ assim poderdo fornecer alguma informagdo estrutural,
pelo que nfo raras vezes se torna necessério eliminar algumas variavels irrelevantes
que apenas mascaram ou dificultam a interpretagdo dos resultados.

Uma outra parte dos métodos de andlise multivaridvel tem por objectivo a
obtengdo de modelos previsores, situando-se entre a analise de dados exploratoria e a
anélise confirmatéria. O mais comummente utilizado ¢ a analise discriminante linear
(LDA). O seu principio consiste em encontrar combinagdes lineares das variaveis
independentes utilizadas (X;) para discriminar individuos pertencentes a diferentes
grupos. Cada combinacao linear (Y;) constitut uma fun¢do discriminanie:

Y= aig+ Xyt apXy Tt apX,
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em que os coeficientes de ponderagdo a; permitem identificar as varidveis que mais
contribuem para distinguir os grupos dentro de uma mesma fungio Y, ¢ 0s X;; sdo as
variaveis discriminantes. ldealmente deveria ser possivel encontrar, para uma dada
fun¢do discriminante, valores idénticos para todos os casos pertencentes a wm mesmo
grupo. Simultaneamente, as fungdes sfo determinadas de modo a maximizarem a
separagdo entre os diferentes grupos.

A utilizagdo da andlise discriminante como técnica de classificagdo pode ser
cfectuada depois de se ter encontrado um conjunto de varidvels que permitam a
discriminag@o significativa dos grupos, para os quais se conhece a distribuicdio por
grupos. E entdo possivel estimar um conjunto de fun¢des que permitirfio a classificagiio
de novos casos, ndao agrupados a priori.

Para testar a validade das func¢des discriminantes ¢ possivel classificar o
conjuntoe de casos originals € comparar os agrupamentos conseguidos com 0s grupos
predefinidos e assim estimar a percentagem de casos correctamente classificados a
partir das varidveis utilizadas.

Para que a analise discriminante possa ser aplicada, os grupos deverdo ser
retirados de populagdes com distribuicdo normal para as p variaveis discriminantes, € a
variabilidade intergrupo deveré ser idéntica.

Tem sido com base neste métodos da analise multivariavel que muitos dos

dados referentes a mostos e vinhos tém sido analisados.

1.7.2 Aplicacéo & anélise de mostos e vinhos

No que se refere & utilizagdo da andlise multivaridvel em enologia, data da
década de 60 altura em que Amerine et al., (1965) utilizaram métodos de andlise de
perfil no tratamento de resultados de analises sensoriais. Contudo, so a partir de inictos
dos anos 80 ¢ que se verificou um enorme incremento destes métodos na aplicagdo de
variadissimos trabalhos em enologia.

Neste sentido, Cordonnier ¢ Bayonove (1974), Rapp et al. (1976), Boubals
(1977), Rapp et al., (1995), Noble et al., (1980), Marais (1983), Rapp e Mandery
(1986), Le Chevanton (1993) entre outros, identificaram e estudaram os aromas

varietals em uvas e mostos € a sua evolugdo nos vinhos, tentando caracterizar as
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diversas castas quanto aos seu potencial aromatico, reconhecendo que os compostos
terpénicos assumem um papel preponderante no aroma varietal.

Recorrendo & analise discriminante Rapp er al., (1995) identificaram alguns
compostos chave para a diferenciagio das castas Riesling, Muscat Morio e Sylvanner,
independentemente da origem geografica e do estado de maturacio.

Noble et al., (1980), determinaram a composi¢io volatil de trés vinhos Vitis
vinifera — Riesling, Chardonnay e French Colombard, por GC, GC-MS e GC-
Olfactometria. Seleccionaram 27 dos 120 componentes identificados, aos quais
aplicaram andlise discriminante ¢ andlise de componentes principais. A andlise de
componentes principais permitiu a separagdo de 10 dos 11 vinhos Riesling dos 9
Chardonnay e dos 4 French Colombard. As fungdes discriminantes obtidas permitiram
agrupar os 24 vinhos em trés categorias diferenciadas usando 5 variaveis: o 2-
metilpropanoato de etilo, o acetato de 2-metilbutan-1-ol, o 5-metilfurfural, o octanoato
de metilo e o 2-feniletanol.

Kwan e Kowalski (1980), estabeleceram a diferenca entre a casta Pinot Noir
cultivada em Franga e nos EUA, atribuindo ao hexan-1-ol ¢ ao ciclo-hexano essa
diferenciacdo. O p-hidroxibenzaldeido e o 2-feniletanol, permitiram diferenciar a
mesma casta cultivada na Califérnia de outras regides dos EUA.

A possibilidade de discriminagdo entre vinhos Venezianos de Denominacio de
Origem Controlada, Soave Classico, Prosecco di Compliano e Valdobiadone e
Verduzzo del Piave, foi avaliada, por Moret et al., (1980), com base nos teores de
alguns metais alcalinos, pH, acidez total, contetido em cinzas e alcalinidade em cinzas.
Verificaram que o Soave Classico se diferencia do Prosecco e do Verduzzo em termos
de pH, conteuido em cinzas e alcalinidade em cinzas, e que os teores de sédio e de cloro
do Prosecco sdo similares ao do Soave Classico mas significativamente diferentes dos
Verduzzo.

Medina e Van Zeller (1984), diferenciaram vinhos provenientes de trés regides
de Franga, aplicando a andlise discriminante e a analise de componentes principais a
quatro grupos de substdncias volateis: i) dcidos gordos; ii) glicerol e butano-2,3-diol;

iii) acetato de etilo, metanol e dlcoois superiores e iv) ésteres, hexanol e 2-feniletanol.
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Cabezudo ef al., (1985) diferenciaram 85 vinhos de qualidade produzidos em
regides demarcadas, através da analise discriminante, a partir de dados experimentais
de diversos autores, utilizando 64 variaveis analiticas.

Tapias et al., (1986) recorreram a analise discriminante, de modo a avaliar a
capacidade de caracterizagdo e diferenciagdo geografica de quatro vinhos tintos
Espanhois, Rioja, Aragon, Tarragona e La Mancha, utilizando como pardmetros
quimicos o teor alcodlico, a acidez volatil, a acidez titulavel, o extracto seco, o
conteido em cinzas, € o teor dos acidos malico, lactico e tartarico, correntemente
determinados em qualquer laboratorio enoldgico. A classificagdo correcta de
aproximadamente 90 % de amostras desconhecidas, demonstra a adequagdo das
fungbes discriminantes derivadas e a eficicia dos pardmetros enologicos como
variaveis discriminantes.

Lopez et al, (1988) aplicaram a analise de componentes principais para
caracterizarem a maturidade das uvas da casta Pedro Ximenez por determinagdo do
peso do bago, pH, acidez titulavel, glucose, frutose e pelos acidos tartarico, malico e
citrico. Utilizando a anélise de componentes principais e, por representagao grafica dos
scores dos componentes principais vs tempo, estabeleceram as datas teoricas da
maturagao.

Com a finalidade de prever o comportamento das castas Roriz, Barroca,
Touriga Nacional, e Touriga Francesa, no decurso da maturacido, de modo a obter a
sua diferenciagdo e possibilitar a correlacdo das propriedades estudadas com as dos
vinhos, Alves (1992) determinou os teores de agucares, acidos organicos € aminoacidos
livres, nas referidas castas. Por aplicacdo da analise de componentes principais aos
resultados dos aminoacidos livres e acglcares a data da maturagao, verificou que o acido
glutdmico, a asparagina, a serina, a treonina, a prolina, a frutose e a glucose, permitiam
a discriminagdo das quatro castas.

Garcia-Jares ef al., (1995) caracterizaram, por recurso a analise de componentes
principais e a analise discriminante, vinhos brancos provenientes de Rias Baixas
(Galiza) usando a relagdo de concentragdes das variaveis isoladas por extraccdo
continua com Freon 11. Verificaram a importincia das técnicas de analise

multivariavel na diferenciagdo dos vinhos e no estabelecimento de critérios de
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genenuidade, permitindo melhorar a qualidade dos vinhos produzidos em regides
demarcadas.

Pena ef al., (1999) utilizaram a analise de componentes principais na avaliagdo
de compostos fendlicos e organoclorados relacionados com as alteragdes sensoriais
detectadas nos vinhos. Este tipo de analise multivaridvel foi também usado para
verificar a influéncia da variedade, do clone e da produgdo da videira, sobre o perfil
antocidnico de vinhos tintos de denominagéo de origem de Navarra (Espanha).

Os dados da influéncia da maceracdo pelicular sobre a composi¢io e qualidade
de vinhos brancos da Bairrada — Maria Gomes e Bical, foram explorados por métodos
estatisticos multidimensionais por Rocha et al., (2001). Os dados analiticos permitiram
uma separagao das duas castas, devido essencialmente, aos teores elevados de potassio,
cinzas, alcalinidade em cinzas e acidez total determinados para a casta Bical, e ao
elevado teor em polifendis totais apresentado pela casta Maria Gomes.

Alvarez et al., (1997) aplicaram a analise discriminante a vinhos brancos
espanhdis de denominagdo de origem com o objectivo de os diferenciarem, utilizando
35 variaveis relacionadas com a composi¢do quimica dos vinhos. Estas foram
agrupadas de acordo com a sua afinidade quimica: compostos totais, dlcoois superiores
e ésteres, tendo observado que dos trés grupos, os ésteres sdo os que possibilitam uma
melhor classificagdo dos vinhos na denominagio respectiva.

Cutzach et al., (1998) estudaram as relagdes existentes entre os dados da analise
sensorial e de compostos volateis, usando a analise de componentes principais. Os
resultados evidenciaram as variagdes do aroma de vinhos doces naturais durante o
envelhecimento.

Ribeiro (1996) utilizando técnicas de analise multivariavel, avaliou a capacidade
dos aminoacidos livres aliados a outros parametros analiticos, caracterizarem as
diferentes designagdes especiais - Ruby, Tawny e Vintage, do vinho do Porto. Estudou
ainda o poder discriminante dos aminoécidos livres entre o vinho do Porto e algumas
imitagoes deste vinho.

O mesmo investigador (2001) aplicou a analise de componente principal aos
resultados analiticos de 32 compostos (aminoacidos livres e aminas biogénicas) em
cerca de 70 vinhos comerciais oriundos de 8 subregides alentejanas produzidos por trés
produtores, para a caracterizagdo destes vinhos e avaliagdo da influéncia de alguns

factores variantes dentro da amostragem global como a cor, proveniéncia e produtor.
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Rocha et al., (2000) avaliaram o potencial aromatico, nas formas livres e
glicosiladas, das castas Maria Gomes e Bical. Recorrendo a andlise de componentes
principais determinaram as principais fontes de variabilidade entre os mostos das
referidas castas e estabeleceram relagdes entre as variedades e os compostos volateis.

A andlise de componentes principais, a analise discriminante e a analise de
cluster hierarquico, foram utilizadas por Marengo et al., (2001) para diferenciarem
quimicamente 68 amostras de vinhos — Barolo, Barbaresco, Nebbiolo d’Alba, Roero e
Langhe Nebbiolo, da regidao de Piemonte (Italia). Identificaram, por GC-MS, 35
analitos extraidos por SPME/PDMS-100 um, tendo usado na analise multivariavel os
dados das areas dos picos corrigidos para o padrdo interno.

Verifica-se, genericamente, que a maioria dos trabalhos que usam a analise
multivaridvel t€ém como objectivos primordiais, por um lado a caracterizagdo quimica
ou aromatica dos vinhos ou das castas que lhe deram origem e por outro a
diferenciagdo de vinhos ou castas consoante a sua origem geografica. Apesar de certos
grupos de compostos como os terpendis ou os aminoacidos poderem, por si so,
discriminar diferentes grupos de vinhos, ¢ usual proceder-se a analise multivariavel

associando diferentes tipos de parametros quimicos nessa discriminagao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 METODOLOGIA GLOBAL

Numa primeira fase deste trabalho, foi desenvolvida e validada uma
metodologia analitica, por HS-SPME/GC-MS, que permitiu quantificar os compostos
volateis considerados responsdveis pelo aroma varietal dos vinhos. Desta forma, sendo
os vinhos a estudar de caracteristicas monovarietais, pretendeu-se avaliar o efeito deste
grupo de compostos quimicos na distingdo dos mesmos vinhos. Para o efeito foram
quantificados alguns 4lcoois monoterpénicos e norisoprendides em C,; em mostos €
nos vinhos deles resultantes. Procedeu-se 4 anélise multivariavel (com base na
quantificagdo dos monoterpendis) para discriminar entre os diferentes tipos de castas e
vinhos.

Posteriormente, surgiu a necessidade de caracterizar mais aprofundadamente os
mostos ¢ os vinhos em estudo, nomeadamente em termos de outros compostos volateis
descritos pelos aromas pré- e fermentativos, de forma a obter o seu perfil aromatico.
Nesta fase, utilizou-se uma metodologia semelhante 4 validada para os compostos
monoterpénicos, embora pelo elevado niimero de compostos em estudo, nio tenha sido
possivel uma quantificagdo absoluta da sua maioria, pela falta de padrdes disponiveis.
Optou-se assim, por executar uma identificagdo criteriosa através dos espectros de
massa e comparar em termos relativos a sua abunddncia nos objectos em estudo
(mostos e vinhos) através da 4rea dos picos obtidos. Procedeu-se a analises
multivaridvel (com base na area relativa dos compostos) para discriminar entre os
diferentes tipos de mostos e vinhos.

Nesta etapa foi ainda possivel comparar o perfil aromatico dos mostos das
castas seleccionadas com o perfil aromatico obtido com os vinhos da mesma casta.

Numa fase complementar, estudou-se a evolugéo do perfil aromatico dos vinhos

ao longo do envelhecimento. Nesta fase verificou-se que a metodologia desenvolvida e
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utilizada nas fases anteriores ndo se revelava apropriada para alguns dos compostos
responsaveis pelo aroma desenvolvido durante o envelhecimento dos vinhos.
Concretamente, a eficiéncia da fibra utilizada na SPME revelou-se reduzida
para a analise de alguns ésteres de dcidos fixos e lactonas. Desta forma foi necessario
utilizar uma metodologia tradicional de extracgio liquido-liquido, com diclorometano.
Por fim, e de acordo com estudos de outros autores (Silva Ferreira, 1998) e dos
resultados obtidos neste trabalho, optou-se por estudar a evolugdo de uma lactona, o

sotolon, ao longo do envelhecimento dos vinhos Madeira.

2.2 A MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA NA ANALISE DOS COMPOSTOS
AROMATICOS DO VINHO

A baixa concentragdo (da ordem dos pg.L”' ou ng.L") em que muitos dos
compostos aromaticos se encontram nas amostras estudadas, faz com que seja
necessario proceder a sua extracgdo e concentragdo antes da analise por cromatografia
gasosa de alta resolucdo (HRGC) ou por GC-MS.

M¢étodos como a extrac¢do liquido-liquido (LLE) (Wada e Shibamoto, 1997;

Ferreira ef al., 1993; Hardy, 1969), a microextracgéo liquido-liquido (LLME) (Ortega
etal., 2001; Ferreira et al., 1998; Ferreira et al., 1993), a extrac¢do liquido-liquido com
ultrasons (us) (Cocito et al., 1995), a destilagdo-extrac¢do simultineas (Nufiez e
Behelmans, 1984), a extrac¢do em fase solida com a utilizacdo de diferentes
adsorventes porosos (Lopez et al., 2002; Zhou ef al., 1996; Voirin et al., 1992; Giinata
et al., 1985; Williams et al.,, 1982), a extrac¢do por microondas (Razungles ef al.,
1994), a extrac¢do por fluido supercritico (Blanch et al., 1995), entre outras (Aznar et
al., 2003; Lopez et al., 2003; Aznar et al., 2001; Ferreira et al., 2000; Lopez et al.,

1999; Ferreira et al., 1998), tém sido utilizados para isolar os componentes volateis e

aromaticos dos vinhos. Algumas desvantagens destes métodos sdo a fraca
reprodutibilidade, a baixa eficiéncia de extrac¢do e para todos eles a complexidade
laboratorial (Etiévant, 1987).

A partir do inicio da década de 90, a microextrac¢do em fase solida (SPME)
(Gorecki ef al., 1999; Vas et al., 1998; Eisert e Pawliszyn, 1997; Arthur e Pawliszyn,
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1990) surge como uma alternativa aos métodos comumente utilizados, pois permite
extrair e concentrar os analitos numa unica etapa de um modo mais simples, rapido e
menos laborioso.

Esta técnica utiliza uma pequena fibra de silica fundida revestida com uma fase
polimérica adsorvente para isolar os analitos (figura 2.1). Estes sdo absorvidos, ou
adsorvidos (dependendo da natureza do revestimento), pela fase adsorvente até o
sistema atingir o equilibrio. A quantidade de analito extraida é determinada pela

grandeza do coeficiente de partigdo do analito entre a matriz e a fase adsorvente.

muporte ZPME

[ K, —+—Fibra

Aguecimento

it

—1 Amostra

]
| Apitacio '
Figura 2.1 — Representacio esquemadtica da microextracedo em fase solida com espago de

cabega (Jia of al., 1998).

MWagnete

Esta técnica pode ser efectuada em trés modos basicos (Pawliszyn, 1999),
dependendo dos analitos a extrair e do tipo de matriz : extracgdo directa, extracgdo por
espago de cabega e extracgdo com protec¢do de membrana.

No modo de extracgdo directa a fibra é inserida directamente na amostra € 0s
analitos sdo transportados directamente da matriz para a fase adsorvente. De modo a
facilitar a difusdo dos analitos ¢ conveniente proceder a agitagdo da amostra.

No modo de extracgdo por espago de cabeg¢a os analitos sdo extraidos da fase
gasosa em equilibrio com a amostra. Protege-se deste modo a fibra do efeito adverso
causado por substancias nao volateis e de peso molecular elevado presentes na matriz.

Este modo permite também modificagdes de matriz, incluindo ajustes de pH, sem
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afectar a fibra. E utilizado essencialmente para a extraccio de substancia volateis e em
menor escala semi-volateis. A temperatura afecta significativamente a cinética da
extrac¢do porque determina a pressdo de vapor dos analitos, dai a necessidade de um
controlo rigoroso.

No verséo extracg¢do com protecg¢do de membrana a fibra encontra-se separada
da amostra através duma membrana selectiva, que permite a passagem dos analitos e
bloqueia as interferéncias. O processo de extrac¢io ¢ substancialmente mais lento do

que a extracgdo directa.

A SPME tem a vantagem de ndo necessitar de solventes orgénicos, ndo requer
prévia preparagdo da amostra e tem a possibilidade de automatizagio (Arthur er al.,
1992). A sua aplicabilidade e aceitagdo é cada vez maior, mostrando-se muito eficiente
na extrac¢do de compostos organicos com diferentes volatilidades e polaridades em
diversas matrizes ambientais (Bras ez al., 2000; Bao, et al., 1999; Arthur et al., 1992a),
alimentares (Yang e Pepard, 1994) e biologicas (Garcia ef al., 1998). A sua aplicagio
na extracgdo de monoterpendis (Garcia et al., 1998a; Garcia et al., 1998b), volateis
(Bencomo-Rogriguez, ef al., 2002; Bencomo-Rogriguez, et al., 2002a; Lecanu ef al.,
2002; Mestres et al., 2001; Roberts et al., 2000; Jia et al., 1998; Garcia ef al., 1996;
Steffen e Pawliszyn, 1996), e pesticidas (Correia et al., 2000; Dugay ef al., 1998) nos
vinhos, estd ainda em desenvolvimento pois sé recentemente comecou a ser utilizada
neste tipo de matrizes. Garcia et al., (1998), utilizaram uma fibra de poliacrilato (PA-
85um) com um tempo de extrac¢do de 60 minutos para andlise dos componentes
aromaticos volateis em vinhos.

Tendo sido ja aplicada a vinhos para determinagdo de diferentes componentes
(Garcia et al., 1998; Garcia et al., 1998a; Garcia et al., 1996; Correia et al., 2000), nio
¢ conhecida até a data a aplicagdo da HS-SPME para a determinagdo de monoterpenois
em vinhos licorosos.

Sabendo que o efeito do etanol pode ser importante no processo de parti¢io que
ocorre entre a fibra e a amostra, torna-se importante optimizar e validar as condig¢des
que permitem o doseamento de compostos volateis (monoterpenéis) em vinhos com
teores alcodlicos de aproximadamente 18%.

Neste trabalho, com base nos estudos de Garcia et al, (1998 e 1999)
propusemo-nos desenvolver um método para anélise de alguns monoterpendis (linalol,

o-terpineol, citronelol, nerol, geraniol, nerolidol e eugenol) e norisoprendides (jB-
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damascenona, o-ionona e B-ionona), em mostos e vinhos de quatro das castas mais

representativas da produgdo do vinho Madeira - Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho.

2.3 AMOSTRAS EM ESTUDO

A tabela 2.1 descreve resumidamente os objectos de estudo, as andlises

efectuadas e os métodos analiticos empregues bem como os objectivos a que se

destinaram.
Tabela 2.1 Hdentificacdo dos objectos de estudo.
Amostras Anos Castas  Nomenclatura Objectivos Técnicas
UVAS 2000 Boal UB Estudo do perfil aromatico; SPME (PA-85 um)/
(]2 'ﬂ?OStTaS) (3)(4) Malvazia UM GC-MS
Sercial us
Verdelho uv
MOSTOS 1998 (12) Boal MB Quantificagdo dos compostos do  SPME (PA-85 um)/
) 1999 (12) Malvazia MM aroma varietal (monoterpendis e GC-MS
(36 amostras) 5600 {123 Sercial MS norisoprendides em C3.;
( Verdelho MV Estrudo do perfil aromatico:
Aplicagao da analise
multivariavel para discriminar as
castas;
VINHOS 1998 (12) Boal VB Quantificagdo dos compostos do  SPME (PA-85 um)/
MONOVARIETAIS 1999 (12) Malvazia VM aror‘na varif:ﬂ (mo::oterpenois e GC-MS
(36 amostras) Sercial norisoprendides em C3.;
2000 (12) —_— VS Estudo do perfil aromatico;
¢iho
a VA% Aplicagio da analise
multivaridvel para discriminar as
castas;
VINHOS 1995 (20) Boal VB Estudo da evolugio do perfil ELL com DCM/
VELHOS i aromatico a0 longo do
1990 (16)  Malvazia VM e . GC-MS:
(86 amostras) 1985 (12) Sercial envelhecimento;
VS s o SPME (PA-85
1980 (10)  verdelho Comparagdo  das  técnicas
1976 (8) Vv analiticas. l-lm)’IGC'MS

Em paréntesis figura o niimero de amostras recolhidas no ano respectivo
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As uvas analisadas foram vindimadas manualmente no Campo Experimental
(Ponta do Pargo) da Secretaria Regional da Agricultura, no ano de 2000, no dia da
vindima de manha.

Foram recolhidos, aleatoriamente, 4 a 5 cachos de algumas cepas, €
transportados, devidamente acondicionadas em mala térmica, para o laboratério do
Departamento de Quimica da Universidade da Madeira. Os bagos depois de separados
do cacho pelo pedicelo, foram colocados em sacos de polietileno e congelados a —28 °C
para anélise posterior. Estas amostras visaram unicamente a comparagdo do perfil
aromatico entre as uvas e 0s mostos correspondentes.

Os mostos analisados foram obtidos no Instituto do Vinho da Madeira, durante
o periodo da vindima/vinificagdo das uvas provenientes do Campo Experimental da
Ponta do Pargo. Foram recolhidos imediatamente apés o esmagamento das respectivas
uvas, em frascos ambar de 100 ml, transportados para o laboratorio do Departamento
de Quimica da Universidade da Madeira e congelados a —28 °C até a data da analise.

Apo6s a vinificagdo destes mostos, que seguiu o processo 1 (bica aberta) descrito
na introdugio tedrica (figura 1.8, pdg. 15), os vinhos monovarietais resultantes foram
transferidos para barris de madeira de carvalho de aproximadamente 250 litros, onde
estagiaram durante 8 meses. Foram entdo recolhidos em garrafas de 0,75 litros,
transportados para o laboratério do Departamento de Quimica da Universidade da
Madeira e congelados a —28 °C até 4 data da analise. Foram utilizados para a analise do
perfil aromatico e também para a caracteriza¢do sumaria.

Os parimetros relativos a caracterizagdo sumaria dos vinhos, °Brix, titulo
alcoométrico adquirido, teores de agucares redutores, acidez total, fixa e volatil, pH,
teores de dioxido de enxofre livre e total, massa volimica, e extracto seco nao redutor e
total, foram determinados através dos métodos recomendados pela OIV'. As analises

foram efectuadas no Laboratorio do IVM.

Para o estudo do envelhecimento foram seleccionados 86 vinhos das castas em
estudo, com idades compreendidas entre os 8 meses e os 25 anos. As condigdes de
envelhecimento foram semelhantes para todos os vinhos: conservagdao em cascos de
madeira de carvalho, ao abrigo da luz e do ar. Foram recolhidos em garrafas de 0,75

litros, transportados para o laboratorio e congelados a —28 °C até 4 data da analise.

" OIV: Office International de la Vigne et Vin.
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2.4 CARACTERISTICAS DAS VINHAS

As caracteristicas das vinhas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho, no que se
refere a idade, ao porta-enxerto, ao sistema de condugdo adoptado, a altura dos solo, a

orientagdo das filas e ao compasso de plantagdo, encontram-se descritas na tabela 2.2.

Tabela 2.2 Caracteristicas das vinhuas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho (dados fornecidos pela Sr°

Eng® Carlota Ferreiva, IVM, Divisiao de Viticultura).

i

Caracteristicas VB VM VS Vv
ano de instalagdo da vinha 1981 1979 1995 1981
porta-enxerto R99 R99 R99 R99
sistema de condugio espald;;ra latada espaldeira espaldeira
altura ao solo /m 0.5 2,0 0,5 0.5
orientagao das filas Noroeste/Sudeste M;;;Zme/Sudeste Noroeste/Sudeste Noroeste/Sudeste
compasso de plantacdo 1.8x1,0 2.1x1.8 1.8x1,0 1.8x1.,0

2.5 REAGENTES E CONSUMIVEIS

Todos os reagentes utilizados no trabalho experimental foram obtidos com o
maior grau de pureza disponivel e utilizados tal como foram fornecidos.

Os padrdes dos monoterpenois - linalol (lin), o-terpineol (ter), citronelol (cit),
nerol (ner), geraniol (ger), nerilacetona (neril), e nerolidol (nero), dos norisoprenoides -
B-damascona (dam), o-ionona (a-ion) e B-ionona (b-ion), foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich Quimica, S.A., e utilizados sem prévia purificagdo (grau de pureza >98 % para
a grande maioria dos compostos).

O padrdo interno 3-octanol, utilizado na quantificagdo dos monoterpendis e
norisoprendidses em C,3 foi igualmente fornecido pela Sigma-Aldrich Quimica, S.A.

O cloreto de sodio (NaCl) de grau analitico, usado para ajuste da forga idnica, € o
sulfato de sodio anidro, foram fornecidos pela Merck (Darmstad, Germany).

Utilizou-se etanol e metanol (Merck, Darmstad, pureza >99,8 %) e dgua

bidestilada, obtida por um sistema de purificagdo da Barnstead, E-Pure, de qualidade
HPLE.
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O diclorometano, p.a., foi fornecido pela Riedel-deHden (Sigma-Aldrich,
GmbH).

Todos os outros reagentes utilizados foram adquiridos 4 Merck, 4 Sigma-
Aldrich e a LabScan.

O gas de arraste usado na técnica de cromatografia gasosa-

espectrometria de massa fo1 o hélio Ny,

7.6 METODOS ANALITICOS

2.68.4 Método analitico para & guantificagho de monoterpendis e
outros compostos volateis

2.6.1.1 Preparagio dos padrdes e amostras

Foi preparada uma solugio padréo (solugio mée) dissolvendo os analitos puros
em metanol. As concentracdes dos analitos nesta solugdio foram as seguintes : linalol —
429,5 pg L', o-terpineol — 112,8 pg L, citronelol - 57,6 pg.L”, nerol - 43,8 pg.L”,
geraniol - 43,9 gL', nerilcetona - 86,8 ug.L, nerolidol - 43,8 ug.L”', B-damascenona
93,4 ng.L”', o-ionona - 77,6 pg.L e B-ionona 77,6 pg.L™.

As solugdes padrio de trabalho foram preparadas por diluigho, sempre que
necessario, a partir da solugdo mée.

Dada a diferenca de concentragdes destes compostos nos vinhos ¢ a diferente
sensibilidade do espectrometro de massa para os compostos em estudo, optou-se por
preparar a solugdo stock com concentragdes diferenciadas, de modo que na construgao
da curva de calibragio tivéssemos uma gama da concentragdes que englobassem o teor
destes compostos nos vinhos e nos mostos. Na tabela 3.1 (pdg. 108) estdo registados 0s
compostos analisados bem como as gamas de concentracdo estudadas.

Para o estudo da linearidade, precisdo, percentagem de recuperagao ¢
determinacio dos limites de detecgfio, foram preparadas vérias solugdes de diferentes
concentracdes, em solugdo hidroalcodlica a 18% para a aplicagdo do método aos

vinhos, € em solugfo aquosa para a aplicagdo do metodo aos mostos.
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As amostras (10 ml de vinho ou de mosto decantado) juntaram-se 3 g de NaCl
tendo-se agitado durante 5 minutos, findos os quais se adicionou 20 pl de solugdo

metandlica de 3-octanol (padrfio interno) a 10 mg L™

2.8 1.2 Frocedimento SPME

As fibras para a microextracgdo em fase solida (PDMS, PDMS/DVB,
Car/PDMS e PA-85um) e o respectivo suporte usados neste trabalho, foram fornecidas
pela Supelco (Bellefonte, PA, USA). Efectuou-se um condicionamento de cada fibra
antes da sua utilizacdo de acordo com as instrugdes do fornecedor. Foram efectuados
brancos antes das analises para assegurar a auséncia de contaminantes que pudessem
interferir no processo analitico e/ou identificar as possiveis 1mpurezas. Durante a
extraccdo foi utilizada uma placa de agitacdo/aquecimento Corning (Supelco) para
agitar e aquecer as amostras possibilitando uma melhor difusfio dos analitos da fase
aquosa para o espaco de cabeca.

A quantidade de amostra (2,4 ml) colocada nos vials (4 ml), satisfaz a condigao
da razdo das fases 1/B=0,6, que de acordo com Garcia ef al., (1998) & considerada
dptima para a extracgdo por espago de cabeca (HS)’. Na fase da optimizagio variou-se
o tipo de fibra, o tempo e a temperatura de extracgdo, o teor de NaCl e o pH. Na fase de
validagdo do método a fibra usada fo1 a de poliacrilato 85um (PA-85um), o tempo de
extrac¢do usado foi de 60 minutos para os mostos ¢ de 120 minutos para os vinhos,
com uma agitagdo de 1250 rpm (agitador magnético, coberto com PTFE, 10x30 mm) a
uma temperatura de 40 °C. O teor de NaCl foi de 30 % em qualquer das solugdes ¢ o
pH foi o original do vinho ¢ do mosto. Finda a extrac¢do, a fibra foi inserida
manualmente, durante 6 minutos no injector do cromatografo onde ¢ aquecida a 260 °C
para uma eficiente dessorcdo dos analitos, os quais sdo separados e analisados por GC-
MS.

Quer as amostras quer as solugdes padrdo foram analisadas em triplicado, com

excepedo do estudo da precisdo para o qual foram efectuadas seis extracgdes.

* Do inglés : HeadSpace (HS)
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2.6.1.3 Condigbes cromatogréficas

As analises cromatograficas dos extractos foram efectuadas num sistema GC-
MS constituido por um cromatégrafo gasoso Varian 3400 CX, Serie I, e por um
espectrometro de massas de armadilha de ides Varian Saturn 11. Como gés de arraste
foi utilizado o He Ngg (Air Liguide) com uma pressdo 4 cabeca da coluna 100 kPa (13
psi) conferindo um fluxo de, aproximadamente, 1 mL.min"'. A coluna capilar utilizada
foi uma Stabilwax (30mx0,25mmx0,25 um) da Resiek.

De modo a optimizarmos a resolugéo, foi utilizado o programa de temperaturas
representado no quadro 1. A temperatura do injector foi de 260 °C para a fibra PA-
85um e Car-PDMS, e de 250 °C para as fibras de PDMS e PDMS/DVB. A temperatura

da linha de transferéncia foi mantida a 220 °C e a da fonte de 1des a 180 °C.

Ouadro | ~ Condigdes cramatograficas wilizadas nas andlises dos composios aromarices dea
frecyde Hvee das wvas, dos iosios ¢ das vinhoy Madeira.

Equipamento @ Saturn 3 da Varian

H Programacio de tempernturas
. i Detector
¢ Injector A H

- o S9Cmin Tipe @ espectrometrs d massa !
Femperatura : 260 °C 1 e . i | : :

- modele CX

Mada 1 Split 24 /min

a Temperata do fonte 180 °C
) mlann

150

I_;.F“(‘,'min Enerpia de onizacio : 10 pA: 70 eV
Gis de aeaste : 100 : Inergia de fonizagdo 1 10 AL T e\

- He (N6}

. Pressio constaste : 173 Psi 1Comin : Multiplicador de electrins - = 2300 V
40 :
: . N
Volume Injeegio (extracgio com 5068 66 Y5 97 112 3121 123 ) .
D(“.’\-i) = Modo inpacto electronice ©
Caluna - varmmento Lotal

Tipo : capilar - Stabilwax (Restek)
Dimensaes : 30m=0.28mm=025um

Todas as andlises foram efectuadas no modo scan com ionizagdo por impacto
electronico. A energia de ionizago foi de 10 HA (70 eV), o tempo de ionizagdo de
25000 us, a modulagio axial foi, em média, 5 V, e o multiplicador 2300 V. Os
espectros foram adquiridos numa gama de massa de 30-300 m/z, sendo o background

ajustado 4 massa de 35 e com um tempo de atraso de 1 minuto.
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2.6.1.4 ldentificacdo e guantificagso dos compostos

A identificacdo dos monoterpendis ¢ dos outros compostos em estudo foi
cfectuada por comparacdo dos espectros de massas obtidos com os dos padrdes puros €
com os da biblioteca NIST 92 instalada no equipamento. Foram tambeéem
identificados por comparagdo dos seus tempos de retengdo com os de misturas
padrdo dos terpenois e norisoprenodides.

Os analitos foram quantificados através do método do padréo interno (octan-3-
ol), usando curvas de calibragdo com padroes extraidos por HS-SPME nas mesmas
condi¢bes que as amostras. No entanto, tendo em consideragdo o efeito do etanol na
percentagem de extracgfio, para a quantificagdo dos mostos foram usadas curvas de

calibragdo com padrdes em solugdo aquosa e para os vinhos foram usadas curvas de

calibragdo com padrdes em solucdo etandlica a 18%.

2.6.2 Método analitico pars o estudo do perfit aromatico das uvas,
mosios e vinhos

2.6.2.1 Preparacéo das amostras

Andlise de uvas: apds descongelagdo pesaram-se, num erlenmeyer, 50 g de uvas
da cada umas das castas estudadas. Foram cortadas e colocadas num frasco de
congelacio de 50 ml adaptado para a microextragio em fase sélida por espago de
cabeca. Adicionaram-se 15 g de cloreto de sodio (30 %) e 100 ul de solugdo metandlica
de octan-3-ol (padrio interno) a 10 mg. L™,

Andlise dos vinhos e mostos: a 10 ml de vinho ou de mosto previamente
decantado, juntaram-se 3 g de NaCl tendo-se agitado durante 5 minutos, findos os quais

se adicionou 20 pl de solugio metanélica de octan-3-ol (padrio interno) a 10 mg.L™.
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2.6.2.2 Procedimento SPME

Apds a fase de validaglo definida no método anterior, foram utilizadas as
condi¢cdes HS-SPME optimizadas descritas no quadro Il (pag. 107) para os mostos ¢
vinhos. Para as amostras das uvas preparadas como descrito em 2.6.2.1, optou-se por
um tempo de extracgio idéntico ao dos mostos, ou seja 60 minutos, mantendo-se todos
o0s outros pardmetros de validagdo descritos no quadro IL

As condi¢des cromatograficas utilizadas sdo as descritas em 2.6.13 e
sumariadas no quadro 1 (pdg. 95).

A identificacio dos compostos aromaticos da frac¢do livre das uvas, dos mostos
e dos vinhos das diferentes castas em estudo, foi efectuada com recurso ao programa
Saturn versdo 5.2 (Varian), por comparacio dos espectros de massas obtidos com os da
biblioteca NIST 92 instalada no equipamento e com os dos compostos puros quando

disponiveis.

2.6.3 Métodos analiticos para o estudo dos compostos volalels ao
iongo do envelhecimento

A evoluciio dos compostos volateis ao Jongo do envelhecimento foi avaliada
pela utilizagio de duas técnicas de extracgdo — microextragio em fase solida com fibra
de poliacrilato (HS-SPME) e extracgéio liquido-liquido utilizando como solvente
extractor o diclorometano (DCM). A extracgdo por HS-SPME foi efectuada a 36
vinhos: 12 vinhos monovarietais (3 de cada casta) de 2000, 12 vinhos de 1990 (3 de
cada casta) ¢ 8 vinhos de 1976 (2 de cada casta), fornecidos pelo IVM e pela MWC. A
extraccdo com DCM foi efectuada a 86 amostras de vinhos das castas em estudo,
fornecidos pelo IVM (40 amostras) e pela MWC (46 amostras), com idades
compreendidas entre os 8 meses e 0s 25 anos (tabela 2.1).

Este processo permitiu-nos, por um lado, comparar os perfis aromaticos dos
vinhos novos relativamente aos vinhos velhos e, por outro, comparar a eficiéncia das

duas técnicas de extraccio.
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2.8.8.1 Preparacio das amosiras

A 50 ml de vinho juntaram-se 50 |l de uma solucdo hidrodlcodlica (1:1, v/v) de
octan-3-ol a 422 mg.L"' como padrdo interno ¢ 5 g de sulfato de sédie anidro. Extraiu-
se, sucessivamente, com duas aliquotas de Sml de DCM.

Em cada extracgfio a mistura foi agitada durante 5 minutos, com auxilio de um
agitador magnético. A velocidade de rotacio foi de 1250 rpm. Recolheram-se e
misturaram-se as duas fases orginicas. Uma vez desidratado com sulfato de sddio
anidro e concentrado (1:5) sob corrente de azoto, o extracto fol injectado no sistema
cromatografico (2 pl).

As condigdes cromatograficas sdo idénticas as descritas em 2.6.1.3 e sumariadas
no quadro 1.

A identificagdo dos compostos volateis dos vinhos das diferentes castas em
estudo, for efectuada por comparagio dos espectros de massas obtidos com os da
biblioteca NIST 92 instalada no equipamento ¢ com os dos compostos puros quando

disponivets.

27 WETODOS BESTATISTICOS

Todos os métodos estatisticos empregues neste trabalho, como a analise de

varidncia, anédlise de componentes principais e analise discriminante linear, foram

cfectunados com o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versio
para Windows 11.0, 2002.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo proceder-se-a4 a exposi¢do e discussdo dos resultados analiticos
obtidos para cada grupo de compostos quimicos e para cada uma das castas nobres, nas
trés vindimas estudadas.

Inicialmente apresentam-se os resultados da optimizagdo e valida¢do do método
analitico utilizado na extracgdo e quantificagdo da frac¢do livre dos monoterpendis e
norisoprenoides em C|3, a microextraccdo em fase sélida com espago de cabeca HS-
SPME.

Apresentar-se-do os resultados da aplicagdo do método a andlise dos terpendis
livres aos mostos ¢ aos vinhos monovarietais correspondentes, comparando 0s mesmos
nas trés vindimas efectuadas. O mesmo se fara relativamente a outros grupos quimicos.

Os resultados referentes a cvolugdo de compostos volateis ao longo do
envelhecimento serdo apresentados na secgfo 3.8 € 3.9. ‘

Por fim, proceder-se-a a um estudo por andlise multivariavel, com a finalidade
de avaliar a possibilidade de diferenciagdo entre as diferentes castas de vinhos Madeira

estudados.

3.1 OPTIMIZACAO DO METODO DE ANALISE

Estudaram-se as condi¢des Optimas para a microextracgdo em fase solida por
espaco de cabega (HS-SPME) usando solugdes aquosas de monoterpenois ¢
norisoprenoides para referenciar os mostos, solucdes etandlicas a 18 % para referenciar
os vinhos e amostras de mostos ¢ vinhos fortificadas com os compostos em estudo.

Foram optimizados factores com influéncia no processo extractivo como: o fipo

de fibra, a temperatura de extracgdo, o tempo de extracgdo, o tempo ¢ temperatura de
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dessorgdo, a for¢a idnica e o pH. Uma vez fixadas as condi¢des dptimas de analise,
foram avaliados os parimetros de validagdo da metodologia analitica: a precisdo, a
exactiddo, a gama linear ¢ os limites de detecgdo ¢ quantificagdo do método.

Foi usada uma solugdo padrdo obtida por diluigdo de 1:2 da solugdo mae

descrita em 2.5.1.1 (pdg. 92).

3.1.1 Seleccéo do tipo de fibra

Com a finalidade de seleccionarmos a fibra mais adequada aos compostos
estudados, foram avaliadas e comparadas quatro fibras de microextracgdo em fase
sélida, disponiveis comercialmente, diferindo no revestimento da fase adsorvente [/00
um  polidimetilsiloxano ~ (PDMS); 65  um polidimetilsiloxano-divinilbenzeno
(PDMS/DVB); 75 um carboxeno-polidimetilsiloxano (Car/PDMS) e 85 um
poliacrilato (PA-85)]. Os resultados do estudo comparativo das fibras sdo mostrados na

figura 3.1.

= PDMS = PDMS/DVB m Car/PDMS @ PA-85

1,0E+05

8,0E+04

6,0E+04

4,0E+04

Area composto

2,0E+04 -

0,0E+00 , — -
lin ter cit dam ner  neril a-ion  ger  b-ion  nero

Figura 3.1 - Comparagio da eficiéncia de extrac¢do dos monoterpendis e norisoprendides em
solugiio aguosa por HS-SPME usando diferentes fibras. O volume de amostra foi de 2,4 ml com
30 % de NaCl, o tempo de extrac¢do de 60 min. e a temperatura de extracgdo de 40 “C.

Legenda: lin- linalol; ter- o-terpineol; cit- citronelol; dam- B-damascenona; ner- nerol; neril- nerilacetona;

a-ion- o-ionona; ger- geraniol; b-ion- B-ionona; nero- nerolidol.
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Tal como esperado, atendendo a reduzida polaridade das fibras PDMS e

|
|
PDMS/DVB estas revelaram-se pouco eficientes para a maioria dos compostos em
estudo. A Car/PDMS embora se mostre mais eficiente que as anteriores, origina

cromatogramas cujos picos apresentam um tailling muito significativo. Provavelmente
este facto deve-se a dificuldade na dessor¢do dos analitos em estudo.

A fibra mais adequada, e portanto a utilizada nos estudos posteriores da
optimizagdo e validagdo, foi a de poliacrilato, PA-85um, por apresentar boa afinidade
para a maioria dos analitos de interesse.

A excepgido do nerolidol cuja eficiéncia de extracgdo ¢ ligeiramente superior
com a fibra PDMS, todos os outros compostos apresentam maior afinidade para a fibra

de poliacrilato (PA-85um).

3.1.2 Efeito da temperatura de extracgao

Para determinar a temperatura Optima de extracg¢do, foram estudadas trés

temperaturas: 28, 40 e 60 °C (figura 3.2). ‘
|
|
\
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Figura 3.2 - Efeito da temperatura na eficiéncia da extrac¢do dos monoterpendis e

norisoprendides em solugdo aquosa por HS-SPME com fibra de poliacrilato (PA-85um). O

tempo de extracgdo foi de 60 min. (Ac/Api — darea do composto/drea do padrio interno).
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Verificou-se um aumento das dreas dos picos com o aumento d temperatura,
Apesar de a 60 °C as dreas serem ligeiramente superiores as obtidas com a temperatura
de 40 °C, a diferenca ndo ¢é significativa pelo que se optou pela temperatura de 40 °C
para os estudos a efectuar. Previne-se deste modo a eventual degradagdo dos analitos,

nomeadamente os mais termolabeis.
3.1.3 Efeito do tempo de extracgdo

Estudaram-se os perfis dos tempos de extracgdo entre os 5 ¢ os 60 minutos para
a solucdo aquosa (figura 3.3 - A), e entre 0s 5 ¢ os 240 minutos para a solucdo etandlica
a 18 % (figura 3.3 — B). A figura 3.3 ilustra os perfis da cinética de extracgio para os

compostos estudados.

]
12 B
"
=
£ 9
[*) L
= .
put -]
A = ) 0 e -
= e
g - ®
g 3 o g x X
: . i gy & ] by
(1} g K W w* -
¢ 50 100 150 20K 250
Tempo (min.)
u lin & ler e il —X—ner o dam
X gion o neril - ger € b-ion © Ao
16
A "
]
— 12
= ~ LK
=
3] ]
2 . o a]
g " o
= -5
3
] . a - - -8
;4_ A ] Y I e T ;'
) e S : .3
E é ~ - ; & A
§ o : .
0 10 20 30 40 30 60
Tempo (min.)
|- lin C A ter * il X ner 7 dam
o nerl X adon - per ced o l-fon A - nero

Figura 3.3 - Perfis da cindtica de absor¢iio para os compostos estudados por HS-SPME
utilizando wma fibra de PA-85um, A — solucio aguosa, B — solucio etandlica « 18 Y. A

temperatura de absorgio fol de 40 “C. (Ac/Api — drea do composto/irea do padrdo interna).
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Além de outros factores, o tempo necessario para atingir o equilibrio depende da
polaridade e da massa molecular relativa do analito. Para os compostos menos polares
o equilibrio de extracgdo ¢ atingido rapidamente, enquanto que para os de maior
polaridade a absor¢do € mais lenta. Verificou-se também que a cinética de extracgdo é
relativamente rapida nos primeiros 30 minutos tornando-se mais lenta a partir deste
instante. A extrac¢do € considerada completa, quando se atinge o equilibrio entre o
analito e a fibra. O tempo de equilibrio depende, essencialmente, do tipo de analito, da
matriz, do modo de amostragem e da fibra.

Com base nas curvas dos perfis da cinética de extracgdo mostradas na figura
3.3, escolheu-se um tempo de extraccdo de 60 minutos para os mostos e de 120
minutos para os vinhos, dado fornecerem uma extrac¢iio considerada adequada e
permitirem que o processo de extracgdo (HS-SPME) se efectue no mesmo tempo que o
requerido para andlise por GC-MS (120 minutos). Este ¢ inferior ao utilizado por
Garcia et al., (1998a), cujo tempo de amostragem usado foi de 180 minutos mas a uma

temperatura de 25 °C.

3.1.4 Temperatura e tempo de dessorgéo

A temperatura de dessorcdo devera ser suficientemente elevada para libertar a
totalidade dos compostos absorvidos. Para a fibra de PA-85um utilizou-se uma
temperatura de 260 °C. De modo a determinarmos o tempo de dessor¢do, os compostos
em estudo foram dessorvidos a 260 °C durante 1, 3 e 6 minutos. Tendo sido detectados
analitos apds a segunda dessor¢dio, concluiu-se que seria desgjavel um tempo de
extrac¢do superior para permitir uma melhor sensibilidade na andlise, tendo-se optado

por 6 minutos.

3.1.5 Efeito da forga iénica

A aplicabilidade da HS-SPME depende da transferéncia do analito da fase
aquosa para a fase gasosa. Para compostos como os alcoois, aldeidos, cetonas ¢

monoterpendis, altamente soluveis em dgua, a transferéncia de massa da amostra para o
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espago de cabega podera ser a etapa determinante do processo. A adi¢do de sal pode
baixar significativamente a solubilidade dos compostos em solugdo aquosa, resultando
um aumento da concentra¢do dos compostos em estudo no espago de cabega (Pozo-
Bayon ef al., 2001; Yang e Pepard, 1994; Arthur ef al., 1992).

Para averiguar o efeito da forga ionica, foram analisadas solugdes padrdo dos
compostos estudados com diferentes teores de cloreto de sédio (NaCl) 0, 10 e 20 %
(m/v) (solugdes ndo saturadas), 30 e 40 % (m/v) (solugdes saturadas). A figura 3.4,

mostra o efeito da adi¢io NaCl na eficiéncia de extracg¢do dos monoterpendis por HS-
SPME. '

= 0% NaCl 10% NaCl 20% NaCl m 30% NaCl & 40% NaCl

Area relativa (Ac/Api)

lin ter cit dam ner neril  a-ion ger b-ion  nero

Figura 3.4 - Efeito da for¢a idnica na eficiéncia de extracgdo dos compostos estudados por HS-
SPME, usando uma fibra de PA-85um, numa solug¢do etandlica a 18 %. O tempo de extracgdo

foi de 120 minutos a temperatura de 40 °C. (Ac/Api — drea do composto/irea do padrio interno).

Relativamente a solugdo aquosa verificou-se, para a maioria dos compostos, um
aumento significativo na eficiéncia da extracgdo dos 0 aos 30 % de NaCl, diminuindo
dos 30 aos 40 % para todos os compostos estudados. Para a solugdo etandlica a 18 %, a
percentagem de extrac¢do do linalol, do o-terpineol, da B-damascenona e do nerolidol,
aumenta significativamente quando se passa dos 0 aos 10 % de NaCl. O nerolidol € o

composto cuja eficiéncia de extrac¢@o ¢ maior para um teor de NaCl de 10 %, enquanto
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que o o-terpineol, citronelol, nerol e geraniol sdo mais eficientemente extraidos com
um teor de NaCl de 30 %.

Perante este comportamento irregular, optou-se por uma solugdo de
compromisso que corresponde a adi¢do de NaCl a 30 % quer para a anélise dos mostos

quer para a analise dos vinhos.

3.1.6 Efeito do pH

Para avaliarmos o efeito do pH preparou-se uma solugdo de monoterpendis e
norisoprenodides em solugdo etanélica a 18 %, com valores de pH de 1,2; 2,7; 3,9 ¢ 5,9.

A figura 3.5 mostra os resultados obtidos.

Area relativa (Ac/Api)

lin ter cit dam ner neril  a-ion ger b-ion  nero

SR

Figura 3.5 - Efeito do pH na eficiéncia de extrac¢io dos monoterpendis e norisoprendides em
solugao etandlica a 18 % por HS-SPME, usando uma fibra de PA-85um. O tempo de extrac¢do

Joide 120 min. e a temperatura de 40 °C. (Ac/Api — drea do composto/irea do padrio interno).

Como podemos verificar para a maioria dos compostos ndo existem diferengas

significativas para os diferentes valores de pH estudados.
Para o linalol, B-damascenona e B-ionona, o valor de pH mais apropriado é 3,9.

No entanto, mesmo para estes valores de pH os resultados néo sdo significativamente
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diferentes, pelo que optamos por realizar todos os ensaios ao valor de pH encontrado

nos mostos e vinhos, ou seja 3,0-3,5.

3.1.7 Efeito do teor de etanol

E reconhecido o efeito do etanol como co-solvente neste tipo de extracgdo
(Pozo-Bayén et al., 2001; Bras et al., 2000; Urruty e Montury, 1996). Tendo em conta
a necessidade de dosear amostras com diferentes teores alcodlicos, mostos e vinhos a
18%, estudou-se o efeito deste parametro.

Efectuaram-se extrac¢des, em triplicado, dos monoterpendis e norisoprendides
em solugdo alcodlica a 0, 5, 12 e 18 % (v/v), numa gama de concentragdes
normalmente encontradas nos vinhos, de acordo com o procedimento descrito (2.6.1.1,

pag. 93). Na figura 3.6, representam-se os resultados obtidos.

B 5% | 2% & 18%

Area relativa (A¢/Api)

lin ter cit dam ner neril a-ion ger b-ion

Figura 3.6

Efeito da concentragio de etanol na eficiéncia de extrac¢do dos compostos
estudados por HS-SPME, usando uma fibra de PA-85um. O tempo de extracgdo foi de 120 min.

e a temperatura de absorgio de 40 °C. (Ac/Api — drea do composto/drea do padrio interno).

Verificou-se que o equilibrio é dependente da natureza do analito e da

concentra¢io do etanol. E notdria uma diminui¢@o na eficiéncia da extrac¢do com o
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aumento do teor de etanol para os compostos estudados, com particular relevancia para
a o-ionona, a [3-ionona, o ¢-terpineol e o geraniol.

Para o linalol, a eficiéncia da extracg@o ¢ pouco influenciada pela concentragdo
de etanol presente.

Na quantificagdo para ter em conta este efeito, usaram-se curvas de calibragdo
corrigidas em solugdo aquosa e etandlica a 18 % para os mostos e vinhos,

respectivamente.

3.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A metodologia desenvolvida aplica-se a analise de monoterpendis e
norisoprendides em uvas, mostos ¢ vinhos. Considerando os resultados obtidos para a
optimizagdo da HS-SPME, adoptdmos as condigdes analiticas descritas no quadro II,
quer na validagdo do método analitico quer na aplicagdo do método as uvas, aos mostos

i e aos vinhos estudados.

i O tempo de analise utilizado (60 minutos para as uvas e mostos, € 120 minutos
para os vinhos) apesar de extenso, parece-nos o mais adequado se considerarmos os
resultados obtidos, permitindo adequar o tempo de amostragem da HS-SPME ao tempo
necessario a analise cromatografica. Garcia ef al., (1998) usaram um tempo de

amostragem de 180 minutos para determinar compostos volateis em vinhos.

Quadro Il — Condi¢oes utilizadas na microextracgio em fase sélida com espago de cabe¢a (HS-

SPME) dos compostos aromdticos da fracgdo livre das uvas, mostos e vinhos Madeira.

Parametros HS-SPME

tipo de fibra poliacrilato (PA-85 um)
volume de amostra 2,4 ml
temperatura de extraccdo 40 °C

tempo de absorgdo 60 min. (solugdo aquosa);

120 min. (solugéo etandlica)

teor de NaCl 30%

pH 3,0-3,5 B
temperatura de dessor¢do 260 °C

tempo de dessorgdo 6 min.
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O tempo de analise, relativamente longo, necessario para cada amostra, ¢ um
compromisso entre a necessidade de uma separagdo cromatografica que permita a
melhor quantificagao de todos os compostos ¢ a necessidade de um método analitico

suficientemente rapido, que permita a analise de um grande nimero de amostras.

3.2.1 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do calculo da precisdo intermédia
(tabela 3.1) - mesmo método e operador, mesmo equipamento em 3 dias diferentes -
para uma solugdo aquosa e hidroalcoolica dos compostos analisados.

Os resultados, expressos como desvio padrdo relativo, RSD, obtido para seis
medidas independentes da mesma solu¢do padrdao de monoterpendis, variaram entre um
maximo de 14,4 % para o nerolidol e um minimo de 2,5 % para o citronelol.

Para a solugdo alcodlica, os valores obtidos para a precisdo intermédia foram
similares, variando entre 14,2 % para o nerolidol e 4,8 % para o citronelol. A precisdo
média obtida foi de 8,1 % para a solugdo aquosa e 8,8 % para a solug@o hidroalcodlica
al8 %.

Tabela 3.1 Pardmetros de valida¢io da metodologia analitica para a extracgio dos analitos
estudados em solugio aquosa (sol. aq.) e em solugdo etanolica a 18 % (wv) (EtOH 18 %) por
HS-SPME (fibra PA-85um, 2,4 ml de amostra; t,,=60 ¢ 120 min. para a solugio aquosa e

etandlica, respectivamente; T, =40 °C; tyssorcao =6 Min.; Typsoreao=260 "C).

Comi i Gama (k‘-] r Limite de detecciio (pg.L™") IP* (RSD %)
Cone.(ug.L7) | sol.aq | EtOH 18% sol. aq l EtOH 18% sol. aq EtOH 18%
linalol 46,63 2,2-068,7 0,9996 0,9742 2,0 3,0 Sl 5,6
o-terpineol 6129  0,6-180 009829 0,9966 2,5 29 7.2 6,5
citronelol 69,66 02-92 0,9959 0,9899 0,3 1,6 2.5 4.8
B-damascenona 7260  04-105 09829 0,9971 0.8 0.4 8,5 12,1
nerol 72,05 0,4—-149 0,9908 0,9986 133 1,5 9,2 13,7
nerilacetona 74,93 0,8-20,8 0,9938 0,9902 0,4 2,6 9,6 5,9
citonona 7566 07-122 09993 0,9930 0.4 2,0 1.8 5,6
geraniol 77,98 0,4 -7,0 0,9976 0,9943 1,4 1,5 11,7 6,3
B-ionona 8432  09-152 09962 0,9973 1,3 % 8,5 14,1
nerolidol 92,15 04-10,5 0,9770 0,9887 1,4 1,5 14,4 14,2

“IP — Precisdo intermédia (n=6)
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A repetibilidade - mesmo método e operador, mesmo equipamento, no mesmo
dia - calculada para trés extracgoes réplicas de um mesmo mosto, foi em média, 4,8 %,
com um maximo de 9,5 % para o geraniol e um minimo de 0,4 % para a nerilacetona.
Para o vinho a repetibilidade foi em média de 8,3 %, com um maximo de 22,2 % para o

citronelol e um minimo de 1,9 % para o nerolidol.

3.2.2 Exactidao

A exactiddo do método foi avaliada através do calculo da percentagem de
recuperagdo, obtida por adigdo de uma determinada quantidade dos compostos
estudados a uma amostra de mosto Verdelho e do vinho correspondente.

Os resultados obtidos pelo método da adi¢do de padrdo encontram-se

L sumariados na tabela 3.2.

Tabela 3.2 Comparagio entre as percentagens de recuperagdo em mostos e vinhos fortificados
com uma solugio padrio dos compostos estudados, obtidas com as condi¢ées dos quadros I e 11
(fibra PA-85, 2,4 ml de amostra, t,,=60 ¢ 120 min. para mostos e vinhos, respectivamente;
7:’.\‘{. =40 "Co' tdy\‘\'m'('ﬁn=6 Ly i”-; Tr.'e.\:nnr:;ﬁn=2 60 ”C)'

mosto (n=6) vinho ¢ =¢)
Composto adicionado (ug. L") Yarecuperagio+CV(%) | adicionado (ug.L'") % recuperagdo+CV(%)
: linalol 8,6 86,4 £ 4,0 34,4 99,8+14,5
| o-terpineol 2,3 43,2454 9,0 90,8+7,7
citronelol 1,2 105,5+4,1 4,6 102,5422,2
B-damascenona 1,9 71,942,0 7.5 49,643,1
nerol 1,9 117,9£2,9 7,0 124,4+4,7
nerilacetona 3,5 76,6+1,9 6,9 89,945, 1
o-ionona 1,6 106,7+3.4 6,2 115,946,5
geraniol 1,9 98,5+8,7 3,5 81,4+2,6
B-ionona 3,8 11,1+4,6 7,6 74,7+4,6
nerolidol 1,8 103,5+0,2 3.3 31,5+1,9

A percentagem de recuperagdo média foi de 83,24+30,3 % para os mostos e de

71,3£29,7 % para os vinhos. Estas percentagens de recuperagdo obtidas para as 6
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determinagdes independentes, podem considerar-se adequadas para um método
analitico de rotina, com excep¢do da B-damascenona e nerolidol que apresentam

percentagens de recuperagao inferiores a 50 %.

3.2.3 Linearidade e limites de detecgao

A linearidade do método foi avaliada através da construgdo de curvas de ;

calibragdio a cinco niveis, cobrindo a gama de concentragdes dos compostos usualmente

encontradas neste tipo de amostras.
A figura 3.7, mostra as curvas de calibra¢do obtidas para alguns dos compostos

estudados.
asol.aq. © EtOH 18 % asol.aq. © EtOH 18 %
12 4
r=09914 r=0,9989
. 9 31 Ta
o
< A =
]
< 8 % 2
A < 3
3 : o 14 r=0.9943
- o ° r=0,9966 i 0
g T — T ) 0 a8 o ° ]
0 <) 10 15 20 25 30 0 3 6 9 P
a-terpineol (cone. pg/L) geraniol (conc. pg/L.)
4 sol. aq. © EtOH 18 % asol. aq. © EtOH 18 %
30 20
25 | F=0008] o r=09978
=20 2
'% a § 4
S5 5 10
< <
10 4 A 5 ] 4 o
r=0,9973 °
54 A o a r=0,9985
o e o [+
0 4o o . S ; 0 248 T
0 5 20 25 0 5 10 15 20 25

10 15
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Figura 3.7 — Curvas de calibragio resultantes da extrac¢do por HS-SPME de alguns dos
compostos estudados em solugio aquosa (sol. aq.) e em solugio etandlica a 18 % (EtOH 18 %)

(Ac/Api — drea do composto/drea do padrdo interno).

Para a maioria dos compostos estudados, as curvas de calibragdo obtidas

mostram que existe uma boa linearidade na gama de concentragdes estudada, com
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valores do coeficiente de correlagdo entre 0,9770 e 0,9996 para a solugdo aquosa e
entre 0,9855 ¢ 0,9986 para a solugdo etandlica a 18 % (tabela 3.1).

Os limites de detecgdo (LOD) constantes na tabela 3.1, foram determinados
considerando a defini¢do usual: a concentra¢do que origina, para cada composto, um
sinal igual a trés vezes o desvio padrdo do branco, ou seja, 3%s,/b, em que s,

corresponde ao desvio padrdo do branco e b ao declive da recta de regressao.

i Em termos de linearidade, os coeficientes de correlagdo obtidos para a solugdo
aquosa e para a solugdo etanolica a 18 % sdo similares, verificando-se no entanto, que o

declive ¢ bastante superior para a solugdo aquosa.

3.2.4 Quantificacdo dos monoterpendis e norisoprendides nos
mostos e nos vinhos monovarietais

A quantificagdo dos monoterpendis e norisoprenoides (terpenois) nos mostos e

nos vinhos monoverietais correspondentes por HS-SPME, foi uma das fases
determinantes da realizagio deste trabalho, porque como compostos varietais que sdo,
poderdo servir da base para a diferenciagao pretendida.

A quantificagdo foi feita recorrendo a construgdo de curvas de calibragdo a

cinco niveis, com os padrdes extraidos utilizando as mesmas condigdes analiticas que
as amostras.
‘ A metodologia desenvolvida que permite, para além dos monoterpenois a
analise de um grande numero de compostos de diferentes familias quimicas, tem uma
duragio de 60 minutos no caso dos mostos e 120 minutos para os vinhos, para a
extracgdo por HS-SPME. A resposta da espectrometria de massa foi linear para os
monoterpendis na gama de concentragdes estudadas (tabela 3.1).

Na figura 3.8, apresentam-se os cromatogramas de ides seleccionados (SIM,
m/z=93+121+136) dos terpendis, obtidos com as condigdes experimentais dos quadros
I e II, de uma amostra de mosto Verdelho (A) e do vinho monovarietal correspondente

(B), referentes a vindima de 2000.
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Figura 3.8 - Extractos de cromatogramas SIM (ides de m/z=93+121+136) de uma amostra de
mosto Verdelho —=A, e do vinho monovarietal correspondente =B, da vindima de 2000, obtido de
acordo com as condicdes dos quadros I ¢ 11; (RI: indice de retengdo).

Legenda: - Des 1; 2- trans-éxido de linalol; 3- cis-oxido de linalol: 4- (E E)-farnesal; 5- linalol; 6- terpine-
4-ol; 7- a-terpineol; 8- neral: 9- citronelol; 10- nerol; 11- B-damascenona; 12- geraniol; 13- B-ionona; 14-

Jarnesol; 15- vitispirano I; 16- vitispirano 1.

No geral, o método mostrou-se fiavel e com bons parametros de validagdo para
os objectivos pretendidos. Ha no entanto alguns aspectos menos positivos associados a
esta metodologia.

Um deles prende-se com o facto da microextraccdo em fase sélida ser um
processo competitivo. Como tal, mesmo mantendo as condi¢des experimentais o mais
constantes possivel, alguns compostos serao favorecidos relativamente a outros. Outro
factor a considerar ¢ a grande diversidade de concentragdes existentes em amostras tdo

complexas como os mostos e, particularmente, como os vinhos.
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Outro inconveniente ¢ a grande duragdo da microextrac¢do e da andlise
cromatografica o que dificulta a analise de um grande nimero de amostras, tornando-a
numa tarefa relativamente morosa.

3.2.4.1 Teores de monoterpendis e norisoprendides nos mostos

Os compostos terpénicos e norisoprendides em C;; assumem um papel

preponderante na caracterizagdo aromatica de um vinho. Se por um lado sdo de origem
varietal conferindo-lhe uma certa tipicidade, por outro sdo responsaveis pelos odores
agraddveis e qualitativos justificando serem considerados como as principais

substancias do aroma.

monoterpendis e norisoprendides nas 36 amostras de mostos das castas Boal (MB),
Malvazia (MM), Sercial (MS) e Verdelho (MV), das vindimas de 1998, 1999 e 2000,

Os valores médios obtidos (tabela 3.3) na determinagdo dos teores de
1
estdo registados na tabela 3.3. |

|

i ~ r - * re . e ol ‘
Tabela 3.3 Concentrag¢oes médias (Lg/L) dos monoterpendis e dos norisoprendides em C;; nos ‘

mostos das diferentes castas, para as trés vindimas efectuadas.

Compottas MB MM MS MY
1998 1999 2000 ] 1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000
monoterpenois
(£, E)-farnesal nd nd nd 6.0 8.3 108 | 9.0 8,1 74 241 358 268
linalol 2,7 3,8 4,2 43,1 545 343 | 102 108 8,1 20,7 18,0 238
terpine-4-ol 5.2 4,9 58 1.8 1.4 1,6 7.3 7.8 7,4 5.2 5,5 53
o-terpineol 3.8 3,9 4,9 27,3 244 19,6 13,3 13,0 13,4 7.3 8,4 7,5
neral nd nd nd 9,5 9,5 8,3 nd  nd nd nd nd nd
citronelol 03 0,4 0,5 0,2 0,3 0,2 0,7 0.8 0,8 0.2 0,3 0,5
nerol 3.7 2,9 34 0,0 1,9 2,6 1,0 0,9 1,3 3.5 40 38
geraniol 1,9 1,8 3,0 3,9 3,7 47 5.2 56 6.4 iy L9 27
farnesol 520 499 53,1 | 373 361 374 | 182 212 210 | 152 156 162

norisoprendides

B-damascenona 2;1 1,4 235 9,0 7,7 9,2 5,6 5.5 51 2.2 2,8 1,7
B-ionona 3,5 3.8 3,7 1,9 2,5 21 8,1 8,3 8,3 4,3 4,8 4,7

*
n=3; nd: ndo detectado nas condigdes experimentais utilizadas.
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Alguns dos compostos da tabela 3.3 ((E,E)-farnesal, terpine-4-ol, neral e
farnesol), por ndo dispormos dos padrdes, ndo foram incluidos previamente na
validagio, mas foram identificados por recurso ao espectro de massa e quantificados
assumindo uma resposta equivalente aos terpendis mais similares. Assim, o (E,E)-
farnesal e o farnesol foram quantificados assumindo o coeficiente de resposta do
nerolidol, o terpine-4-ol o do a-terpineol e o neral o do nerol.

No que se refere aos valores absolutos das concentragdes encontradas, estes
encontram-se dentro dos teores apresentados na tabela 1.1 (pag. 24) e reportados por
outros autores.

A obtencio destes dados permitiu-nos, por um lado, caracterizar os teores destes
compostos nos mostos das diferentes castas, e por outro averiguar a existéncia ou néo,
de diferengas estatisticamente significativas nos teores de monoterpenois ¢
norisoprendides, entre as diferentes castas ¢ entre 0s diferentes anos de vindima.

O neral apenas foi detectado nos mostos da casta Malvazia. Nos mostos das
castas Boal, Sercial ¢ Verdelho, a B-ionona existe em concentragoes superiores a [
damascenona contrariamente ao verificado para os mostos da casta Malvazia. O (-)-
limoneno presente em percentagens apreciaveis nas uvas das diferentes castas (tabela 1.
do Anexo A —tabela 1. AA; pdg.272), foi detectado nos mostos apenas em quantidades
vestigiais (tabela 2. do Anexo A). O éxido de rosa ¢ 0 neral apenas foram identificados
nos mostos da casta Malvazia. Os 6xidos furdnicos de linalol, cis- e trans-, estdo
presentes apenas nos mostos das castas Malvazia Verdelho (tabela 2. AA; pdg.275).

Os mostos da casta Malvazia sio os que apresentam, em média, os teores mais
elevados em monoterpendis (129,6+10,2 ug.L™"), contrariamente aos mostos da casta
Sercial cujos teores ndo ultrapassam os 66,2+1,7 ug.L" (tabela 3.3). Os mostos das
castas Boal e Verdelho apresentam teores médios de 70,6%3,7 ug.L"' e 84,9£5,5 ng L,
respectivamente. Verificou-se assim, que os teores médios de monoterpenois dos
mostos da casta Malvazia, sio significativamente mais elevados que o0s determinados
para os mostos das outras castas, considerando os trés anos em estudo, 1998, 1999 ¢
2000 (figura 3.9).

Relativamente aos norisoprendides, os mostos das castas Sercial e Malvazia sdo
o0s mais ricos neste tipo de compostos, com um teor meédio, considerando as trés

vindimas efectuadas, de 13,6%0,2 },Lg.L'l e 10,8%0,6 ug.L'l, respectivamente. Nos
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mostos das castas Boal e Verdelho o teor médio em norisoprendides determinado foi de
5,740,5 ug.L" e de 6,8+0,6 png.L" (figura 3.10).

Na figura 3.9 mostra-se o teor global, para as trés vindimas, em monoterpendis
e norisoprenodides nos mostos das diferentes castas estudadas. Como se pode verificar,
o teor em monoterpendis (Terp) nos mostos da casta Malvazia ¢ significativamente

diferente (p<0,05) do determinado para os mostos das castas Boal, Sercial e Verdelho.

m Terp m Nor. CI13

120

40

Concentragéo (zxg/L)
S

Figura 3.9 — Teores totais dos monoterpenois (Terp) e norisoprenoides (Nor. C13) determinados
g I /4 /

para os mostos das diferentes castas estudadas (MB — Mosto Boal; MM — Mosto Malvazia; MS —
Mosto Sercial; MV — Mosto Verdelho).

Os teores médios (médiatdesvio padrdo) dos monoterpendis e norisoprenodides
em C,; individuais, nos mostos das diferentes castas estudadas, referentes as vindimas
de 1998, 1999 e 2000, estdo representadas na figura 3.10.
Os monoterpendis maioritarios encontrados nos mostos das diferentes castas
i sdo, genericamente, o linalol, o c-terpineol e o farnesol, contrariamente ao citronelol
| que € minoritario em todos os mostos das castas estudadas (figura 3.10).

Verificou-se que nos mostos da casta Malvazia, o linalol (44,0£9,2 ug.L™"), o

farnesol (36,9+3,2 pg.L™") e o o-terpineol (23,8+3,5 pg.L™") sdo os monoterpendis
predominantes, contribuindo com 79,3 % para a totalidade da frac¢do livre do aroma
varietal dos mostos desta casta. No que se refere aos mostos da casta Verdelho, o
linalol (20,8429 ug.L") e o farnesol (15,843,7 pg.L') sdo os monoterpendis

maioritarios, perfazendo 57,9 % do total da frac¢do livre varietal.
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Figura 3.10 — Teores médios (n=36) dos monoterpendis e norisoprendides individuais
determinados para os mostos das diferentes castas, relativos as vindimas de 1998, 1 999 e 2000
(MB — Mosto Boal; MM — Mosto Malvazia; MS — Mosto Sercial; MV — Mosto Verdelho).

Legenda: 4-terp— terpine-4-ol: neral- neral; far- farnesol.

Nos mostos da casta Boal o teor de farnesol (51,644,5 pgL™) ¢
substancialmente superior ao determinado para os mostos das outras castas,
representando 69,2 % do total da fracgdo livre do aroma varietal. Para os mostos da
casta Sercial, o farnesol (20,1£1,7 pg.L™"), o o-terpineol (13,3+0,2 pg.L™") ¢ o linalol
(9,7t1,4 p.g.L'l), s30 0s monoterpendis mais abundantes contribuindo, com 60,0 % para
a totalidade da frac¢do livre varietal dos mostos desta casta.

Os mostos da casta Malvazia sdo os mais ricos em [-damascenona (8,6+0,8 t
ug.L") contrariamente aos mostos das castas Boal (1,910,7 ug.L") e Verdelho (2,40,5
ug.L). Os mostos da casta Sercial apresentam concentragoes médias de f-
damascenona de 5,140,6 pg.L'. A B-ionona é mais abundante nos mostos da casta
Sercial (8,240,9 pg.L"), e apresenta os teores mais baixos nos mostos da casta
Malvazia (2,240,3 ug.L™"). Nos mostos das castas Boal, Sercial ¢ Verdelho, os teores da
B-ionona sio superiores ao da B-damascenona inversamente ao verificado nos mostos
da casta Malvazia, para os quais foram determinados teores de f-damascenona (8,610,8

ug.L™") superiores aos da B-ionona (2,2£0,3 ng.L™).
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Com limiares de percepgdo olfactivo extremamente baixos (45 ng.L”' para a f-
damascenona e¢ 5 ug.L”' para a B-ionona), estes compostos contribuem, muito
provavelmente, para a definigdo aromatica a “flores” e a “frutos tropicais”, dos mostos
das diferentes castas.

Relativamente a influéncia do ano de colheita, a aplicagdo da Anova revela que
ndo existem, na generalidade, diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
os teores de monoterpendis e norisoprendides encontrados nos mostos das diferentes
castas para as trés vindimas estudadas. Este facto pode ser visualizado nas figuras 3.11
g5l2

A influéncia do ano de vindima nos teores dos monoterpendis e norisoprendides

em C;3 para os mostos Malvazia (MM), esté representada na figura 3.11. Os mostos das

outras castas estudadas apresentam um perfil similar.

EMM 1998 ®EMM 1999 m MM 2000

Concentragdo (ug/L)

lin ter cit dam ner ger 4-terp  neral  b-ion far

Figura 3.11 — Influéncia do ano de vindima nos teores dos monoterpendis e norisoprendides

para os mostos da casta Malvazia.

Na figura 3.12 esta representado o conteido global dos terpendis
(monoterpenois e norisoprendides em C,3) livres dos mostos das diferentes castas para
os trés anos de vindima estudados.

Como se pode verificar, para cada uma das castas estudadas, o teor total de

terpendis livres permanece praticamente constante nos trés anos estudados 1998, 1999,

117

e




Capitulo 3

2000, como acontece com a maioria dos monoterpenois ¢ norisoprendides individuais
(tabela 3.4).
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Figura 3.12 — Total de terpendis livres, por ano de vindima, nos mostos das castas estudadas (MB

— Mosto Boal: MM — Mosto Malvazia; MS — Mosto Sercial; MV — Mosto Verdelho).

3.2.4.2 Teores de monoterpendis e norisoprendides nos vinhos
monovarietais

O nerolidol néo foi detectado nos vinhos Malvazia e Verdelho, no entanto esta
presente nos vinhos das castas Boal e Sercial, embora em concentragoes muito baixas,
2,9+0,5 pg.L™' nos primeiros e 1,740,4 ng.L™" nos segundos.

Os valores médios obtidos na determinagdo dos teores de monoterpenois e
norisoprendides em C; nas 36 amostras de vinhos monovarietais das castas Boal (VB),
Malvazia (VM), Sercial (VS) e Verdelho (VV), das vindimas de 1998, 1999 e 2000,
estdo registados na tabela 3.4.

Em termos médios, os compostos de origem varietal mais representativos dos
vinhos das quatro castas sdo o linalol, o d-terpineol e a B-damascenona (tabela 3.4).

Os vinhos da casta Malvazia sio os que apresentam teores mais elevados em
alcoois terpénicos (37,9423 ug.L™"). O a-terpineol (13,3%£1,1 ug.L™), o linalol (8,8+1,0
ug.L™") e o citronelol (8,3£0,9 ng.L"), sio os mais abundantes, contribuindo para os

vinhos desta casta com 88,8 % para o total do fracgdo livre varietal.
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Para os vinhos da casta Boal o teor médio em monoterpenéis determinado foi de
33,943,5 ug.L”, com o citronelol (12,1£2,3 pg.L™") e o linalol (9,3+1,1 ug.L"), a
apresentarem os teores meédios mais elevados. Representam 45,8 % do total da fracgio

livre varietal dos vinhos desta casta.

5 ao p gy 2, rs F ,e A
Pabela 3.4 Concentra¢oes médias (ug.L”") dos monoterpendéis e dos norisoprendides nos vinhos

das diferentes castas , para as trés vindimas efectuadas.

VB VM VS Vv

Compostos
1998 1999 2000 ’ 1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000

Monoterpendis

pram-ovdodelimalol | 95 02 02 | 15 17 13 | nd  nd nd | 02 02 02
cis-Oxido de linalol nd nd nd 0,7 0,5 0,6 nd nd 00 0,3 03 03
_linalel 9,9 94 87 | 87 9,8 80 | 146 13,5 132 5,5 59 54
o-terpineol 2,9 3,0 3,6 14,1 13,4 12,5 4,7 5.4 4,0 8,7 8,7 8,7
citronelol 14,5 9,6 12,1 9,2 8,0 7.9 3,9 3,3 ) 0,9 1,0 09
geraniol | 24 2.3 24 | 45 37 40 | 63 56 58 1,0 1,1 1,0
nerolidol 3.2 25 26 nd nd nd 1,4 2.2 1,5 nd nd nd
farnesol 4,6 3,8 3.5 1,4 1,5 132 0,3 0,2 4E7) 6,9 73 5,8

norisoprendides

vitispirano | 2,5 2.8 2,8 0,7 0,8 0,8 08 1,2 0,8 0,7 0,8 0,7
vitispirano I1 1,8 2.3 2,1 0,4 0,4 0,4 0,5 0,7 0,5 nd nd nd
TDN 1,0 1.2 155 0,2 0,3 0,2 0,4 0,4 0,3 0,7 0,7 0,6
-damascenona 6,2 6,8 7 12,8 12,3 2.7 5.8 43 5.4 6,4 6,5 6,5

* n=3; nd: ndo detectado nas condigdes experimentais utilizadas.

Nos vinhos da casta Sercial o teor médio, em monoterpendis foi de 29,6+1,9
ug.L™'. O linalol (13,8+1,1 ug.L") e o geraniol (5,940,2 ug.L™"), sdo os compostos
varietais mais representativos, perfazendo 53,7 % do total da fracgdo livre terpénica.

Relativamente aos vinhos da casta Verdelho, o o-terpineol (8,7£0,9 pg.L™") ¢ o
farnesol (6,6+0,8 pg.L™") sdo os compostos de origem varietal mais abundantes.
Representam 49,0 % da totalidade da fracgdo livre varietal. Das quatro castas em
estudo, os vinhos desta casta sdo os que apresentam os teores médios mais baixos em
compostos monoterpénicos (23,4+1,1 ug.L™.

Na figura 3.13 estd representado o contetido global dos compostos varietais
(4lcoois monoterpénicos e norisoprenodides) dos vinhos das diferentes castas estudadas.

Como se pode verificar o teor total de monoterpendis e norisoprendides livres nos
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vinhos das castas Boal ¢ Malvazia ¢ superior ao determinado para os vinhos das castix

Sercial e Verdelho.

@ Terp ®Nor.CI3

Concentragio (ug/l)

VB VM VS 'A%

Figura 3.13 — Teor total de monoterpendis(Terp) e norvisoprendides (Nor. C13) nos vinhos das
diferentes castas estudadas (VB — Vinho Boal; VM — Vinho Malvazia; VS - Vinho Sercial; VIV — Vinho

Verdelho).

Os norisoprendides em C;3 constituem uma frac¢do infima, apenas 0,25 +0,04
%, do total da frac¢do volatil livre nos vinhos das castas estudadas. No entanto, devido
aos baixos limiares de percep¢do olfactiva que lhes sdo atribuidos, podem contribuir
para o aroma dos vinhos, mesmo encontrando-se em concentragdes extremamente
baixas.

Dos quatro norisoprendides em C,; quantificados, os resultados obtidos indicam
que em qualquer dos vinhos das castas estudadas a 3-damascenona ¢ o norisoprendide
mais abundante na frac¢do livre. Os vinhos da casta Malvazia (12,640,7 ug.L™") sio os
mais ricos neste composto, contrariamente aos vinhos das castas Boal, Sercial e
Verdelho que apresentam teores médios muito inferiores aos determinados para os
vinhos da casta Malvazia, mas muito similares entre si, 6,710,7 ug.L", 5.240.5 p,Lg.L'l e
6,5+0,5 ug.L, respectivamente. Com limiares de percepgdo olfactivo extremamente
baixos, 45 ng.L”!, segundo Ribéreau-Gayon et al., (2000), a B-damascenona contribui,
muito provavelmente, para a definigdo aromatica a “flores” e a “frutos tropicais”, dos

vinhos Madeira das diferentes castas.
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Na figura 3.14 estdo representados as concentragdes médias (médiatdesvio

padrao) dos monoterpenois e norisoprendides em C3, nos vinhos das castas estudadas
referentes as vindimas de 1998, 1999 ¢ 2000.

Concentracio (ug/l)

ol . B P AN R Bais G

clinox tlinox lin ter cit ger nero  far  vitis] vitisII TDN  dam

Figura 3.14 — Teores médios (médiatdesvio padrio) dos compostos varietais presentes nos 36
vinhos das diferentes castas estudadas (VB — Vinho Boal; VM — Vinho Malvazia;. VS — Vinho Sercial;
V'V — Vinho Verdelho).

Legenda: clinox— cis-oxido de linalol tlinox— trans-oxido de linalol; nero- nerolidol; vitis I- vitispirano 1, ;

vitis [1- vitispirano 11; TDN- 1, 2-di-hidro-1,1,6-trimetilnaftaleno.

Além da [3-damascenona, ja presente nos mostos, verificou-se o aparecimento
dos isdmeros I e II do vitispirano e do 1,2-di-hidro-1,1,6-trimetilnaftaleno (TDN), que
ndo foram detectados na frac¢do livre das uvas e dos mostos, indicando a sua
proveniéncia a partir de percursores norisoprenodides em C;3, como os carotendides, por
exemplo.

Os isémeros do vitispirano (I e IT) que conferem aos vinhos odores a “cénfora”,
apresentam valores muito inferiores ao seu limiar de percepgio olfactivo (800 ug.L”,
Ribéreau-Gayon et al., 2000), ndo contribuindo deste modo para o aroma dos vinhos
Madeira novos. Em qualquer dos vinhos das diferentes castas, os teores do vitispirano I
sdo superiores aos do vitispirano II. Os vinhos da casta Boal sdo os que apresentam as
concentragdes mais elevadas destes isémeros - 2,8+0,6 pg.L"' para o isoémero I e

1,940,3 pg.L™" para o isémero II. Nos vinhos das castas Malvazia e Sercial os teores
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dos isémeros 1 e II do vitispirano ndo apresentam diferengas estatisticamente
significativas (tabela 3.4). O vitispirano 11 néo foi detectado nos vinhos da casta
Verdelho.

Outro norisoprendide odorifero ¢ o TDN. Confere aos vinhos odor a
“querosene”, quando presente em quantidades superiores a 20 pugL' (LPO). As
concentragdes encontradas para este composto 1nos vinhos das diferentes castas (tabela
3.4), sio muito inferiores a este valor, podendo concluir-se que nao participa na
complexidade aromatica dos vinhos Madeira novos (8 meses).

Os vinhos das castas Boal e Verdelho sdo os que apresentam concentragoes
mais elevadas de TDN, 1,2+0,3 ].Lg.L'l e 0,7£0,09 ug.L", respectivamente. Nao se
verificam diferencas significativas nos valores de TDN encontrados para as diferentes
vindimas (1998, 1999 e 2000).

A figura 3.15 mostra a influéncia do ano de vindima nos teores dos
monoterpendis e norisoprendides em C,3 para os vinhos da casta Malvazia (VM). Os

vinhos das outras castas estudadas apresentam um perfil similar.

VM 1998 m VM 1999 m VM 2000 o
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Figura 3.15 — Influéncia do ano de vindima no teor de monoterpendois e norisoprendides,

exemplificada para os vinhos da casta Malvazia.

Relativamente a influéncia do ano de colheita, a aplicagdo da Anova revela que

ndo existem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os teores de
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monoterpendis e norisoprendides encontrados nos vinhos das diferentes castas para as
trés vindimas estudadas.

O contetido global em terpendis nos vinhos das diferentes castas, por ano de
colheita, esta representado na figura 3.16.

Como se pode verificar, o total de terpendis livres permanece, como acontece
com a maioria dos terpendis individuais (figura 3.15), praticamente constante nos trés
anos estudados.

Em nenhuma das trés colheitas se quantificaram teores importantes,

organolepticamente falando.

iy

=

=

lO

£ 2000
5 2

8 1999

[=]

S

VB VM Vs \'AY

Figura 3.16 — Perfil do total de terpendis nos vinhos monovarietais em cada uma das castas, nas

trés vindimas estudadas.

O facto das uvas serem provenientes da mesma regido geografica, sujeitas
portanto as mesmas condigdes climatéricas, a praticas agricolas similares ¢ cultivadas
em solos com as mesmas caracteristicas, aliado ao facto dos vinhos terem sido
produzidos com técnicas semelhantes, podem justificar a variagdo pouco significativa
dos teores dos monoterpendis e norisoprenodides, determinados para as trés vindimas.

As concentragdes determinadas para qualquer dos terpenois estdo abaixo do
limiar de percepg¢do olfactivo (tabela 1.2, pdg. 27) ndo contribuindo, deste modo, para o
aroma dos vinhos das castas estudados. Verificou-se, no entanto, que nos vinhos da

casta Boal, o teor de citronelol (12,1#2,3 ug.L™") estd préximo do seu limiar de

percepgio olfactivo que é de 18 pg.L™' de acordo com Riberau-Gayon ef al., (1991).
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Tendo em consideragcdo os baixos valores obtidos para as trés vindimas, os
monoterpendis livres parecem ndo desempenhar um papel importante no aroma varietal
dos vinhos obtidos a partir das quatro castas estudadas. Poderia pensar-se na utilizagdo
de enzimas glicosidésicas ou na pratica da maceracdo pré-fermentativa, para obter um
incremento no conteudo terpénico dos vinhos das castas Boal, Malvazia, Sercial e
Verdelho, de forma a conferir-lhes o caracter floral tipico que se atribui a esta familia
da compostos.

Embora os resultados obtidos para os terpendis sejam comparaveis aos obtidos
por outros autores para castas referenciadas como neutras, seria importante, para a
validagdo dos resultados, proceder a realizagdo de ensaios de comparagdo

interlaboratorial.

3.3 CARACTERIZAGAO DA FRACGAO LIVRE AROMATICA DAS UVAS
DAS CASTAS BOAL, MALVAZIA, SERCIALE VERDELHO

A composigdo meédia, em percentagem massica, das diferentes partes

constituintes do bago nas castas em estudo esta representada na figura 3.17.
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Figura 3.17 — Composi¢io média dos bagos nas diferentes castas estudadas.

Verificou-se que as uvas das castas Malvazia e Verdelho sdo as que possuem
maior quantidade em polpa, enquanto que as uvas da casta Sercial apresentam a

percentagem mais elevada de peliculas e grainhas.
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Os resultados foram obtidos considerando o peso médio de 100 bagos, para cada
,_ uma das castas estudadas, colhidos na vindima de 2000.

A fracgdo livre dos extractos das uvas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho,
obtida e analisada como descrito em 2.6.2.1 (pdg. 96), permitiu a identificacdo de cerca
de 6 dezenas de compostos aromaticos, entre os quais varios monoterpenos, 7 alcoois
monoterpénicos, 4 compostos em Cg, 6 alcoois superiores, 10 acidos gordos volateis,
10 compostos carbonilados, 7 derivados furdnicos, entre outros (tabela 3.5).

Na figura 3.18, representa-se um cromatograma de corrente idnica total, dos

compostos volateis da fracgdo livre de uma amostra de uvas Boal da vindima de 2000.
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Figura 3.18 — Cromatograma GC-MS dos compostos voldteis da frac¢do livee de uma amostra de
uvas Boal da vindima de 2000, resultante da extrac¢do por HS-SPME com fibra de poliacrilato,
de acordo com as condigoes dos quadros I ¢ Il. A identificagio dos compostos encontra-se

descrita na tabela 3.5.

Os compostos, na sua maioria, foram identificados por compara¢do dos
espectros de massa obtidos com os da base de dados da NIST92 de acordo com os

seguintes critérios: percentagem de 80 % para o ajuste (fit) e 75 % para a pureza
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(purity), como valores minimos aceitaveis para a identificacdo. Sempre que possivel os

compostos foram identificados através do tempo de retengdo ¢ do espectro de massa

dos compostos puros e/ou por comparagdo com espectros de massa publicados.

Na tabela 3.5 descrevem-se os compostos identificados nas uvas das diferentes

castas estudadas. Os pardmetros instrumentais do GC-MS, sdo os constantes do

quadros I (pdg. 95). As condigdes de extrac¢do € o método utilizado, estdo descritos em
2.6.2.1 (pag. 96) e 2.6.2.2 (pag. 97).

Tabela 3.5 Compostos identificados nas uvas das diferentes castas, extraidos por HS-SPME com

fibra de poliacrilato.

Terpenos

3 3-careno

4 B-pineno

5 limoneno

6 B-felandreno

7 B-Ocimeno
11 p-cimeno
3 a-terpineno
14 canfeno
23 copaeno
27 valenceno
28 linalol
32 (-)-aristoleno
33 terpine-4-ol
34 B-gurjuneno
35 B-ciclocitral
37 cariofileno
42 &-selineno
44 a-cububeno
46 a-terpineol
52 neral
53 a-farneseno
57 cis-carveol
61 citronelol
63 nerol
68 trans-carveol
70 geranilcetona

71
89

geraniol

Jarnesol

Norisoprendides em Crz

65
75

B-damascenona

B-ionona

Alcoois superiores

15
16
7
40
72
74

hexan-1-ol
(7)-hex-3-en-1-ol
(Z)-hex-2-en-1-o0l
nonan-1-ol
dalcool benzilico

2-feniletanol

Acidos gordos voldteis

21
26
69
76
80
&3
88
92

dcido acético

acido propandico

acido hexandico

dacido (E)- hex-2-endico
dcido octandico

dcido nonandico

acido decandico

dcido benzoico

93
95

dcido dodecandico

dcido tetradecanoico

Esteres etilicos

9
86

hexanoato de etilo

palmitato de etilo

Compostos carbonilados

2 nonanal
8 (E)- hex-2-enal
19 (E)- oct-2-enal
24 benzaldeido
25 (7)- non-6-enal
51 D(+)-carvona
54 y-butirolactona
55 MPCP'
60 2-propil-ciclohexan-1-ona
67 HMCP’
Furanos
20 S-metil-2(3H)-furanona
22 2, 5-dimetilfurano
30 S-metilfurfiral
41 S-metil-2(5H)-firanona
82 3-furanometanol
91 acido 2-furanocarboxilico
o4 5-(hidroximetil)furfural

'MPCP; 2-(1-metilpropil)ciclopentan-1-ona; 2HMCP: 2-hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona
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Os valores médios (n=5) das areas relativas (Ac/Api) para cada composto
volatil, expressos em fun¢do do padrdo interno (octan-3-ol), obtidos para as quatro
castas estudados, relativamente a vindima de 2000, estdo registados na tabela 1 do
Anexo A (tabela 1. AA; pdg. 272).

Na figura 3.19 sdo apresentadas, sob a forma de histograma, as percentagens
dos diferentes grupos de compostos aromaticos, relativamente ao total da fracgdo livre

aromatica das uvas de cada casta estudada.

@ Terp

50

@ Alc. terp
8 Nor.C13

Alc. Superiores

m Ac gordos volateis
# Est_ac. gordos
0 Ald/Cet

Furanos

Area relativa (%)

Figura 3.19 - Percentagem de cada grupo de compostos aromdticos da frac¢do livee das uvas
(exceptuando o (-)-limoneno), expressa em termos de drea relativa, nas diferentes castas
estudadas, relativamente ao total de cada casta (Ter — monoterpenos; Ale. Terp. — dlcoois

terpénicos; Nor. C13 — norisoprenoides em C3; Ald/Cet — aldeidos /cetonas).

Dos resultados obtidos, constata-se que o (-)-limoneno (identificado com uma
probabilidade de 87,9 %) ¢ o composto mais abundante em qualquer das castas,
representando, em média, 92,8482 % (médiatdesvio padrdo) do total da fracgdo
terpénica livre das uvas da casta Boal, e 95,51£7,4 %, 93,746,3 % ¢ 94,4187 % para as
uvas das castas Malvazia, Sercial e Verdelho, respectivamente.

Perante estes valores relativamente elevados, optou-se por ndo considerar as
areas do (-)-limoneno no calculo das percentagens porque sendo tdo dispares, tornaria
dificil a interpretagdo grafica dos resultados. Ndo foram igualmente considerados

alguns dos compostos identificados por apresentarem baixos valores das areas relativas
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(Ac/Api<0,05) e por ndo se enquadrarem em nenhum dos grupos de compostos

aromaticos constituidos.

Os monoterpenos perfazem, em média, 16,318,8 %, da fracgdo livre total das
castas estudadas, considerando as trés vindimas. O o-Ocimeno (Ac/Api=19,5+4,5), o B-
pineno (Ac/Api=25,247,1), 0 3-careno (Ac/Api=4,3%1,1) e o o-farneseno (Ac/Api=4,2+0,3)
nas uvas da casta Verdelho, o B-pineno (Ac/Api=20,2+6,7) nas uvas da casta Sercial, € o
o-cubebeno (Ac/Api=5,3+1,5) nas uvas da casta Boal, sdo os monoterpenos que mais
contribuem para a percentagem deste grupo de compostos.

Dos alcoois monoterpénicos, o linalol (Ac/Api=35,746,5) e o geraniol
(Ac/Api=12,942,8) nas uvas da casta Verdelho, destacam-se dos valores encontrados para
as outras castas. O linalol ¢ o éalcool terpénico mais abundante nas uvas das quatro
castas, contribuindo com 74,1 %, 58,2 %, 57,7 % e 40,2 %, respectivamente, para a
totalidade da frac¢@o livre varietal, nas uvas das castas Sercial, Malvazia, Verdelho e
Boal. O o-terpineol presente nas uvas das castas Malvazia, Sercial e Verdelho, ndo foi
identificado nas uvas da casta Boal. A sua identificagdo nos mostos desta casta, sugere
que se encontra nas uvas essencialmente na forma glicosilada, tendo sido formado,
enzimaticamente, durante a etapa pré-fermentativa.

Apenas foram identificados dois norisoprendides em C,;, a B-damascenona ¢ a
B-ionona, esta com 4reas relativas superiores em qualquer das castas estudadas
(Ac/Api=0,610,24 nas uvas Sercial a 2,3%0,73 nas uvas Boal). A B-damascenona ndo
foi encontrada nas uvas Verdelho e apresenta o valor mais elevado de area relativa,
0,3440,012, nas uvas Boal. Estes baixos valores justificam o facto destes compostos se
encontrarem nas uvas maioritariamente na forma glicosilada.

Em termos percentuais, as uvas da casta Verdelho sdo as mais ricas em alcoois
superiores. Estes contribuem com 20,2474 % para a frac¢do livre aromdtica desta
casta. A contribui¢do dos alcoois superiores para a fracgdo livre das outras castas ¢
significativamente mais baixa: 7,242,7 % nas uvas da casta Boal, 5,5%1,8 % nas uvas
da casta Malvazia e 7,0+1,4 % nas uvas da casta Sercial. Sdo de referenciar as elevadas
areas relativas do hexan-1-ol (Ac/Api=13,5+3,1) nas uvas Boal e do élcool benzilico
(Ac/Api=33,2148,4) nas uvas Verdelho. Estes dois compostos representam 71,2£7,7 %

da totalidade dos alcoois superiores nas uvas da casta Verdelho, 64,1174,9 % nas uvas
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da casta Boal, 62,6+5,4 % nas uvas da casta Malvazia ¢ 53,2+7,2 % nas uvas da casta
Sercial. Para qualquer das castas estudadas as areas relativas do alcool benzilico sdo
superiores as do 2-feniletanol.

Dos acidos gordos volateis, que contribuem com 18,816,9 % para a totalidade
da fraccdo aromatica livre das uvas das diferentes castas, os dcidos acético e hexanoico
sdo os que maior peso tém nesta percentagem. Nas uvas Sercial, estes dois acidos
gordos, contribuem conjuntamente com 90,5t4,8 % para a totalidade da fracgdo livre
deste grupo de compostos. Para as uvas das outras castas, a contribuigdo dos acidos
acético e hexandico, ¢ de 82,218,1 %, 81,0+6,3 % e 79,919,6 % para as uvas das castas
Boal, Malvazia e Verdelho, respectivamente.

No que se refere a contribuigao deste grupo de compostos para a totalidade da
fracgdo livre aromatica das uvas de cada casta, as uvas das castas Boal e Sercial sdo as
que apresentam valores relativos percentuais mais elevados, 19,446,1 % e 27,8483 %,
respectivamente. Para as uvas da casta Malvazia a contribuigdo é de 17,0£5,8 %
enquanto que 11,1£2.9 % ¢ a contribuicdo dos acidos gordos volateis para a fracgdo

livre aromatica das uvas da casta Verdelho.

Sao igualmente de realgar as elevadas areas relativas dos aldeidos hexanal e (F)-
hex-2-enal. Estes compostos tém a sua génese durante a manipulagdo das uvas por
accdo de enzimas enddgenas na presenga de oxigénio, a partir dos lipidos precursores
(acidos linoleico e linolénico). Os baixos limiares de percepg¢do olfactiva que lhes séo
atribuidos, 20 ug.L"' e 17 pg.L" (Fezzalari, 1978) respectivamente, pressupdem que
podem contribuir com notas herbaceas para o perfil aromatico das diferentes castas de
uvas produtoras de vinho Madeira.

As uvas da casta Boal sdo as mais ricas em hexanal e (F)-hex-2-enal, com areas
relativas de 78,7t11,4 e de 74,319,3, respectivamente. Inversamente, das quatro castas
estudadas, as uvas da casta Sercial sdo as que apresentam as areas relativas mais baixas
para o hexanal (Ac/Api=10,543,3) e para o (E)-hex-2-enal (Ac/Api=9,41+2,4). As uvas das
castas Boal e Malvazia apresentam dareas relativas destes dois compostos que ndo
diferem significativamente (tabela 1. AA; pdg. 272). Estes dois aldeidos contribuem,
conjuntamente, com 93,8 % para a fracgdo livre dos compostos carbonilados nas uvas

da casta Boal. Relativamente as uvas das castas Malvazia, Sercial e Verdelho,

representam 85,3 % e 67,7 % e 91,2 %, respectivamente.
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Os compostos furdnicos constituem um dos grupos mais abundantes da frac¢ao
livre aromatica das uvas das diferentes castas. Representam, em média, considerando
as trés vindimas efectuadas, 14,5 % do total da frac¢do livre das uvas. Das quatro
castas estudadas, as uvas da casta Malvazia sdo as que apresentam a percentagem mais
elevada em compostos furdnicos, 33,749,2 %. Este valor ¢ devido, essencialmente, a
contribui¢do significativa do 5-(hidroximetil)furfural (HMF) (4¢/Api=70+20,1) e da 2,3-
di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-pirano-4-ona (DDMP) (4c/Api=16,442,3) nas uvas
Malvazia, comparativamente as razdes encontradas para as outras castas (13,0 a 18,4
para o HMF e 0,4 a 3,3 para a DDMP).

Para as uvas da casta Boal, a totalidade da fraccdo livre aromatica (somatorio
das razdes das areas — Ac/Api, para todos os compostos), considerando as trés
vindimas, perfaz em média, uma razdo de 401,9+37,1. Estes valores sdo bastante mais
elevados do que os obtidos para as uvas das castas Malvazia, Sercial ¢ Verdelho,
307,5£25,5; 164,5+41,2 e 272,11£22,6, respectivamente.

Estes valores de areas relativas sdo significativamente mais baixos quando

comparados com os obtidos para os mostos e para os vinhos. e

3.4 CARACTERIZAGAO DA FRACGAO LIVRE AROMATICA DOS MOSTOS
DAS CASTAS BOAL, MALVAZIA, SERCIALE VERDELHO

Os compostos volateis dos mostos das diferentes castas produtoras de vinho
Madeira, foram extraidos por HS-SPME utilizando uma fibra de poliacrilato, PA-85
um, de acordo com as condig¢des do quadro I (pdg. 95).

Na frac¢do livre dos mostos das diferentes castas estudadas, foram identificados,
aproximadamente, 8 dezenas de compostos volateis que incluem 18 compostos
monoterpénicos, 2 norisoprenoides em C,3, 14 alcoois superiores, 3 acetatos de alcoois
superiores, 12 acidos gordos volateis, 9 ésteres etilicos de acidos gordos, 6 fenois
volateis, 3 compostos carbonilados, entre outros. Foram identificados varios compostos
cuja presenca ndo foi detectada nas uvas.

As condigdes de extraccdo e os parametros instrumentais do GC-MS, sdo os

referidos nos quadros I (pdg. 95) e II (pdg. 107), respectivamente.
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Na figura 3.20, representa-se um cromatograma de corrente ionica total, dos

compostos volateis da fraccdo livre de uma mosto Verdelho da vindima de 2000.
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22+23
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Figura 3.20 — Cromatograma GC-MS de uma amostra de mosto Verdelho da vindima de 2000,
resultante da extracg¢do por HS-SPME com fibra de poliacrilato, de acordo com as condi¢oes dos

quadros I e I1. A identificagdo dos compostos encontra-se na tabela 3.6.

Os compostos, na sua maioria, foram identificados por comparacdo dos
espectros de massa obtidos com os da base de dados da NIST92 de acordo com os
seguintes critérios: percentagem de 80 % para o ajuste (fit) e 75 % para a pureza
(purity), como valores minimos aceitaveis para a identificacdo. Alguns foram
identificados através do tempo de reten¢do e do espectro de massa dos compostos puros
e/ou por comparagdo com espectros de massa publicados.

Na tabela 2 do anexo A (tabela 2. AA; pag. 275) estdo registados os resultados
obtidos para os mostos das castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho, referentes as
vindimas de 1998, 1999 e 2000. Sao apresentados os valores médios (n=3) das areas
relativas (Ac/Api) de cada composto e o intervalo de confianga (95 %) para os

compostos identificados.
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Na tabela 3.6 descrevem-se os compostos identificados nos mostos das
diferentes castas estudadas, com um ajuste minimo (fit) de 80 % e uma pureza (purity)
de 73 Yo.

Tabela 3.6 Compostos identificados nos mostos das diferentes castas estudadas apos extracgio

por HS-SPME de acordo com as condi¢des dos quadros I e I1.

Terpenos 14 (E)-hex-2-en-1-ol 16 octanoato de etilo
i (-)-limoneno 15 (Z)-hex-2-en-1-0l 30 decanoato de etilo
10 oxido de rosa 19 oct-3-en-1-ol 31 benzoato de etilo
17 trans-oxido de linalol 20 heptan-1-ol 34 cis-9-decenoato de etilo
21 cis-oxido de linalol 38 3-metiltio-propan-1-ol 46 benzenoacetato de etilo
22 (E.E)-farnesal 57 aleool benzilico 52 dodecanoato de etilo
25 linalol 58 2-feniletanol 71 cinamato de etilo
26 des. 1 (CysH,y) 72 2-fenoxietanol
28 terpine-4-ol Compostos carbonilados
35 a-terpineol Acetatos de dlcoois / acetaldeido
36 des. 2 (CysH>y) 4 aceltato de 3-metilbutilo 23 benzaldeido
37 &-selineno 9 acetato de hexilo 29 benzenoacetaldeido
40 neral 50 acetato de 2-feniletilo .
43 S-cadineno Fendois voliteis
45 citronelol Acidos gordos voliteis 44 salicilato de metilo
48 nerol 18 acido acético 66 metileugenol
54 geraniol 25; acido propandico 68 4-etilguaiacol
75 (+)-aromadendreno 33 dcido 3-metilbutanoico 70 4-etilfenol
79 farnesol 53 acido hexandico 74 eugenol
61 acido 2-etil-hexandico 80 isoeugenol
Norisoprendides em Cp; 62 acido (E)- hex-3-endico
51 B-damascenona 63 acido (E)- hex-2-enoico Furanos
59 B-ionona 69 acido octandico 67 y-dodecalactona
73 acido nonanoico 84 S-hidroximetilfurfural
Alcoois superiores 78 acido decandico
3 butan-1-ol 82 acido benzoico Diversos
6 2-metilbutan-1-ol 83 acido dodecandico 32 non-1-eno
8 pentan-1-ol 39 non-3-ino :
11 hexan-1-ol Esteres etilicos de dcidos 60 benzotiazol i
12 (E)-hex-3-en-1-ol 2 acetato de etilo 65 1,3-dimetilnaftaleno ;
13 (Z)-hex-3-en-1-o0l 7 hexanoato de etilo 76 1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-nafialeno _w

As percentagens dos diferentes grupos de compostos aromaticos determinadas
para os mostos das castas estudadas, exceptuando o hexan-1-ol, distribuem-se como ?

assinalado na tabela 3.7. Para estes valores percentuais ndo se consideraram as areas
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relativas do hexan-1-ol, que por serem significativamente mais elevadas que as dos
outros compostos, dificultariam a interpretacdo grafica. Verificou-se que o hexan-1-ol
contribui com 41,610,7 % para a totalidade da fracgdo livre volatil dos mostos da casta
Boal. Para os mostos das castas Malvazia, Sercial e Verdelho, a contribui¢do do hexan-

1-ol ¢ de 40,3123 %, 16,6+0,4 % e 39,811,6 %, respectivamente.

Tabela 3.7 Percentagens médias’ expressas em termos de dreas relativas, de cada grupo de
compostos aromdticos (exceptuando o hexan-1-0l) da frac¢io livre dos mostos das diferentes
castas estudadas, para as vindimas de 1998, 1999 ¢ 2000 (MB — Mosto Boal; MM — Mosto
Malvazia; MS — Mosto Sercial; MV - Mosto Verdelho).

Grupos de Compostos MB () MM. ) MS (%) MYV (%)

1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000
Terpenos 7,0 63 77 | 104 109 101 | 145 126 162 | 85 84 91
Norisoprendides em Cy3 0,5 0.5 0,6 1,4 1,2 1,5 1.4 1,5 1,2 1,3 1,3 1,3
Alcoois superiores 570 56,7 557 | 513 51,5 508 | 490 50,5 492 | 61,5 596 574
Acetatos de lcoois 2,6 1,9 1,6 | 4,1 4,1 44 | 07 07 07 | 24 27 23
Acidos gordos voliteis 186 17,5 22,6 | 140 120 140 | 152 145 166 | 131 143 16,0
Esteres etilicos de dcidos gordos | g, 69 41 | 159 209 223 | 106 109 89 | 124 125 129
Aldeidos/Cetonas 4.2 4,9 3.5 1,9 2.3 1,5 | 45 46 35 | 03 05 04
Fendis voléteis 34 48 30 | 07 0,9 05 | 30 35 29 ] 02 02 02
Furanos 0,6 1,2 04 | 02 04 0,3 1,1 13 08 | 03 0,5 03

'n=3

Para os mostos das castas Boal e Malvazia, a fracgao livre volatil, considerando
as trés vindimas, perfaz em média, um total (somatorio das razdes das areas — Ac/Api,
de todos os compostos) de 1141,5+47.4 e 1119,7£29,1, respectivamente. Estes valores
sdo bastante mais elevados do que os obtidos para os mostos da casta Sercial,
364,5+27,5, mas similares aos determinados para os mostos da casta Verdelho,
1103,3+23.4 (tabela 2. AA; pdg. 275). Para estes totais contribuem, em grande extensao,
as areas relativas do hexan-1-ol.

O grafico da figura 3.21 mostra a varia¢do do total da fracg¢do livre aromatica
nos mostos das diferentes castas estudadas, podendo corroborar a grande diferenca
existente entre a totalidade da fracgdo livre dos mostos da casta Sercial e os mostos das
restantes castas. Esta diferenca, deve-se fundamentalmente, aos baixos valores das
areas relativas dos alcoois superiores obtidos para os vinhos desta casta

comparativamente aos vinhos das castas Boal, Malvazia e Verdelho.
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Figura 3.21 — Total da frac¢do livre aromdtica dos mostos das diferentes castas estudadas.

Na figura 3.22 representam-se, sob a forma de histograma, as percentagens
médias de cada grupo de compostos volateis relativamente ao total da frac¢do livre

aromatica de cada casta, determinada para os mostos da vindima de 1999.

mTerp

B Nor.Cl13

= Ale.superiores

M Acetatos
Ac.gordos voliteis

® Est.ac. gordos

= Ald/Cet

1 Fenois volateis

Furanos

Area relativa (%)
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Figura 3.22 - Percentagens (exceptuando o hexan-1-o0l) dos diferentes grupos de compostos da
Sracgao livre do aroma dos mostos das diferentes castas estudadas, referentes a vindima de 1999,

expressas em termos de dreas relativas.

Os dlcoois superiores constituem o grupo mais abundante representando, em

média, 54,2+4,6 %, do total da fracgdo livre volatil para as trés vindimas estudadas.
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Nos mostos da casta Boal os alcoois superiores representam 56,44+0,7 % da
totalidade da frac¢@o livre volatil. Para os mostos das castas Malvazia, Sercial e
Verdelho, a contribuigdo dos alcoois superiores para a fracgdo volatil livre total é de
51,210,3 %, 49,610,6 % e 59,5+1,7 %, respectivamente.

Este grupo de compostos volateis ¢ constituido, principalmente, por n-alcoois de
cadeia aberta em Cg, com realce para o hexan-1-ol, e compostos aromaticos como o
dlcool benzilico e 2-feniletanol. Estes trés dlcoois contribuem, conjuntamente, para a
fraccao volatil livre dos alcoois superiores com 77,1£0,3 %, 66,942,4 %, 55,6+1,0 % ¢
65,312,3 %, respectivamente, para os mostos das castas Boal, Malvazia, Sercial e
Verdelho.

A figura 3.25 representa um extracto de um cromatograma SIM

(m/z=060+73+87) de alguns acidos gordos volateis, de uma amostra de mosto da casta
Boal da vindima de 2000.

o.78% i .‘4 l % T
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Figura 3.23 — Cromatograma SIM (m/;=56+67+81) de alguns dlcoois superiores de uma
amostra de mosto Boal da vindima de 2000.
Legenda: 1- butan-1-ol; 2- acetato de hexilo; 3- 4-metilpentan-2-ol; 4- hexan-1-ol; 5- (E)-hex-3-en-1-0l; 6- (£)-hex-3-en-

1-0l; 7- (E)-hex-2-en-1-ol; 8- (£)-hex-2-en-1-ol; 9- oct-3-en-1-ol; 10- nonan-1-ol.

Dada a importancia destes compostos tentou-se quantificar alguns dos
compostos deste grupo nos mostos e nos vinhos, por recurso a construgdo de curvas de
calibragdo apds extracgdo por HS-SPME, de diferentes solugdes padrdo. O padrio

interno utilizado foi o octan-3-ol.
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Na tabela 3.8, estdo registadas as concentragdes médias relativas dos alcoois
superiores, para os mostos das quatro castas, nas trés vindimas estudadas. Para a
quantificagio dos isémeros do hex-3-en-1-ol e do hex-2-en-1-ol, utilizou-se o

coeficiente de resposta do hexan-1-ol.

Tabela 3.8 Concentragoes médias (ug/L) dos dlcoois superiores obtidas para os mostos das
diferentes castas, referentes as vindimas de 1998, 1999 e 2000 (MB — Mosto Boal; MM — Mosto
Malvazia; MS — Mosto Sercial; MV - Mosto Verdelho).

Alcoois superiores Mb AV M MY

1998 1999 2000 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 1998 1999 2000
2-metilbutan-1-ol 232,0 2205 1988 | 1028 1124 912 | 686 67,0 566 | 202 237 219
hexan-1-ol | 6881 6952 6424|6295 6214 6727|6250 6055 6320 | 796 949 880
__(_'_F’)’hex,',jﬁfe'Tf,l,,‘,o,]L,,,,,, 31,3, 273 255 | 77 77 82 | 242 253 207 | 25 3.1 27
(Z)-hex-3-en-1-ol' 233 296 274 1914 2118 1908 | 195 208 213 | 94 117 106
(E)-hcx-2-cn-l—ol'_” 90,8 93,3 858 | 658 722 64,5 | 3447 3374 2847 | 729 876 81l
(@hex2en-l-ol | o4 o4 g6 |25 25 16 |42 56 49 | 10 14 14
_dlcool benzilico | 1044 96,6 894 | 11,7 124 94 | 538 532 444 | 219 2062 245
2-feniletanol 1191,3 10463 1057,0 | 6450  707,1 6850 | 704,0 06822 696,55 | 3428 409,6 3804

*
n=3; 1 : factor de resposta do hexan-1-ol

Em termos médios, os alcoois maioritarios sdo o 2-feniletanol e o hexan-1-ol
que, conjuntamente, perfazem 51,840,2 % da totalidade da fracgdo livre aromatica dos
mostos da casta Boal. As contribui¢des destes dois alcoois superiores para a fraccdo
livre total dos mostos das castas Malvazia, Sercial e Verdelho ¢ de 46,8%12,4 %,
27,940,6 % e 46,3+1,8 %, respectivamente.

Nos mostos das castas Boal e Verdelho, os teores destes dois alcoois superiores
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), sendo no entanto muito
similares nos mostos das castas Malvazia e Sercial (figura 3.24).

Relativamente ao hexan-l-ol, ndo existem diferengas estatisticamente

(¢

significativas entre os teores deste composto nos mostos das castas Boal, Malvazia

D~

Sercial. No entanto, o teor de hexan-1-ol nos mostos da casta Verdelho

substancialmente inferior ao determinado nos mostos das outras castas (figura 3.24).

o

De acordo com a figura 3.24, em qualquer dos mostos das castas estudadas,

concentragio do 2-feniletanol ¢ superior a do hexan-1-ol.
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Figura 3.24 — Teores médios (médiatdesvio padrio) do hexan-1-o0l e do 2-feniletanol, nos

mostos das diferentes castas estudadas.

Os mostos da casta Sercial sdo os mais ricos em alcoois alifaticos totalizando,

em média, para as trés vindimas, 1056,1+33,3 ug.L™', inversamente aos mostos da casta

Verdelho que apresentam os teores mais baixos, 204,5 +18,4 p.g.L". Os mostos das
castas Boal e Malvazia totalizam, respectivamente, 1046,1+49,9 ug.L'1 e 1018,8+16,7
gL (tabela 3.8). Estes valores, da ordem dos pg.L™”, sdo bastante inferiores quando
comparados com os obtidos para os vinhos monovarietais correspondentes.
Sdo de realgar os valores do 2-metilbutan-1-ol, do alcool benzilico e do 2-
' feniletanol, nos mostos da casta Boal, significativamente mais elevados que os
encontrados para os mostos das outras castas estudadas.

De salientar ainda os elevados valores determinados para o isomero (Z) do hex-
3-en-1-ol nos mostos da casta Malvazia e para o isomero (£) do hex-2-en-1-ol nos
mostos da casta Sercial, comparativamente aos mostos das outras castas. Estes
compostos conferem odores ndo muito agradaveis a “erva” e a “vegetais verdes”
(Baumes et al., 1986; Cordonnier, 1989). A sua origem esta relacionada principalmente
com a actividade da lipoxigenase das uvas (Cordonnier, 1989).

O segundo grupo mais abundante nos mostos das diferentes castas estudadas,
sd0 os acidos gordos volateis. Perfazem, em média, 15,742,9 % do total da fracgdo

livre aromatica.
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A figura 3.25 representa um extracto de um cromatograma SIM
(m/z=60+73+87) de alguns acidos gordos volateis, de uma amostra de mosto da casta
Boal da vindima de 2000.
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Figura 3.25 — Cromatograma SIM (m/z=60+73+87) dos dcidos gordos voldteis de uma amostra
de mosto da casta Boal da vindima de 2000.
Legenda: - acético: 2- propandico; 3- 3-metilbutandico; 4- butandico; 5- hexandico; 6- 2-etil-hexanoico, 7-

(E)- hex-2-endico,; 8- octandico; 9- nonandico, 10- decandico; 11- dodecandico.

Para os mostos da casta Boal, este grupo de compostos contribui com 19,6+2,7
% para a fracgdo livre total desta casta. Para os mostos das castas Malvazia, Sercial e
Verdelho, os acidos gordos volateis representam, respectivamente, 13,3£0,9 %,
15,440,9 % e 14,5+1,2 % da totalidade da fracgdo livre aromatica.

Os acidos acético, hexanoico e octandico sdo os compostos mais representativos
deste grupo.

Para os mostos da casta Boal, estes trés acidos contribuem conjuntamente com
74,941,5 % para a frac¢do livre total dos acidos gordos volateis. Para os mostos da
casta Malvazia a contribuicdo é de 78,8+2,3 %, para os mostos da casta Sercial de
82,4+1,9 %, e para os mostos da casta Verdelho a contribuigdo dos acidos acético,
hexandico e octandico, € de 64,8%1,1 %.

Na tabela 3.9, estdo registados os valores médios (n=3) das areas relativas

determinados para os acidos gordos volateis, nas diferentes castas estudadas.
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Tabela 3.9 Valores médios™ relativos (Ac/Api), obtidos para os dcidos gordos voldteis nos mostos
das diferentes castas estudadas, referentes as vindimas de 1998, 1999 e 2000 (MB — Mosto Boal;

MM — Mosto Malvazia; MS — Mosto Sercial; MV - Mosto Verdelho).

Acidos gordos MB MM MS MV

volgtais 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000
dcidoacético | 995 20,6 244 | 327 312 346 [ 440 484 504 | 127 164 148
acido propandico 02 02 02 | 04 05 04 | 04 04 04 | 03 03 03
acido 3-metilbutandico 2,9 23 23 | 38 3,6 34 [ 07 14 08 | 02 0,4 03
acido 2-etii-hgxgnéico 5.3 50 57 | 1,3 23 14 3,5 3.8 3.3 06 07 06
acido 3-etil-hexendico nd nd nd 157 2,6 1,5 [ nd nd nd nd nd nd
acido (£)- hex-2-endico 52 6,7 7.7 38 43 34 37 4,7 36, | 29 86 . B33
Jcido hexandico | 446 41,5 50,0 | 21,9 194 233 | 237 248 272 | 15 74 84
4cido actandico | 313 229 345 | 184 148 137 | 56 65 15 i 6,3 93
4cido nonandico 126 12,7 142 | 52 45 5,2 3,2 4,5 39 | 83 88 97
dcido decandico 38 32 33 09 1,3 08 | 07 1,4 1,1 1,5 18 13
acido benzoico | 08 0,7 09 | 08 1,2 L2 | 1,5 23 L7 | 09 0.8 0,8
dcido dodecandico 0,5 04 06 | 03 0,2 0,2 14 1,1 1,4 0,6 0,8 0,5

N
#7=13; nd: ndo detectado nas condigdes experimentais utilizadas.

Os valores médios das dreas relativas do acido hexandico, expressas em fungao
do octan-3-ol, nos mostos da casta Boal, 45,4+4,3, sdo significativamente mais
elevados do que os encontrados para os mostos das castas Malvazia (21,5%1,9), Sercial
(25,2+1,8) e Verdelho (7,810,6). Nos mostos das castas Sercial e Verdelho, as areas
médias relativas do acido octandico sdo significativamente mais baixas (6,5+0,9 para
os mostos Sercial e 7,7£1,5 para os mostos Verdelho) do que as determinadas para os
mostos da casta Malvazia, 15,612,2. Os mostos da casta Boal sdo os mais ricos em
acido octandico, por apresentarem valores médios de areas relativas muito superiores,
29,616,0, aos determinados para os mostos das outras castas (tabela 3.9).

Em termos percentuais, e considerando as trés vindimas estudadas, verificou-se
um ligeiro decréscimo deste grupo de compostos, da vindima de 1998 para a vindima
de 1999 (1,5 %) e um pequeno aumento da vindima de 1999 para a de 2000 (2,7 %).

Os ésteres etilicos dos 4cidos gordos representam 11,2445 % da totalidade da
frac¢do volatil livre dos mostos das diferentes castas, considerando as trés vindimas em
analise. Em termos percentuais, verificou-se um ligeiro decréscimo deste grupo de
compostos, da vindima de 1998 (11,2+4,1 %) para a vindima de 1999 (10,714,1 %)

mantendo-se praticamente constante na vindima de 2000 (10,3%4,2 %).
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Tendo em conta os trés anos estudados, os mostos da casta Malvazia sdo os que
apresentam, em média, as percentagens mais elevadas de ésteres etilicos de acidos
gordos (16,5+0,5 %) contrariamente aos mostos da casta Boal que possuem os valores
percentuais mais baixos (5,740,8 %). Os mostos da casta Sercial contribuem com
10,141,1 %, enquanto que, nos mostos da casta Verdelho a percentagem deste grupo de

compostos para a totalidade da fracgéo livre aromética € de 12,6£0,2 % (figura 3.26).

Considerando as trés vindimas efectuadas, os compostos monoterpénicos
representam, aproximadamente, 10,213,0 %, da fracgdo livre aromatica dos mostos das
diferentes castas estudadas. Dos mostos estudados sdo os da casta Sercial que
apresentam uma contribui¢do mais elevada (14,4£1,5 %) para a totalidade da fracgdo
livre aromatica. Nos mostos da casta Boal a contribuigdo para o total da fracgdo livre ¢
de apenas 7,1£0,7 %. Para os mostos das castas Malvazia e Verdelho, a contribuigdo
dos compostos monoterpénicos para a fracgdo livre aromdtica ¢ de 10,5£0,4 % e

8,7+0,3 %, respectivamente.

Dos restantes grupos, os acetatos de alcoois superiores representam 2,3%1.3%,
do total da fraccdo livre volatil, nas trés vindimas estudadas. Os mostos da casta
Malvazia sio os mais ricos neste tipo de compostos (4,2+0,3 %) contrariamente aos
mostos da casta Sercial (0,7£0,02 %) (tabela 3.7).

Os compostos carbonilados (Ald/Cet) contribuem, para as trés vindimas, com
uma percentagem média de 2,5+1,6 %, para a totalidade da fracgao livre aromatica. Os
mostos das castas Boal e Sercial sio os que apresentam um contribui¢do mais elevada
para a fracgdo livre total, 4,240,7 % e 3,6£1,2 %, respectivamente. A contribui¢do
deste grupo de compostos para a fracgdo livre aromatica dos mostos das castas
Malvazia ¢ Verdelho ¢ insignificante, 1,940,3 % para os primeiros ¢ 0,4£0,08 % para
os segundos.

No que se refere aos fendis volateis, sdo igualmente os mostos das castas Boal e
Sercial os que apresentam a contribuigdo mais elevada para a totalidade da fraccao
livre aromética, 3,720,9 % e 2,6£0,8 %, respectivamente. Relativamente aos furanos,

s30 nos mostos Sercial cuja contribui¢do é mais significativa, 1,1£0,4 %.
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A analise detalhada da tabela 3.7, permite verificar que em termos percentuais, e
considerando as dreas relativas de cada composto (expressas em fungdo do padrio
interno — octan-3-ol), os mostos da casta Boal sdo mais ricos que os mostos das outras
castas estudadas em acidos gordos volateis (19,612,7 %), aldeidos/cetonas (4,2+0,7 %)
e fendis volateis (3,7£0,9 %). Os mostos da casta Malvazia sdo os que apresentam
percentagens relativas mais elevadas em acetatos de alcoois superiores (4,210,1 %),
ésteres etilicos de acidos gordos (16,5+0,5 %) e norisoprendides em C3 (1,4£0,2 %).
As percentagens em alcoois superiores (59,5+1,7 %) sdo mais elevadas nos mostos da
casta Verdelho, enquanto que, os mostos da casta Sercial destacam-se dos mostos das
outras castas estudadas, relativamente as percentagens dos monoterpenois (14,4+1,8
%), norisoprendides em C,; (1,410,1 %) e dos compostos furanicos (1,1+0,2 %).

A figura 3.26, permite visualizar o perfil dos diferentes grupos de compostos

aromaticos nos mostos das castas estudadas.

60

45

30 1

Area relativa (%)

Terp Nor C13 Ale Acetatos  Ac gordos  Est ac Ald/Cet  Fendis  Furanos*l0
superiores volateis gordos volateis

Figura 3.26 — Comparacdo, em termos de dareas relativas, da distribui¢do da fraccdo livree total de
cada grupo de compostos aromdticos, nos mostos das diferentes castas estudadas. Valores

médios obtidos para as trés vindimas (1998, 1999 ¢ 2000).

Na figura 3.27 mostra-se a variagdo do total da fracgdo livre aromatica, em cada

ano de vindima, nos mostos da diferentes castas estudadas, podendo verificar-se que
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nio existem diferencas estatisticamente significativas, em termos na totalidade da

fracgdo livre aromatica, entre os mostos das diferentes castas estudadas.
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Figura 3.27 — Variagdo da frac¢do livre aromdtica total dos mostos das diferentes castas, nas

trés vindimas efectuadas.

Em termos de areas totais relativas dos compostos da fracgdo livre volatil,
verificou-se um ligeiro aumento da vindima de 1998 para a de 1999 (2,7 %) seguido de
um decréscimo da vindima de 1999 para a de 2000 (6,5 %). As razdes deste
comportamento estdo relacionadas, principalmente, com as variagdes verificadas nos
alcoois superiores, acidos gordos volateis e ésteres etilicos dos acidos gordos.

O facto das uvas serem provenientes da mesma regido geografica aliado ao facto
dos vinhos terem sido vinificados com técnicas semelhantes, podem justificar a
variagdo, pouco significativa, dos teores de cada grupo de compostos aromaticos, nas

trés vindimas estudadas.

Verificou-se que para os mostos das castas Boal e Verdelho, o valor do
quociente entre as areas relativas do acetato de 2-feniletilo e da B-damascenona ¢
superior a unidade, 6,9£1,2 e 3,8+0,6, respectivamente (tabela 3.10).

Para os mostos das castas Malvazia e Sercial o valor do quociente ¢ inferior a
unidade, em média 0,5+0,06 e 0,3+0,01. Este facto pode ser importante na

diferenciacdo dos mostos das castas Boal ¢ Verdelho dos mostos das outras castas.
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Os mostos das castas Boal pelo valor relativamente elevado que lhes
corresponde, 6,9£1,2, pode igualmente diferenciar-se dos mostos da casta Verdelho

através da relagio acetato de 2-feniletilo/ f-damascenona (tabela 3.10).

Tabela 3.10 Valores dos quocientes entre o acetato de 2-feniletilo e a -damascenona e entre os

isomeros (Z) e (E) do hex-3-en-1-ol, para os mostos das castas Boal, Malvazia, Sercial e

Verdelho.
Casta Ano acetato de 2-feniletilo / B-damascenona | (£)-hex-3-en-1-ol / (E)-hex-3-en-1-ol
1998 5,941,2 ~0,74£0,09 i
Boal 1999 8,3+1,9 1,120,1
2000 0,7+1,3 1,1£0,3
1998 7 0,4+0,1 ] 252436 |
Malvazia 1999 0,5+0,2 27.6+4,2 |
2000 0,5+0,1 23,2447
1998 0,240,006 0,8+0,05 o
Sercial 1999 0,3£0,08 084007 B
2000 0,3+0,07 1,1£0,03
1998 3,8+1,1 3,840,6
Verdelho 1999 3,140,7 3,1£10,4
2000 4,320,9 4,7410,3

Idéntica analogia pode ser aplicada a razdo das areas relativas dos isomeros ()
¢ (E) do hex-3-en-1-ol. Para os mostos da casta Boal a razao entre os isomeros variou
entre 0,7 ¢ 1,1, para os mostos da casta Malvazia entre 23,2 e 27,6, e para os mostos
das castas Sercial e Verdelho a variagdo do quociente verificou-se entre 0,8 1,1 e 3,1-
4,7, respectivamente.

Os valores do quociente dos isémeros (Z) e (E) do hex-3-en-1-ol permitem-nos
pois diferenciar entre os mostos da casta Malvazia dos mostos das outras castas.

Os mostos da casta Verdelho pelo valor que lhes corresponde, (3,840,8), podem
igualmente diferenciar-se dos mostos das outras castas atraves da relagdo (Z)-hex-3-en-
1-ol/(E)-hex-3-en-1-ol.

Este facto devera ser explorado futuramente com um maior niimero de amostras,

e eventualmente através de estudos interlaboratoriais.

Os extractos dos cromatogramas SIM da figura 3.28, permitem visualizar as

diferengas entre os picos dos compostos em causa. Verificou-se que nos mostos da
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casta Sercial o pico correspondente a -damascenona ¢ superior ao do acetato de 2-

feniletilo, enquanto que, nos mostos da casta Verdelho observou-se o inverso (figura

3.28 A).

A figura 3.28 B, mostra que nos mostos da casta Boal, os picos dos isomeros

(E) e (Z) do hex-3-en-1-ol apresentam uma altura similar, e por isso, teores da mesma

ordem de grandeza, enquanto que, nos mostos da casta Malvazia ¢ notéria a diferenca

na altura dos picos entre o (Z)-hex-3-en-1-ol e o (£)-hex-3-en-1-ol.
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Figura 3.28 — Extractos de cromatogramas (SIM; m/z=67+81) de diferentes mostos evidenciando

as diferencas existentes entre o acetato de 2-feniletilo e a [-damascenona -A; e entre os

isomeros (E) e (Z) do hex-3-en-1-ol -B.

Os resultados obtidos parecem assim indicar a possibilidade de diferenciar os

mostos destas castas através dos quocientes dos pares acetato de 2-feniletilo/B-

damascenona ¢ (Z)-hex-3-en-1-ol/(E)-hex-3-en-1-ol.
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3.5 CARACTERIZAGAO DA FRACGCAO LIVRE AROMATICA DOS VINHOS
DAS CASTAS BOAL, MALVAZIA, SERCIAL E VERDELHO

Com a finalidade de avaliarmos a existéncia ou ndo de diferencas fundamentais
na constitui¢do dos vinhos monovarietais referentes as vindimas de 1998, 1999 ¢ 2000,
cfectuamos a caracterizagdo sumaria destas amostras.

Os parametros que fizeram parte desta caracterizagdo foram, a massa volimica,
o pH, o titulo alcoolométrico volimico adquirido, os teores de didxido de enxofre livre

e total, a acidez total, fixa e volatil, o teor de agucares redutores e totais e o extracto

seco total. Os resultados destas analises encontram-se registados na tabela 3.11.

i Tabela 3.11 Valores minimos, mdximos e médios dos pardmetros da andlise sumdria, por castas.

Massa TA SO; (mg.L™) Acidez (g.L) Actcares (gL') | Extracto
Casta volimica 20°C) | PH (o vol} | iyre total volatil fixa 1 total | redutores | totais | S€€0 (E—L.I}
Min. 1,0123 36 | 167 31 9,5 0,2 4.1 4,5 32,2 87.8 83,6
Boal Max. 10164 37 | 169 42 12,2 0,6 4,9 5,1 25,7 91,4 90,2
X 1,0144 37 | 1638 3,7 109 | 04 4,5 48 289 | 896 86,9
Min. 1,0033 34 | 172 33 9,0 0.3 53 58 328 | 1493 90,1
Malvazia | pax. 1,0154 35 | 211 43 13,1 04 6,1 6.4 346 | 1581 104,8
X 1,0094 34 | 192 38 11,1 0,3 5,7 6,1 33,7 1537 97,5
Min. 0,9838 31| 168 3,1 73 04 6,2 6.8 7,1 26,3 24,4
Sercial | Max. 0,9865 34 17,0 42 10,0 0,5 8,0 8,6 10,5 19,9 37,5
x 0,9852 33 | 169 3,7 8,6 04 7,1 7,7 8,8 23,1 31,0
Min. 0,9991 33 | 158 3,0 10,0 | 04 4,0 5,5 248 | 113 61,3
Verdelho | nax.. 1,0064 370 179 | 49 | n2 | 13 5.4 5.8 26,5 | 759 73,0
x 1,0028 35 | 169 3.9 10,6 | 09 4,7 5,7 257 | 736 67,2

Min — mimino; Max — méaximo; X - média; TA — teor alcoolico

Na globalidade das amostras estudadas (tabela 3.11), os pardmetros da analise
sumaria encontrados podem considerar-se normais para este tipo de vinhos, com o teor
alcodlico a variar entre 17 ¢ 19 % (vol.).

Nos vinhos das diferentes castas estudadas, Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho,
os compostos volateis foram extraidos e identificados de acordo com as condigdes dos

quadros I e II, respectivamente.
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Identificaram-se cerca de 9 dezenas de compostos aromaticos, englobando 12
monoterpenos (terpenos e dlcoois monoterpénicos), 5 norisoprenodides em C;3 (um dos
quais desconhecido), 14 dlcoois superiores, 3 acetatos de alcoois superiores, 14 dcidos
gordos volateis, 12 ésteres etilicos de acidos gordos, 7 ésteres etilicos de 4cidos fixos, 3
compostos carbonilados, 4 fendis volateis, 5 furanos, e outros que ndo se enquadram
em nenhum dos grupos casos do non-1-eno e do benzotiazol.

Na figura 3.29, representa-se um cromatograma de corrente idnica total, dos
compostos volateis da fracgdo livre de uma amostra de vinho da casta Malvazia da
vindima de 2000.
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Figura 3.29 — Cromatograma GC-MS de uma amostra de vinho Malvazia da vindima de 2000,
resultante da extracgio por HS-SPME com fibra de poliacrilato, de acordo com as condigoes dos

quadros I e 1. A identificagio dos compostos encontra-se na tabela 3.12.

Alguns dos compostos identificados nos mostos ndo estdo presentes nos vinhos
respectivos, pelo menos em concentragdes que possibilitem a sua identificagdo com as

condi¢des utilizadas.
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Na tabela 3.12 descrevem-se os compostos identificados com um ajuste minimo

de 80 % e uma pureza de 75 %, nos vinhos monovarietais das diferentes castas em

estudo.

l'abela 3.12 Compostos voldteis identificados nos vinhos das diferentes castas estudadas,
resultantes da extraceio por HS-SPME com fibra de poliacrilato (PA-85 pum) de acordo com as

condigoes dos quadros I e I1.

Terpenos

Acetatos de dlcoois superiores  Esteres etilicos de dcidos fixos

20 trans-éxido de linalol

23 cis-6xido de linalol 4 acetato de 3-metilbutilo 9 2-oxopropanoato de etilo
26 des. 1(93+121+136) 8 acetato de hexilo 10 lactate de etilo
33 linalol 62 acetato de 2-feniletilo 18  2-hidroxi-3-metilbutanoato de etilo
38 2.6-dimetilocta-1,7-dieno-3.6-diol i 25 2-hidroxipropanoato de etilo
47 o-terpineol Acidos gordos voldteis 45 succinato de dietilo
55 (+)-O-cadineno 21 dcido acético 76 miristato de isopropilo
57 citronelol 31 dcido propandico 78  3-hidroxihexanoato de etilo
59 des. 2 (93+121+136) 35 acido dimetilmalonico
66  geraniol 40 acido butanoico
86 nerolidol 44 dcido 3-metilbutandico Compostos carbonilados
91 farnesol 49 deido 2-hidroxibenzenopropandico 1 acetaldeido
65 dcido hexanoico 27 benzaldeido
Norisoprendides em Cy; 71 dcido 2-etil-hexandico 94 1-(2-metilfenil)etanona
2 vitispirano | 81 acido octanoico
29 vitispirano Il 83 dacido nonandico
48 des. 3 (177+192) 91 acido decandico Fendis voldteis
52 TDN 93 acido benzéico 56  salicilato de metilo
63 P-damascenona 95 acido dodecandico 75 4-etil-2-metoxifenol
: i 99 acido tetradecandico 77 (1,1-dimetiletil)-2-metoxifenol
Alcoois superiores 88 eugenol
Biitanl-of Esteres etilicos de dcidos gordos
5 4-metilpentan-2-ol 2 acetato de etilo Furanos
6 2-metilbutan-1-ol 7 hexanoato de etilo 22 furfural
11 hexan-1-ol 19 octanoato de etilo 87 S-(acetoximetil)furfirral
12 (E)-hex-3-en-1-ol 30 nonanoato de etilo 96 S-(hidroximetil)furfural
15 (Z)-hex-3-en-1-ol 41 decanoato de etilo 69  pantolactona
16 (E)-hex-2-en-1-0l 42 benzoato de etilo 53 butirolactona
17 (Z)-hex-2-en-1-ol 46 cis-9-decenoato de etilo
32 butano-1,3-diol 38 benzenoacetato de etilo Diversos
34  nonan-I-ol 64 dodecanoato de etilo 43 non-I-eno
50  3-metiltio-propan-1-ol 79 tetradecanoato de etilo 51 non-3-ino
67  dalcool benzilico 90 hexadecanoato de etilo 73 1,3-dimetilnaftaleno
68  2-feniletanol 97 7.10-octadecadienoato de metilo 89 1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-nafialeno
84  2-fenoxietanol
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Dos compostos de origem varietal, o terpine-4-ol, o nerol e a B-ionona néo
foram identificados em nenhum dos vinhos. O mesmo se verifica com o nonanal e com
o (E)-hex-2-enal, pressupondo que estes aldeidos terdo sido reduzidos pela actividade
dlcool desidrogenase das leveduras. Verificou-se simultaneamente um aumento
substancial das areas relativas do (£)-hex-3-en-1-o0l e essencialmente do hexan-1-ol dos
mostos para os vinhos. Por outro lado, as areas relativas dos isdmeros (£) e (£) do hex-
2-en-1-ol diminuiram significativamente, ndo tendo sido detectado o (£)-hex-2-en-1-ol
nos vinhos Malvazia e Verdelho.

Na tabela 3. AA (pdg. 280) estdo registados os valores médios (n=3) obtidos para
os diferentes grupos quimicos, nos vinhos monovarietais das castas estudadas com 8
meses de conservagdo, relativos as vindimas de 1998, 1999 e 2000. Sao apresentados
os valores médios (n=3) das areas relativas, (Ac/Api), de cada composto e o intervalo
de confianga (95 %) para os compostos identificados.

As percentagens dos diferentes grupos de compostos aromaticos determinadas
para os vinhos das castas estudadas, exceptuando o hexan-1-ol, distribuem-se como

assinalado na tabela 3.13.

Tabela 3.13 Percentagens médias™ de cada grupo de compostos aromdticos da fracgdo livre dos
vinhos das diferentes castas estudadas, referente as vindimas de 1998, 1999 ¢ 2000 (VB — Vinho

Boal; VM — Vinho Malvazia; VS — Vinho Sercial; VV — Vinho Verdelho).

VB (%) VM (%) VS (%) VV (%)
1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000

Grupos de Compostos

_Terpenos 33 29 34 | 69 45 37 | 64 58 38 1,4 1,5 14
Norisoprendides em Cis 05 06 09 | 04 04 06 | 05 05 03 | 02 03 03
Alcoois superiores 76,6 793 71,3 | 41,6 482 484 | 432 486 588 | 442 525 372
Acetatos de dlcoois 04 04 02 1,9 1,2 0,8 1,9 17 1,2 1,6 14 15
Acidos gordos volateis 3.8 2,9 52 | 48 50 7.3 7,1 7,7 7.5 44 54 56

Esteres etilicos 4cidos gordos | 8,7 8.4 10,2 | 37,1 344 31,1 [ 298 268 19,7 | 46,3 37,1 524

Esteres etilicos 4cidos fixos 3,6 2,8 45 58 50 6,3 9,9 78 7,6 1,0 1,0 0,9

_Aldeidos/Cetonas 2.8 2.5 4.0 1,3 1,0 1,6 | 10 07 0,8 0,4 0,4 0,3
Fendis voliteis 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,3 0,3
Furanos 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0
*
n=3

Na figura 3.30 apresentam-se, sob a forma de histograma, as percentagens

médias de cada grupo de compostos volateis relativamente ao total da fracgdo livre
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aromatica de cada casta, nos vinhos monovarietais com 8 meses de conservagao,

referentes a vindima de 2000.
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Figura 3.30 — Percentagem dos diferentes grupos de compostos aromdticos da fracgdo livre do

aroma dos vinhos das diferentes castas, referentes a vindima de 2000.

Como se pode verificar os alcoois superiores e os ésteres de acidos gordos sdo,
em média, os grupos de compostos aromaticos mais abundantes em qualquer dos
vinhos das castas estudadas.

A analise detalhada da tabela 3. AA (pdg. 280), relativa a fracgdo livre aromatica
dos vinhos das castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho, permite verificar que em
termos percentuais, e considerando as areas relativas de cada composto (expressas em
fun¢do do padrio interno, octan-3-ol), os vinhos da casta Boal sio mais ricos que 0s
vinhos das outras castas em norisoprendides em Cy;3 (0,7£0,17 %), élcoois superiores
(75,7+4,1 %) e compostos carbonilados (3,1£0,8 %). Os vinhos da casta Malvazia séo
0s que apresentam percentagens relativas mais elevadas de compostos monoterpénicos
(5,1£1,6 %).

As percentagens dos acetatos de alcoois superiores (1,640,3 %), dos écidos
gordos volateis (7,4£0,3 %), dos ésteres etilicos dos acidos fixos (8,4+1,2 %) e dos
fendis volateis (0,17£0,05 %), sdo mais elevadas nos vinhos da casta Sercial, enquanto

que, os vinhos da casta Verdelho destacam-se dos vinhos das outras castas estudadas,
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relativamente as percentagens dos ésteres etilicos de acidos gordos (45,317,7 %) e dos
compostos furdnicos (0,34+0,05 %).
A figura 3.31, permite visualizar o perfil de cada grupo de compostos

aromaticos, nos vinhos das diferentes castas estudadas.
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Figura 3.31 - Comparagdo, em termos de dreas relativas, da distribui¢do da fracgdo livre total de
cada grupo de compostos aromdticos, nos vinhos das diferentes castas estudadas. Valores médios

obtidos para as trés vindimas.

Para os vinhos das castas Boal, Malvazia, e Verdelho a totalidade da frac¢do
livre aromatica (somatério das razdes das dreas — Ac/Api, para todos os compostos),
considerando as trés vindimas, perfaz em média, uma razio de 1011,4£169,0,
1120,6+147,1 e 1294,6+110,1, respectivamente. Estes valores sdo significativamente
superiores aos obtidos para os vinhos da casta Sercial, 799,2%1 17.8.

A figura 3.32 mostra a variagdo da totalidade da fracgdo livre aromatica nos
vinhos das diferentes castas estudadas, podendo corroborar a grande diferenga
existente, principalmente, entre o total da frac¢éo livre dos vinhos da casta Verdelho ¢
Sercial.

Esta diferenga, deve-se fundamentalmente, aos baixos valores das areas

relativas dos 4lcoois superiores obtidos para os vinhos da casta Sercial

comparativamente aos vinhos das restantes castas estudadas.
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Figura 3.32 — Total da fracgdo livre aromdtica nos vinhos das diferentes castas estudadas.

3.5.1 Monoterpendis e norisoprenéides em C,;

A contribuigdo média dos monoterpendis para a totalidade da fracgdo livre

' aromatica nas trés vindimas, ¢ de 3,7£1,4 %. Os vinhos das castas Malvazia (5,1£1,6

%) e Sercial (5,3%1,3 %) sdo os mais ricos neste tipo de compostos. Para os vinhos das
castas Boal e Verdelho, a contribui¢do dos monoterpendis para a frac¢do livre
aromatica é de 3,210,3 % e 1,410,06 %, respectivamente. |

Os norisoprendides em C,; constituem uma fracgdo infima, apenas 0,5 0,2 %,
do total da fracgdo livre aromatica nos vinhos das castas estudadas. Dado os baixos
limiares de percepcdo olfactiva que lhes ¢ atribuida, podem contribuir para o aroma dos
vinhos, mesmo encontrando-se em concentragdes muito baixas. Os vinhos da casta
Boal contribuem com 0,710,2 %. No que se refere aos vinhos das restantes castas a
contribui¢do ¢é ainda menor, 0,510,1 %, 0,41+0,1 % e 0,310,02 %, respectivamente, para
os vinhos das castas Malvazia, Sercial e Verdelho.

As tabelas 3.3 e 3.4 permitem constatar, que alguns compostos de origem
varietal, nomeadamente a P-damascenona, sdo mais abundantes nos vinhos
monovarietais do que nos mostos que os originaram. Tal podera ser interpretado, por
um lado, pela hidrélise 4cida e/ou enzimatica dos percursores glicosilados e, por outro,
pelos rearranjos quimicos, ao pH acido do mosto e do vinho, sofridos por alguns

compostos presentes na forma livre.
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Os valores percentuais, deste grupo de compostos diminuem da vindima de 1998 5 I}
(4,5£2,6 %) para a de 1999 (3,7£1,9 %) e desta para a de 2000 (3,1%1,1 %). |
Na figura 3.33 estd representada a evolugdo da percentagem relativa dos :

monoterpendis e norisoprendides, para as trés vindimas efectuadas, das diferentes

castas produtoras de vinho Madeira.
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Figura 3.33 — Variagio da percentagem relativa dos norisoprendides (Nor C13) e monoterpendis

(Terp) referente as trés vindimas, para as diferentes castas estudadas.

Como se pode comprovar pelo grafico, em qualquer dos vinhos das castas
estudadas, a percentagem de norisoprendides mantém-se praticamente constante para
as trés vindimas.

No que concerne aos monoterpendis, verificou-se uma diminuigdo gradual das
percentagens das 4reas relativas, nas vindimas de 1998 a 2000, nos vinhos das castas

Malvazia e Sercial, mantendo-se praticamente constantes nos vinhos das castas Boal ¢
Verdelho.

3.5.2 Alcoois superiores

Igualmente ao verificado nos mostos, em qualquer dos vinhos das diferentes

castas estudados, os dlcoois superiores continuam a ser o grupo de compostos volateis
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£ mais abundante representando, em média, 54,11£14,2 % da frac¢do aromatica livre dos
vinhos das quatro castas. A figura 3.34 representa um extracto de um cromatograma
SIM (m/z=56+67+81) de alguns alcoois superiores, de uma amostra de vinho Malvazia
da vindima de 2000.
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Figura 3.34 — Cromatograma SIM (m/z=56+67+81) de alguns dlcoois superiores de uma

amostra de vinho Malvazia da vindima de 2000.

Legenda: 1- butan-1-ol; 2- acetato de hexilo; 3- 4-metilpentan-2-ol; 4- 2+ 3-metilbutan-1-ol; 5- hexan-1-ol; 6- (I)-hex-3-

en-1-ol: 7- (£)-hex-3-en-1-ol; Padrdo Interno (octan-3-ol); 8- (££)-hex-2-en-1-ol; 9- (Z)-hex-2-en-1-ol; 10- nonan-1-ol.

Dos vinhos das diferentes castas estudadas, sdo os da casta Boal que apresentam
a contribuigdo mais significativa, 75,7t+4,1 %, para a totalidade da fracgdo livre
{ aromatica dos alcoois superiores. Relativamente aos vinhos das outras castas, a
contribui¢do dos alcoois superiores para o total da fracgdo livre ¢ menos significativa:
46,0£3,9 % para os vinhos da casta Malvazia, 50,2+7,9 % para os vinhos da casta
Sercial ¢ 44,6177 % para os vinhos da casta Verdelho. Para estas percentagens |
@ contribuem, significativamente, o 2+3-metilbutan-1-ol e o 2-feniletanol que
conjuntamente totalizam 92,8+1,5 % para a frac¢do livre dos alcoois superiores nos
vinhos da casta Boal, 90,5%1,2 % nos vinhos da casta Malvazia, ¢ 94,0£1,3 % ¢ ‘
93,8+1,3 % para os vinhos das castas Sercial e Verdelho, respectivamente.
Verificou-se, no entanto, que em qualquer das vindimas e para qualquer dos
vinhos monovarietais estudados, os teores de alcoois superiores determinados,
inferiores a 300 mg.L", parecem influenciar positivamente o seu aroma (Rapp e
Mandery, 1986, Rapp ¢ Versini, 1995).
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Na tabela 3.14 estdo registados os valores médios determinados para os

principais 4lcoois superiores, presentes nos vinhos das diferentes castas estudadas.

A E v ~ oy * -1 - . . . Ve
I'abela 3.14 Concentra¢oes médias (Ug.L”’) dos dlcoois superiores nos vinhos das diferentes
castas para as trés vindimas efectuadas (VB — Vinho Boal; VM — Vinho Malvazia; VS — Vinho

Sercial; V'V — Vinho Verdelho).

Alcotis VB VM VS vy 1
superiores 1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000 1998 1999 2000
2+3-metilbutan-1-ol | 19523 22566 8777 | 14071 16778 12567 | 9702 10740 19505 | 23190 26055 14801
“butan-1-ol 3944 4064 4004 | 3344 2885 3187 | 2586 2078 2732 | 2395 2951 284,
hexan-1-ol 5855 5206 5550 | 4716 5318 4615 | 2114 1826 2179 | 4165 3817  38HY
(B-hex3-en-l-ol' | 170 05 103 | 41 46 44 | 28 30 41 | 19 88 G |
(Zrhex-3-enl-ol' | ho 38 113 | 1223 1380 1341 | 254 237 261 | 289 321 26 ‘
(Eyhex2-en-l-ol' | 55 19 a5 | 47 49 39 | nd  nd  nd | nd  nmd |
(Zyhex-2-en-l-ol' | o7 56 9 | nd nd | 12 09 13 | nd  nd  nd
alcool benzilico | 2576 2076 2502 | 599 677 623 | 250 228 272 | 332 365 31}
2-feniletanol 38741 33953 3419,6 | 14609 18910 14633 | 9225 10258 11207 | 9879 9227 9294

*p=3: |: concentragio determinada com o coeficiente de resposta do hexan-1-ol; nd: ndo detectado nas condigdes experimentais

Em qualquer dos vinhos das castas analisadas, os dlcoois isoamilicos sdo os que
apresentam valores médios mais elevados. Os vinhos das castas Boal e Verdelho sio os
mais ricas em 2- e 3-metilbutan-1-ol, podendo assim deduzir-se que possuem teores
mais elevados dos aminoécidos precursores, a leucina e a isoleucina, do que os vinhos
das outras castas estudadas.

Embora elevados, os teores estdo aquém do limiar de percepgdo olfactivo
(60.000 pg.L", de acordo com Simpson, 1979) pelo que ndo devem contribuir para as
caracteristicas aromaticas destes vinhos.

O 2-feniletanol, que pode contribuir para a matiz floral dos vinhos,
nomeadamente a “rosas” (Meilgaard, 1975), esta presente nos vinhos da casta Boal em
teores significativamente mais elevados do que os determinados para os vinhos das
castas Malvazia, Sercial e Verdelho (tabela 3.13). Analogamente ao acima referido,
pode considerar-se que os vinhos desta casta apresentardo teores do aminodcido
percursor deste alcool, a fenilalanina, superiores aos das outras castas estudadas.

Os vinhos da casta Boal também se evidenciam pelos elevados teores de alcool

benzilico, comparativamente aos vinhos das outras castas. Esta tendéncia foi verificada
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nas trés vindimas estudadas. Os vinhos das castas Sercial e Verdelho sdo os que
apresentam teores de 2-feniletanol e de alcool benzilico, mais baixos.

Relativamente ao hexan-1-ol, que confere aos vinhos notas herbaceas quando
presente em quantidades superiores a 4000 pg.L" (Simpson, 1979), apresenta os teores
mais elevados nos vinhos das castas Boal (553,7+32,5 ug.L™") e Malvazia (488,3%38,0
ng.L™"), inferiores no entanto ao seu limiar de percepgio olfactivo.

Constata-se ainda, que nos vinhos da casta Boal, os teores determinados para os
isomeros (Z) e (E) do hex-2-en-1-ol sdo similares. Nos vinhos da casta Malvazia
apenas foi detectado o isdmero (F) e nos vinhos da casta Sercial apenas o isdmero (Z).
Nenhum destes compostos foi detectado nos vinhos da casta Verdelho.

O grafico da figura 3.35 apresenta os valores médios de alcoois superiores

alifaticos determinados para os diferentes tipos de vinho Madeira estudados.

& but hex me3hex & 2z3hex ©1e2hex 1 z2hex

600 4

500

400"

300

2004

Concentracdo (pg/L)

100

VB VM VS Vv

Figura 3.35 - Teores médios de alguns dlcoois superiores presentes nos vinhos Madeira das
diferentes castas estudadas.
Legenda: but- butan-1-ol; hex- hexan-1-ol; e3hex- (E)-hex-3-en-1-ol; z3hex- (Z)-hex-3-en-1-o0l; e2hex- (E)-

hex-2-en-1-ol; z2hex- (Z)-hex-2-en-1-ol.

Em média, e considerando as quatro castas, a percentagem de alcoois superiores
determinada para a vindima de 1999 (57,1£8,3 %) ¢ ligeiramente superior a
determinada para as vindimas de 1998 (51,419,1 %) e 2000 (53,917,5 %) (figura 3.31).
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Ao comparar a percentagem da 4rea relativa dos alcoois superiores nas trés

vindimas efectuadas e para as quatro variedades de vinhos estudadas (figura 3.36),
pode constatar-se que esta se mantém praticamente constante nos vinhos das castas
Boal e Malvazia, 0 mesmo ndo acontecendo com vinhos das castas Sercial e Verdelho.
Nestes, verificaram-se variagdes significativas entre a vindima de 1999 e 2000, com

um incremento da percentagem da 4rea relativa de 10,2£2,1 o4 nos vinhos Sercial ¢ um

P WMot 407 e

decréscimo de 15,4%1 .7 % nos vinhos da casta Verdelho. Na vindima de 1998 para a de
1999 verificou-se um aumento na percentagem da 4rea relativa nos vinhos das duas
castas, de 5,4£0,9 % nos vinhos Sercial e de 8,3+0,9 % nos vinhos Verdelho. A figura

3.36 permite visualizar estas variagoes.

Alcoois superiores

Area relativa (%)

0+

VB98 VB99 VB0OO VM98 VM99 VMO0 VS98 VS99 VSO0 VVO3 VV99 VV00

Figura 3.36 — Variacdo da percentagen velativa dos dlcoois superiores nas trés vindimas, para

cada casta estudada.

A analise da tabela 3.14 permite verificar que a abundancia relativa dos
isémeros (Z) e (E) do hex-3-en-1-ol varia com a casta, sendo o isomero (Z£) sempre
superior ao isOmero (E) para 0s vinhos das castas Malvazid, Sercial e Verdelho. Para 08
vinhos da casta Boal, a abundancia relativa € similar.

Pode verificar-se ainda que O valor do quociente entre 0 isomero (Z) e 0 isdmero
(E) é aproximadamente constante para os vinhos da cada casta (tabela 3.15).

Para os vinhos Boal a razdo entre os isOmMeros variou entre 0,9 e 1,2, para 08 |
vinhos Malvazia entre 29,9 e 30,2 , e para 0s vinhos Sercial € Verdelho a variagdo do w

quociente verificou-se entre 6,4 € 9,1 € 37839, respectivamente.
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Tabela 3.15 Valores do quociente entre os isomeros (Z) e (E) do hex-3-en-1-ol para os vinhos

das castas estudadas.

Casta Ano (£)-hex-3-en-1-ol / (E)-hex-3-en-1-ol
1998 0,90,1
Boal 1999 0,940,1
2000 20
1998 29,9+1,9
Malvazia 1999 30,2421
26(_]6_ ) - 30,3£2,7
1998 9,121,1 |
Sercial 1999 7,9%1,6 |
J 2000 6,4+1,3 T ‘
1998 3,712
Verdelho 1999 3,8+1.3
2000 3941

Os resultados obtidos parecem assim indicar a possibilidade de diferenciar os
vinhos destas castas através dos quocientes dos dois isomeros do hex-3-en-1-ol. Versini |
\

et al., (1994) encontraram valores médios de 2,5 e 0,3 em vinhos das castas Loureiro e

S

Alvarinho, respectivamente, indicando a predominancia do isémero (Z) na casta

Alvarinho.

A figura 3.37 permite visualizar as diferentes alturas dos picos dos isdémeros (Z)

Vinho Mafvazia 2000 ; s r Vinho Boal 2000 67 r

67
0

67
a1

|
‘ e (£) do hex-3-en-1-ol para os vinhos das castas Boal e Malvazia.

(Z)-3-Hexeno-1-ol

(¥)-3-Hexeno-1-ol (Z)-3-Hexeno-1-oll

(F)-3-Hexeno-1-ol
Pk
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Figura 3.37 — Extracto de um cromatograma (SIM: m/;=67+81) de um vinho Boal e Malvazia

com a identificagio dos picos correspondentes ao (E)-hex-3-en-1-ol e ao (Z)-hex-3-en-1-o0l.
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Outras castas, tais como a Gewiirztraminer (Versini ef al., 1990) ¢ a Muscat
d’Alexandrie (Aubert ef al., 1997) originam vinhos com predominéncia do isdmero (E).
Analogamente ao referido para os mostos, estas observagdes deverdo ser
confirmadas com um maior numero de amostras ¢, idealmente, através da realizacdo de

ensaios interlaboratoriais.

3.5.3 Acidos gordos volateis

Os 4cidos gordos volateis representam, em média, 5,6+1,5 % da totalidade da
fracgdo livre aromatica dos vinhos das quatro castas estudadas, tendo em consideragdo
as trés vindimas efectuadas. Em termos percentuais médios, ndo existem diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre 0s valores determinados para os acidos
gordos volateis nos vinhos das diferentes castas estudadas. Genericamente, 08 vinhos
das castas Sercial (7,4£0,4 %) e Malvazia (5,7%1,4 %) apresentam teores um pouco
mais elevados do que os vinhos das castas Verdelho (5,2+0,6 %) ¢ Boal (4,011 ,1%).

A figura 3.38 representa um extracto de um cromatograma SIM
(m/z=60+87+101) de éacidos gordos volateis, de uma amostra de vinho Malvazia da
vindima de 2000.
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Figura 3.38 — Cromatograma SIM (m/z=60+87+101) dos dcidos gordos voldteis de uma amostra
de vinho Malvazia da vindima de 2000.
Legenda: I- acético; 2- propandico; 3- 3-metilbutandico; 4- butandico; 5- hexandico; 6- 2-etil-hexandico: 7-

octandico: 8- decandico; 9- dodecandico.
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Na tabela 3.16 estdo registados os valores médios dos ésteres etilicos dos acidos

pordos, de cadeia curta e média, para os vinhos das diferentes castas estudadas.

I'abela 3.16 Valores médios das dreas relativas obtidos para os principais dacidos gordos voldteis

{dentificados nos vinhos das diferentes castas.

Acidos gordos volateis i1, M M b
1998 1999 2000 L 1998 | 1999 | 2000 I 1998 | 1999 | 2000 I 1998 1999 2000
pg. L
ficido hexanico 434 290 381 | 1445 | 137,01 | 2079 | 96,5 | 1348 | 1780 | 4506 6408 5639
ficido octandico 352 264 225 | 12,7 ] 1232 | 1359 | 5788 | 664,6 | 8078 | 7639 6567 5413
Ac/Api
fcido acético 160 159 163 | 267 | 270 | 275 | 200 | 205 | 27,0 | 151 172 19,1
dcido propansico 1,0 007 008 | 03 | 04 0,4 e L 0.2 0.2 02 02
dpido butanbico b2 6 |1 | 20 L9 | 07 | 11 13 | 09 06 14
dcido 3-metilbutanoico 1.8 0.8 Ji 1,7 1,7 1,5 1,1 1,0 1.2 0,6 1,0 0,6
4Acido 2-hidroxibenzenopropandico ] 2;4 R 1,6 _2; 4,0 3,0 4,5 -1,7 ¥l 1,3 0,2 0,2 0,4_"
dcido 2-etil-hexanoico 1,1 008 009 | 05 | 02 0.4 01 | 01 0,1 0,1 01 02
dcido nonandico 02 01 02 | 01 | 02 03 | 03 | 04 | 05 02 02 04
dcido decandico 3,0 1,9 32 | 99 3,1 2.5 45 3.8 4,7 2.3 2,1 3,0
dcido benzéico 33 23 40 40 | 3.7 34 0.8 0,7 0,8 0,5 0.4 0,7
acido dodecandico 1.6 0.4 1% 1,6 1,2 1,8 0,4 0,5 0,6 0,5 0,6 0,3
‘n=3

Exceptuando o acido acético, os acidos gordos que mais contribuem para estes
valores percentuais sdo os acidos hexandico, octandico e decandico. Os vinhos
Verdelho sdo os que apresentam teores mais elevados destes trés compostos.
Conjuntamente totalizam 90,9+1,4 % da fracgdo livre aromatica dos 4acidos gordos nos
vinhos desta casta. Relativamente aos vinhos das outras castas as percentagens sdo de
20,6+1,6, 37,843,0 e 79,242,1 %, para os vinhos Boal, Sercial e Malvazia,
respectivamente.

A concentragio do 4cido hexandico varia significativamente em fungdo da casta
e do ano de vindima (tabela 3.16). Os vinhos da casta Boal sdo os que apresentam as
concentragdes mais baixas (36,8+7,3 ug.L™") deste 4cido, contrariamente aos vinhos da
casta Verdelho (551,8+95,6 ug.L"). Para os vinhos das castas Malvazia e Sercial, a
concentragdo média determinada para o acido hexandico foi de 163,2438,9 ug.L"' e de

136,5+40,7 pg.L™, respectivamente (figura 3.39).
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Os vinhos das castas Sercial e Verdelho sdo os mais ricos em acido octandico,
apresentando uma concentragdo de 683,7£115,7 ug.L"' para os primeiros e 654,1£11,3
ng.L' para os segundos, enquanto que, os da casta Malvazia apresentam teores mais
elevados em 4cido hexandico (551,8+95,6 ug.L"). Nos vinhos da casta Boal foram
determinados valores similares para estes dois acidos, 36,8+7,3 ug.L"' € 28,146,5 pug.L-

! respectivamente (tabela 3.16).
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Figura 3.39 — Teores médios (médiatdesvio padrio) dos dcidos hexandico e octandico presentes

nas guatro variedades de vinhos Madeira estudadas.

As 4reas relativas dos 4cidos butandico e 3-metilbutandico sdo muito baixas
verificando-se, no entanto, que em qualquer dos vinhos das castas estudadas, as areas
relativas do acido butanéico sio superiores as do acido 3-metilbutandico.

Os vinhos produzidos em 1998 sdo os que, em média, apresentam os teores mais
baixos em 4cidos gordos volateis (5,0£1,4 %). Para as vindimas de 1999 e 2000 a
contribuicdo deste grupo de compostos para a fracgéo livre foi de 5,3 £2,0 % ¢ 6,4 £1,2
%, respectivamente (figura 3.40).

Verificou-se que nos vinhos das castas Sercial e Verdelho a percentagem das
areas relativas dos acidos gordos volateis, nas trés vindimas efectuadas, manteém-se
praticamente constante. Nos vinhos das castas Malvazia e Boal ndo se verificam

variagdes significativas nos teores de acidos gordos entre as vindimas de 1998 ¢ 1999.
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Da vindima de 1999 para a vindima de 2000 observou-se um aumento na percentagem
de area relativa nos vinhos destas duas castas, maior nos vinhos da casta Boal, 43,2 %,

do que nos vinhos da casta Malvazia, 31,4 %. A figura 3.40 permite visualizar as

variacoes referidas.

Acidos gordos volateis

Area relativa (%)

VB98 VB99 VB00 VM98 VM99 VMO0 V898 VS99 VS00 VV98 VV99 VV0O0

Figura 3.40 — Variagdio da percentagem relativa dos dcidos gordos voliteis nas diferentes castas

produtoras de vinho Madeira para as trés vindimas estudadas.

3.5.4 Esteres

Sdo formados maioritariamente durante o processo fermentativo pelo

metabolismo das leveduras e durante a conservagdo do vinho por esterificagdo quimica.

3.56.4.1 Acetatos de alcoois superiores

A reacgdo de esterificagdo do 4cido acético com alguns alcoois superiores
(nomeadamente o 2-metilbutan-1-ol, o hexan-1-ol e o 2-feniletanol) origina os acetatos
de alcoois superiores - acetato de isoamilo, acetato de hexilo e acetato de 2-feniletilo,
possuidores de odores intensos muito particulares. Participam no aroma dos vinhos de

castas neutras, podendo em alguns casos mascarar o aroma varietal. A figura 3.41
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mostra as concentragdes médias (médiatdesvio padrido) dos acetatos de alcoois

superiores nos vinhos das diferentes castas, nas trés vindimas estudadas.

M isoamilo 7 hexilo M 2-feniletilo
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Figura 3.41 — Teores médios (médiatdesvio padrio) dos acetatos de dlcoois superiores

identificados nos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas.

Verificou-se que dos acetatos de alcoois superiores, o acetato de isoamilo, que
proporciona odores “banana”, é o que apresenta teores médios mais elevados,
contrariamente ao acetato de 2-feniletilo minoritario em qualquer das castas estudadas.

S&o os vinhos das castas Verdelho e Sercial que apresentam, em média, os
teores mais elevados em acetato de isoamilo respectivamente, 216,7426,9 ug.L”' e
179,6+23,4 ug.L"', contrariamente aos vinhos da casta Boal com teores médios da
ordem dos 16,046,1 pug.L™". Os vinhos das castas Boal € Malvazia sio os mais ricos em
acetato de hexilo, enquanto que, o acetato de 2-feniletilo é minoritério nos vinhos de
qualquer das castas estudadas.

Para um nivel de confianga de 95 %, as diferencas observadas entre os valores
médios do acetato de 2-feniletilo nos vinhos Boal e nos vinhos Malvazia, Sercial e
Verdelho, sdo estatisticamente significativas.

Relativamente ao ano de vindima, verificou-se um decréscimo gradual destes
compostos da vindima de 1998 (1,5£0,1 %) para a de 1999 (1,240,1 %) e desta para a
de 2000 (0,940,07 %). Nos vinhos das castas Boal, Sercial e Verdelho, a percentagem
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de acetatos de alcoois superiores mantém-se praticamente constante para as trés
vindimas estudadas, contrariamente ao observado nos vinhos da casta Malvazia para os
quais ocorreu um decréscimo significativo da vindima de 1998 para a de 1999
(51,4%2,7 %) e desta para a de 2000 (32,5£10,4 %)

A figura 3.42 mostra a variagdo da percentagem relativa nas vindimas de 1998,

1999 e 2000, dos acetatos de alcoois superiores, ésteres etilicos de 4cidos gordos e de

acidos fixos.

B Acetatos & [st. dc. fixos # [st. ac. gordos
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Figura 3.42 — Variagio da percentagem relativa dos acetatos de dlcoois superiores, dos ésteres
de dacidos gordos e de dcidos fixos para cada vindima efectuada, nas diferentes variedades de

vinho Madeira.

3.5.4.2 Esteres etilicos de acidos gordos

Os ésteres etilicos dos 4cidos gordos sdo formados pelas leveduras, em
condi¢des anaerdbias, durante a fermentagdo alcodlica e, contrariamente a maioria dos
ésteres, a sua concentragdo diminui ao longo da conservagdo. Participam na finesse
aromatica dos vinhos novos conferindo-lhes aromas agradaveis de “cera” e de “mel”.

A figura 3.43 representa um extracto de um cromatograma SIM

(m/z=88+101+157) de alguns ésteres etilicos de acidos gordos, de uma amostra de

vinho Malvazia da vindima de 2000.
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Figura 3.43 — Cromatograma SIM (m/z=88+101+157) dos ésteres etilicos de dcidos gordos de
uma amostra vinho Malvazia da vindima de 2000.
Legenda: 1- hexanoato de etilo; 2- octanoato de etilo; 3- nonanoato de etilo; 4- decanoato de etilo: 5-

succinato de dietilo; 6- dodecanoato de etilo; 7- tetradecanoato de etilo; 8- hexadecanoato de etilo.

Constituem o segundo grupo mais abundante nos vinhos das castas estudadas,
representando, em média, 28,5t14,4 % do total da frac¢do livre aromdtica,
considerando os trés anos.

Os vinhos da casta Verdelho sio os mais ricos neste tipo de compostos. Para
esta casta, da totalidade dos compostos volateis que constituem a frac¢do livre,
45,3£7,7 % sdo de ésteres etilicos de 4cidos gordos, considerando as trés vindimas.
Inversamente, sdo aos vinhos da casta Boal que correspondem as percentagens mais
baixas deste grupo de compostos, totalizando 9,1+0,9 %. Aos vinhos das castas
Malvazia e Sercial correspondem percentagens que ndo sdo significativamente
diferentes, 34,21+3,0 % para os primeiros e 25,445,2 % para os segundos.

De entre os ésteres analisados o acetato de etilo é, quantitativamente, o mais
abundante (tabela 3.17). Apesar de uma pequena quantidade se formar durante a
fermentagdo alcodlica, a maior parte é proveniente da intervengdo de bactérias acéticas,
em condi¢des aerobias, durante a conservagdo do vinho. E responsavel por
caracteristicas olfactivas marcadas por um odor “acre” e “sufocante”. Com um limiar
de percepgao olfactiva nos vinhos na ordem dos 160 mg.L™', participa da complexidade
aromatica favoravel a qualidade do vinho entre os 50 e 80 mg.L"', contrariamente ao

sabor a “queimado” quando presente em teores relativamente elevados (>120 mg.L™).
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Niao existem diferencas estatisticamente significativas, entre os teores de acetato de
etilo nos vinhos das castas estudadas.
Na tabela 3.17, estio registados os valores médios dos ésteres etilicos dos

acidos gordos para os vinhos das diferentes castas.

Tabela 3.17 Valores médios obtidos para os principais ésteres etilicos dos dcidos gordos.

Esteres etilicos de VB YM VS Yy
scidos gordos 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000
pg.l -
acetato de etilo 10949 16051 12915 | 9780 8079 13766 | 17486 11587 18602 | 15839 14191 10311
hexanoato de etilo 1037 956 968 | 1126 177,7 1652 | 4554 3404 3118 | 6858 7264 6219
octanoato de etilo 108, 1050 93,1 | 4159 3690 3655 | 5824 4337 399,01 | 16435 1101,9 1673,6
decanoato de etilo 391,7 351,5 3114 | 1983,7 2051,6 1094,7 | 46l,1 508,4 466,7 | 2311,9 1566,0 2081,0
Ac/Api
nonanoato de etilo 33 2,9 23 1,6 0.9 15 | 08 05 0,5 1,7 11 10
benzoato de etilo 0,4 0,5 0.5 0,6 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,4 0,2 0,4
cis-9-decenoato de etilo 0,3 0,3 0,3 6,2 3,7 2,0 13:2 9.8 9,0 25,7 23,8 25,9
5 benzenoacetato de etilo 14 1,7 1,7 337 22 42 0,8 0,6 0,6 1,1 07 14
! dodecanoato de etilo 5,9 9,1 8,1 31,4 25:2 26,0 | 12,0 14,0 9,2 20,5 27,1 237
i tetradecanoato de etilo 2,5 1.7 1,9 10,0 9,3 13,2 3.3 2.5 2,3 7.6 5,0 7,0
‘n=3

hexadecanoato de etilo 8,3 7,6 6.8 40,8 343 33,0 | 233 17,4 25,9 13,7 15,8 13,9
Os ésteres etilicos dos acidos gordos com 6, 8 e 10 atomo de carbono (Cg, Cs, € |
C,o) sdo os mais significativos, ndo sé pelas concentragdes em que se encontram, como
pelos agradaveis odores a fruta (papaia, banana, morango, ananas) que transmitem aos
vinhos. Conjuntamente contribuem com 74,0£1,9 % para o total da frac¢do livre dos
ésteres etilicos dos acidos gordos nos vinhos da casta Boal. Para os vinhos das restantes
castas os valores sdo de 76,0+5,2 % para os vinhos Malvazia, 74,7t1,4 % para os
vinhos Sercial e 87,112,4 % para os vinhos Verdelho.
Os vinhos da casta Verdelho possuem teores de octanoato e decanoato de etilo
significativamente mais elevados do que os vinhos das outras castas (figura 3.44). Os
vinhos Boal sdo os que apresentam as concentragdes mais baixas deste grupo de
compostos. As concentragdes em que estes compostos se encontram nos vinhos da

casta Verdelho (1473,04321,7 ug.L"' em octanoato de etilo ¢ 1986,3+311,8 ug.L" em

decanoato de etilo), superiores aos respectivos limiares de percepgao olfactiva (580
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ug.L" para o octanoato e 510 ug.L! para o decanoato), determinam a sua contribuicio
com nuances florais ¢ frutadas, nomeadamente a “banana”, “ananas” e “péra”, para o
aroma dos vinhos destas duas castas. O decanoato de etilo com uma concentragdo
média de 1710,04435,9 ug.L™', também participa com notas frutadas para o aroma do

vinho da casta Malvazia.
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Figura 3.44 — Teores médios (médiatdesvio padrao) dos ésteres etilicos de dcidos gordos

quantificados nos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas.

O hexanoato de etilo, por se encontrar em concentragdes superiores ao seu
limiar de percepgdo olfactivo (80 ug.L™'; Etiévant, 1991), garantindo um indice
aromatico (/=concentracdo/limiar de percepgdo  olfactiva) superior a unidade,
contribui com aromas frutados, essencialmente a “mag¢a”, em qualquer dos vinhos das
castas estudadas (tabela 3.16). Analogamente ao verificado para o éster do acido Cg, os
vinhos da casta Verdelho (678,1152,7 ug.L™") sdo os mais ricos em hexanoato de etilo,
contrariamente aos vinhos da casta Boal (98,7+4,4 ug.L™") que apresentam os teores
mais baixos.

Os vinhos das castas Malvazia e Verdelho possuem teores de decanoato de etilo

significativamente mais elevados do que os determinados nos vinhos das outras castas
estudadas (figura 3.44).
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Relativamente ao ano de vindima, ndo hd uma tendéncia notdria no
comportamento dos ésteres. Verificou-se um ligeiro decréscimo (3,8£0,7 %) da
vindima de 1998 para a de 1999, seguindo-se um aumento de 5,7£1,8 % da vindima de
1999 para a de 2000 (figura 3.42). Os vinhos das castas Boal ¢ Verdelho, apresentam
valores percentuais mais elevados na vindima de 2000, enquanto que nos vinhos da

casta Sercial e Malvazia as percentagens mais elevadas verificaram-se na vindima de
1998 (figura 3.42).

3.56.4.3 Esteres etilicos de acidos fixos

Tendo em consideracdo as trés vindimas efectuadas, os ésteres etilicos dos
4cidos fixos totalizam, em média, 4,7%%2,9 % da fracgdo livre aromadtica. Os vinhos
das castas Sercial (8,4+1,3 %) e em menor extensdo das castas Malvazia (5,7+0,7 %) e
Boal (3,6£0,9 %) sdo os mais ricos neste tipo de compostos, contrariamente aos vinhos
da casta Verdelho, cuja contribuigdo para a frac¢do livre aromatica ¢ de 1,0£0,04 %.

Na tabela 4. AA (pdg. 285) estdo registados os teores médios dos ésteres etilicos
dos 4cidos fixos para os vinhos das diferentes castas estudadas.

O lactato de etilo e o succinato de dietilo sdo os ésteres predominantes.
Conjuntamente perfazem 98,5+0,4 % da totalidade da fracgdo livre deste grupo de
compostos nos vinhos da casta Boal. Nos vinhos da casta Malvazia a contribuigdo
destes dois ésteres ¢ de 88,444,7 %, nos vinhos Sercial de 95,8+0,3 % e nos vinhos
Verdelho contribuem com 84,9+1,5 %, para a frac¢do livre aromatica dos ésteres
etilicos dos acidos fixos.

Relativamente ao ano de vindima, verificou-se que com excepgdo dos vinhos da
casta Boal, para os quais a percentagem relativa de ésteres de acidos fixos aumenta de
37,8 % da vindima de 1999 para a de 2000, nos vinhos das castas Malvazia, Sercial e
Verdelho, a percentagem deste grupo de compostos mantém-se praticamente constante
para as trés vindimas estudadas (figura 3.42). A vindima de 1998 foi a que apresentou,
em média, as percentagens mais elevadas em ésteres etilicos de é4cidos fixos (5,1£1,0
%).
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Dos restantes grupos, os compostos carbonilados contribuem, com uma
percentagem média, de 3,140,8 % para a totalidade da fracgdo livre aromatica dos
vinhos da casta Boal. Das castas estudadas, foram os vinhos da casta Verdelho que
apresentaram os teores mais baixos dos compostos deste grupo, apenas 0,440,01 % do
total da fracgdo livre. Nos vinhos das castas Malvazia e Sercial, a contribui¢do deste
grupo de compostos para a fracgdo livre total de cada casta ¢ de 1,30,3 % e 0,940, 1 %,
respectivamente. O acetaldeido ¢ o benzaldeido sdo os que mais contribuem para os
valores percentuais referidos.

Os teores de acetaldeido néo diferem significativamente entre os vinhos das

f
t
!

diferentes castas (de 15,7439 mg.L'] nos vinhos da casta Verdelho a 23,3+3,5 mg.L"
nos vinhos da casta Boal).

Relativamente ao benzaldeido, os vinhos da casta Boal (167,0£15,3 pg.L™h
apresentam teores bastante superiores aos das outras castas, contrariamente aos vinhos
da casta Verdelho para os quais foram determinados os teores mais baixos (17 1E1.3
ug.L™).

Na tabela 3.18, estdo registados os valores médios destes dois compostos

carbonilados determinados nas vindimas de 1998, 1999 e 2000.

Tabela 3.18 Concentragio média (n=3) de acetaldeido e benzaldeido nos vinhos das diferentes

castas para as trés vindimas efectuadas.

Compostos VB VM VS AAY%
carbonilados 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000
acetaldeido (mg.L™") 272 22:1 20,6 12,6 24,5 18,4 15,3 26,2 18,1 11.9 19,7 15,6
benzaldeido (ug.L'") | 171,7 1499 1794 | 804 719 70,2 | 40,1 27,9 4268 | 174 182 157

Verificou-se que nos vinhos das castas Sercial e Verdelho, a percentagem
relativa deste grupo de compostos mantém-se praticamente constante para as trés
vindimas estudadas (figura 3.45), o mesmo sucedendo com os vinhos das castas Boal e
Malvazia nos anos de 1998 e¢ 1999. Para estas duas castas verificaram-se, no entanto,
variagdes acentuadas da vindima de 1999 para a de 2000, com um aumento de 68,448, 1
“ na frac¢do livre aromética dos vinhos da casta Malvazia ¢ de 62,316,9 % nos vinhos

da casta Boal.
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A figura 3.45 mostra a variagdo da percentagem relativa dos compostos
carbonilados (aldeidos e cetonas — Ald/Cet) nas diferentes castas estudadas, para cada

vindima efectuada.

Ald/Cet

Area relativa (%)

oV
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Figura 3.45 — Varia¢io da percentagem relativa dos compostos carbonilados (Ald/Cet)

nas diferentes castas de vinho Madeira, para cada vindima estudada.

Os furanos (0,240,1 %) e os fendis volateis (0,0940,06 %) sdo os grupos de
compostos aromaticos que menos contribuem para a fracgdo livre total dos vinhos
Madeira das diferentes castas.

Contrariamente aos vinhos da casta Sercial, para os quais a contribui¢do dos
compostos furdnicos para a frac¢do livre total ¢ de apenas 0,1+0,01%, os vinhos da
casta Verdelho apresentam a contribui¢do mais elevada deste grupo de compostos,
0,3+£0,05 %. Nos vinhos das castas Boal e Malvazia a contribui¢do dos compostos
furanicos para a totalidade da fracgdo livre ¢ similar, 0,240,04 % para os primeiros e
0,2+0,03 %, para os segundos.

Para a baixa percentagem atribuida aos furanos contribuem, quase
exclusivamente, o furfural e o 5-(hidroximetil)furfural, que conjuntamente perfazem
nos vinhos da casta Sercial 92,0+1,2 % da fracgéo livre total dos compostos furdnicos.
Nos vinhos das castas Boal, Malvazia e Verdelho, a contribuicdo é de 73,3+2,9 %,
90,4%2.,6 % e 87,0+1,3 %, respectivamente.

Nos vinhos das castas Malvazia, Sercial e Verdelho, observou-se uma

diminui¢do gradual, mas pouco significativa, dos teores dos compostos furdnicos
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(figura 3.46) ao longo das trés vindimas estudadas. Este facto nido se verifica nos
vinhos da casta Boal para os quais ocorreu um aumento acentuado (65,2 %) da vindima
de 1999 para a de 2000.

A variagdo da percentagem relativa dos compostos furdnicos e dos fendis
volateis, nos vinhos das diferentes castas estudadas para cada vindima efectuada, est4

representada na figura 3.46.

& Fendis volateis & Furanos

Area relativa (%)

Figura 3.46 — Variagio da percentagem relativa dos compostos furanicos ¢ dos Jfendis voldteis

nas diferentes castas, para cada vindima.

Dos vinhos estudados, sdo nos da casta Sercial que os fenodis volateis mais

contribuem para a frac¢do livre aromatica, 0,2+0,05 %. Nos vinhos da restantes castas,

a contribui¢do deste grupo de compostos para a totalidade da frac¢do aromatica é
inferior, 0,140,009% para os vinhos da casta Boal, 0,06+0,01 % para os vinhos da casta
Malvazia e 0,04£0,009 % para os vinhos da casta Verdelho.

Deste grupo de compostos, sdo de realgar as dreas relativas, significativamente
mais elevadas, o eugenol (0,2£0,04) nos vinhos da casta Boal e o 4-etilguaiacol
(0,7£0,1) nos vinhos da casta Sercial, comparativamente aos vinhos das outras castas.

Nos vinhos da casta Malvazia, verificou-se um decréscimo acentuado, de
35,947,3 %, na percentagem relativa dos fendis volateis da vindima de 1999 para a de
2000. Para os vinhos das outras variedades, a percentagem relativa deste grupo de

compostos manteém-se praticamente constante nas trés vindimas (figura 3.46).

170

R R R R R




Resultados e Discussdo

Verificou-se (figura 3.47) que nas duas primeiras vindimas efectuadas, 1998 e
1999, as areas totais relativas dos compostos da fracgdo livre aromatica permanecem
praticamente constantes em qualquer dos vinhos estudados. Na vindima de 2000,
constata-se um decréscimo do total da fracgdo livre aromatica nos vinhos das castas
Boal (25,7 %) e Malvazia (22,5 %) relativamente a vindima de 1999, ¢ um aumento

nos vinhos da casta Sercial (29,8 %). As razdes deste comportamento estdo

relacionadas, principalmente, com as variagdes verificadas nos éalcoois superiores,
4cido gordos volateis e ésteres etilicos dos acidos gordos.

Na figura 3.47, representa-se o total da frac¢do livre aromdtica das diferentes

castas, para cada vindima efectuada.
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Figura 3.47 — Variagio da frac¢do livre aromdtica total nas diferentes castas estudadas, para

cada ano de vindima.

3.6 AVALIACGAO DA CONTRIBUICAO AROMATICA DE ALGUNS
COMPOSTOS NOS VINHOS DAS CASTAS ESTUDADAS

A importincia de um determinado composto quimico no aroma do vinho
depende ndo sé da concentragfo em que este se encontra, mas também do limiar de
5 percepgdo olfactivo do referido composto. Para poder ter em conta os dois factores,

definiu-se o denominado coeficiente aromdtico ou indice aromatico (I), que
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corresponde ao coeficiente entre a concentragdo de uma substancia ¢ o seu LPO
(I=concentracdo/limiar de percep¢do). Este pardmetro ndo tem unidades pelo que,
arbitrariamente, se expressa como numero de unidades olfactivas (OAV)', e permite
identificar os compostos que intervém, efectivamente, no aroma final dos vinhos.

Genericamente, consideram-se como participantes no aroma dos vinhos os
compostos que apresentem um indice aromatico, I, superior a unidade. No entanto,
compostos com />0,5 OAV, devido essencialmente a efeitos sinergéticos, poderdo
contribuir para a complexidade aromatica do vinho.

Na tabela 3.19 descrevem-se alguns dos compostos, que por apresentarem
valores de indice aromdtico superior a unidade, contribuem para o aroma das diferentes
variedades de vinho Madeira estudadas. Saliente-se, no entanto, que a determinagdo do
indice aromdtico foi efectuada apenas com os compostos que foram quantificados
existindo, muito provavelmente, outros compostos que participam no aroma dos vinhos

das castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho.

Tabela 3.19 Limiares olfactivos, descritores aromdticos (Ferreira et al.,1998; Ferreira et
al.,1993) e indices aromdticos dos compostos quantificados que contribuem para o aroma dos

vinhos das castas Boal (VB), Malvazia (VM), Sercial (VS) e Verdelho (VV).

1 (concentragiao/limiar de percepgio)

Compostos LPO?® vinho (i-ng-"I) Descritores aromaticos

VB VM VS VY

acetato de etilo 12264° anands, balsamico, solvente 1,1 1,0 1,3 L1
acetato de isoamilo 50 banana, magd, solvente 0,3 2,2 3,5 4,3
hexanoato de etilo 80 banana, magd verde, anis 1,2 19 4,6 8,5
octanoato de etilo 580 magd, péra, floral, adocicado 0,2 0,7 0.8 2,5
7 B-damascenona 0,05 Sfloral, fiuto exotico 1,3 2.5 1,1 1,3
decanoato de etilo 510 acidos gordos, frutado 0.7 3.4 0.9 3.9
2-feniletanol 1400 rosas, mel 2,5 1,2 0,7 0,7

a: Guth, 1997; b: Ferreira, et. al., 2002.

Os vinhos da casta Boal sdo caracterizados por apresentarem, em média,
percentagens de alcoois superiores, compostos carbonilados e fendis volateis,
superiores as determinadas para os vinhos das outras castas. Os vinhos desta casta
apresentam os teores mais baixos em acetatos de dlcoois superiores ¢ 0s mais elevados

em benzaldeido e alcool benzilico. Dos compostos quantificados, participam no aroma

"OAV: Do inglés Odour Activity Value
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desta casta o acetato de etilo, o hexanoato de etilo, a f-damascenona e o 2-feniletanol,
conferindo aos vinhos Boal aromas “frutados” ¢ “florais”, essencialmente.

Os vinhos da casta Malvazia sdo os mais ricos em compostos terpénicos cujos
teores sdo, no entanto, inferiores ao limiar de percepgdo olfactiva, pelo que a sua
contribuigdo para o perfil aromatico dos vinhos das castas estudadas ¢ pouco
significativa. O acetato de etilo com notas “frutadas” e a “solvente”, os ésteres etilicos
de acidos gordos: hexanoato de etilo e decanoato de etilo com odores a fruta,
essencialmente a “banana”, “ananas” e a “péra”, o 2-feniletanol com aroma a “rosas” e
a “mel”, e a P-damascenona com notas a “frutos exoticos”, sdo os compostos
aromaticos da frac¢do livre volatil que mais contribuem para o perfil aromatico dos
vinhos da casta Malvazia.

A figura 3.48 mostra a distribui¢do dos compostos que mais contribuem para o

perfil aromatico dos diferentes vinhos estudados.

acetato de etilo

4 |
2-feniletanol acetato de isoamilo
g 2 [ )
A
* ] =
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ol _ ;
decanoato de etilo L octanoato de etilo
¢ Boal W Malvazia
A Sercial @ Verdelho

B-damascenona
Figura 3.48 — Distribuicdo de alguns dos compostos que contribuem para o perfil aromdtico dos

vinhos Madeira.

O acetato de etilo, o acetato de isoamilo, o hexanoato de etilo e a [3-
damascenona contribuem, essencialmente com nuances a “frutos” para o aroma dos
vinhos da casta Sercial. Das castas estudadas, sdo os vinhos desta casta que apresentam

0s teores mais baixos de 2-feniletanol.
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Para as notas frutadas e florais apresentadas pelos vinhos da casta Verdelho,
contribuem os acetatos de etilo e isoamilo, os ésteres etilicos dos acidos gordos em Cg,
Cg e Cy € a B-damascenona.

As estruturas quimicas dos sete compostos que participam, efectivamente, no
aroma dos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas, determinados através dos

indices aromdticos, estdo representadas na figura 3.49.

\/O\(”,/ \(vo“ SO \/O\Q/W

0
acetato de etilo acetato de isoamilo hexanoato de etilo octanoato de etilo
B;M, S,V M, S,V B,M,S, V A%
OH
O
\/O\n/\/\/\/ =
0}
decanoato de etilo 2-feniletanol [-damascenona
M,V B,M B,M,S, V

Figura 3.49 — Estruturas quimicas dos compostos odorificamente activos dos vinhos das castas

Boal (B), Malvazia (M), Sercial (S) e Verdelho (V).

3.7 COMPARAGAO DOS COMPOSTOS AROMATICOS LIVRES NAS UVAS,
MOSTOS E VINHOS

A figura 3.50 evidencia, a evolu¢do dos diferentes grupos de compostos
aromaticos nas uvas, mostos e vinhos da casta Sercial. Para as castas Boal, Malvazia e
Verdelho o padrao de distribui¢do dos diferentes grupos ¢ similar.

Nas uvas das castas estudadas, ndo foram identificados acetatos de alcoois
superiores, ¢steres de acidos gordos e de acidos fixos, corroborando o descrito na
Introdugdo de que estes compostos terdo a sua génese nas etapas subsequentes da
elaboragdo do vinho (fermentagdo e conservagao). Constata-se que a percentagem de
compostos terpénicos nas uvas ¢ elevada devido a contribuicio de varios
monoterpenos, principalmente, o (-)-limoneno, o copaeno, o o-cubebeno e o o-

farneseno. Os teores de monoterpendis sdo relativamente baixos, sendo os mais
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abundantes sdo o linalol e o geraniol, contrariamente ao o-terpineol e nerol existentes

em quantidades vestigiais.

mUS m@mMS =VS
120
= |
5 90
poa]
o
=
z 60 f =
=
e : =
g
2 301 8 El
T 858 .
E
- | 5
0 £ - |
Terp Nor. C13 Al Acctatos  Ac Est . dac.  Est de. Ald/Cet Fendis Furanos

superiores gordos gordos fixos voliteis
volateis

Figura 3.50 - Evolugdo dos diferentes compostos aromdticos da fracgdo livee das uvas, (excepto
o (-)-limoneno), dos mostos (excepto o hexan-I-ol) e dos vinhos (exceptuando o 2-metil-1-
butanol, o 2-feniletanol e o decanoato de etilo) ao longo do processo de elabora¢io do vinho,

para a casta Sercial (US - Uvas Sercial; MS - Mosto Sercial; VS - Vinho Sercial).

E significativa a evolugio dos teores dos alcoois superiores das uvas para os
mostos e principalmente destes para os vinhos (289,5+16,3 %), confirmando a sua

formagdo na fase pré-fermentativa e, essencialmente, na fase fermentativa.

E igualmente significativa a evolugdo dos ésteres etilicos dos acidos gordos dos
mostos para os vinhos com 8 meses de conservagdo, comprovando que a sua génese

ocorre fundamentalmente nesta fase, de acordo com o esperado.

A detecgdo e identificagdo dos ésteres etilicos dos acidos fixos apenas nos
vinhos, ¢ indicador da sua origem no processo fermentativo e, principalmente, durante

a conservagdo do vinho.

Os teores elevados de (F)-hex-2-enal e hexanal, justificam a elevada
percentagem dos compostos carbonilados nas uvas relativamente aos mostos e aos

vinhos.
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3.8 ESTUDO DA FRACCAO LIVRE NO DECURSO DO ENVELHECIMENTO
POR HS-SPME

O envelhecimento é uma das etapas mais importantes na elaboragdo de um
vinho, durante a qual ocorrem profundas alteragdes na sua composi¢do volatil e
aromatica. As reacgdes de oxidagdo associam-se outras reacgdes quimicas,
nomeadamente: esterificagio/hidrolise, acetalisagéo, degradagdo de agucares, entre
outras, que alteram o perfil aromatico dos vinhos conferindo-lhes as qualidades
organolépticas caracteristicas do envelhecimento. Diminuem progressivamente o0s
aromas “florais” e a “frutos” caracteristicos dos vinhos jovens, surgindo aromas mais
complexos, especialmente a “noz”, “coco” e “especiarias”.

Os vinhos Madeira atingem a sua tipicidade aromatica apos vdrios anos de
envelhecimento. A duragdo e as condigdes em que decorre, desempenham um papel
determinante na qualidade do produto final. Este processo tem uma incidéncia ainda
maior no caso dos vinhos Madeira, tendo em conta a sua longevidade. De acordo com
alguns investigadores, as principais modificagdes do aroma ocorrem nos primeiros seis

meses, embora continuadas durante todo o envelhecimento.

Um vez estudada a fracgdo volatil constituinte das uvas, dos mostos e dos vinhos
monovarietais das diferentes castas, foi nosso propésito, por um lado, avaliar o
comportamento de alguns compostos como os ésteres, acidos gordos e alcoois
superiores no decurso do processo de envelhecimento dos vinhos, e por outro, detectar
eventuais compostos que se formam durante o envelhecimento e que poderdo participar
no “bouquet” dos vinhos Madeira.

Com este intuito, analisaram-se 32 amostras de vinhos Madeira das quatro castas
estudadas: 12 amostras de vinhos com 8 meses de conservagio (ano de 2000; 3 de cada
uma das castas), 12 amostras com 11 anos de envelhecimento (ano de 1990; 3 de cada
uma das castas) e 8 amostras com 25 anos de envelhecimento (ano de 1976; 2 de cada
casta), armazenados em cascos de madeira de carvalho. Os compostos volateis destes
vinhos foram extraidos por microextracgio em fase sélida com espago de cabega, HS-

SPME, de acordo com as condigdes do quadro 1.
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A figura 3.51 mostra a justaposi¢do dos cromatogramas de duas amostras de
vinhos Malvazia com 8 meses e 25 anos de envelhecimento, analisadas de acordo com

as condigdes do quadro I.

Vinho Malvazia 8 meses \ Vinho Malvazia 25 anos ‘
Scan e Ly Ind. Retengdo
Tempo (mn) JH (RI)
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40:00 | 1 | e—— 2
i ——— i
CioCy ; %— 5‘-. '
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Figura 3.51 ~Cromatogramas GC-MS resultantes da extrac¢io por HS-SPME de duas amostras
de vinhos da casta Malvazia, com 8 meses ¢ 25 anos, respectivamente.

Legenda: 1- dcido acético; 2- furfural; 3- 1, 1-dietoxietano; 4- benzaldeido; 5- benzoato de etilo; 6-
benzenoacetato de etilo; 7- dlcool benzilico; 8- 3-hidroxihexanoato de etilo; LE- lactato de etilo; SDE-
succinato de dietilo; FeOH— 2-feniletanol; CsCr hexanoato de etilo; CyCs— octanoato de etilo; CC

decanoato de etilo; C),Cr dodecanoato de etilo; C;5C - hexanoato de etilo).

E notdria a evolucdo de alguns compostos ao longo do envelhecimento dos
vinhos, com especial realce para os ésteres etilicos de acidos gordos, que apresentam

uma nitida diminui¢do da altura do pico, contrariamente ao aumento significativo dos
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&steres etilicos dos écidos fixos (lactato de etilo e succinato de dietilo), do 3-

hidroxihexanoato de etilo e do benzoato de etilo.

Verificou-se um aumento dos teores dos isomeros do 6xido de linalol de
35,9+4,7 % nos primeiros 11 anos. Este aumento, embora menos acentuado (9,612,3
%) continua até aos 25 anos de envelhecimento. Durante o intervalo de tempo
considerado, os teores do isomero frans- sao superiores aos do isdmero cis-.

Os norisoprendides em Ci3 (Nor. C13), que se encontram sob a forma
glicosilada nas uvas, apresentam um aumento significativo (55,317,4 %) nos primeiros
11 anos (de 2000 para 1990), seguida de uma diminuig¢ao acentuada (26,416,1 %), nos
14 anos subsequentes (1990 a 1976). Este facto deve-se, essencialmente, as variagoes
dos teores do TDN e em menor extensdo dos isdbmeros do vitispirano.

Os teores de vitispirano I sdo superiores ao do vitispirano 11 em qualquer dos
vinhos das castas estudadas. Apresentam uma evolucdo linear com o tempo de
armazenamento.

A figura 3.52 mostra a relagdo de proporcionalidade existente entre estes dois

1sOmeros.
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Figura 3.52 — Correlagdo entre os teor es de vitispirano I e vitispirano Il para os vinhos Madeira

estudados.

A B-damascenona apresenta uma diminuigdo acentuada com o envelhecimento.
Este composto, encontrando-se sob a forma glicosilada nas uvas, € susceptivel de ser

hidrolisado durante os processos de fermentagao dos mostos e nos primeiros meses de
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conservagio dos vinhos (Oliveira, 2001). Néo foi detectado nos vinhos com 25 anos de
envelhecimento.

Em termos genéricos e considerando as quatro castas estudadas, os teores dos
4lcoois superiores aumentam significativamente, em média, 24,7£6,3 %, durante os
primeiros 11 anos de envelhecimento. Este aumento ¢ devido, essencialmente, ao

aumento dos teores do 2- e 3-metilbutan-1-ol e do 2-feniletanol. A partir deste periodo

a evolugdo é menos pronunciada, apenas 3,1+1,7 %, nos 14 anos seguintes. A evolugdo
dos 4lcoois em Cy4 é pouco significativa. E de realgar, no entanto, que o quociente entre
os isomeros (E) e (Z) do hex-3-en-1-ol, que nos vinhos novos pode contribuir para a
diferenciacéo das diferentes variedades de vinho Madeira estudadas (tabela 3.15), tende
para um valor aproximadamente constante (2,6£0,2) ao fim de 25 anos de
envelhecimento.

A figura 3.53 ilustra o comportamento de alcoois superiores ao longo do

envelhecimento para os vinhos da casta Boal com 8 meses, 11 ¢ 25 anos,

| respectivamente.
m VB 2000 VB 1990 # VB 1976
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=
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Figura 3.53 — Evolugiio de dlcoois superiores ao longo do envelhecimento para vinhos da casta
Boal com 8 meses (2000), 11 (1990) e 25 anos (1976) de envelhecimento.

Legenda: mbu— 2+ 3-metilbutan-1-ol; but— butan-1-ol; hex— hexan-1-ol; (E)-3-hex- (E)-hex-3-en-1-o0l; (Z)-3-
hex- (Z)-hex-3-en-1-ol; (E)-2-hex- (E)-hex-2-en-1-ol; benz— alcool benzilico; FeOH— 2-feniletanol.
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Para os vinhos da casta Boal e durante os primeiros onze anos de conservagdo, a
evolucdo dos 4lcoois superiores ¢ pequena (2,240,6 %) contrariamente aos aumentos
significativos de 44,5+7,3 %, 24,4+8,2 % ¢ 19,644,9 %, verificados nos vinhos das
castas Malvazia, Sercial e Verdelho, respectivamente. Nos 14 anos seguintes os teores
dos édlcoois superiores continuam a aumentar devido, essencialmente, as variagdes do
2- ¢ 3-metilbutan-1-ol.

Os acetatos dos dlcoois superiores sofrem um ligeiro aumento (3,0£1,2 %) nos
primeiros onze anos de envelhecimento. Nos 14 anos subsequentes verificou-se um
aumento significativo nos teores dos compostos deste grupo (32,8+8,1 %) devido,

principalmente, ao aumento dos teores do acetato de isoamilo.

Durante o intervalo de tempo estudado, os acidos gordos volateis e os esteres
etilicos dos 4cidos gordos sdo relativamente estaveis. De 2000 para 1990 a
percentagem dos 4cidos gordos aumenta ligeiramente (5,941,8 %) mantendo-se
praticamente constante nos 14 anos seguintes. Os ésteres etilicos dos dcidos fixos serao
objecto de um estudo mais aprofundado. O grafico da figura 3.54 mostra a evolugdo de

alguns acidos gordos ao longo do tempo de conservagao.

| VB 2000 VB 1990  # VB 1976

Area relativa (Ac/Api)

pro abut mbut  ahex ahbe ahxe aoct ahbp afur

Figura 3.54 — Evolugdo dos teores de dcidos gordos ao longo do envelhecimento para os vinhos
da casta Boal com 8 meses (2000), 11 (1990) e 25 anos (1976).

Legenda: pro— acido propandico; abut- acido butandico; mbut— dcido 3-metilbutandico,; ahex— dcido
hexandico: ahbe— acido 2-hidroxibenzenoetandico, ahxe- dcido (E)-hex-2-endico, aoct— dcido octandico;

ahbp— acido 2-hidroxibenzenopropandico; afur— dcido 2-furanocarboxilico.
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Na figura 3.55 mostra-se a evolugdo da fracgdo livre aromatica total, expressa
em termos de areas relativas, nas diferentes variedades dos vinhos Madeira, ao longo
do envelhecimento. Sdo apresentados os valores encontrados para vinhos com 8 meses

(2000), com 11 anos (1990) e 25 anos (1976) de envelhecimento.

4000

3000{"

20004
1976
1990

(Ac/Api)

10004

Total fracgdo livre

VB V™M VS \'AY

Figura 3.55 — Evolu¢io da fracgdo livre aromdtica total dos vinhos das diferentes castas

estudadas ao longo do envelhecimento (extracgdo: HS-SPME, fibra PA-851um).

Em termos de dreas totais relativas dos compostos da frac¢do livre, verificou-se
para qualquer das castas um aumento significativo durante o intervalo de tempo
considerado. Nos vinhos das castas Boal e Verdelho o aumento ¢ mais acentuado nos
ultimos 14 anos estudados, 160,7+£14,6 % e 78,4+11,2 %, respectivamente.

Nos vinhos da casta Sercial, as variagdes das dreas relativas foram mais
evidentes nos primeiros 11 anos de envelhecimento aumentando 94,94+12,3 %, para nos
14 anos subsequentes manterem-se praticamente constantes (aumento de 4,0+0,9 %).

O comportamento irregular verificado nos vinhos da casta Malvazia, aumento
de 339,5+19,1 % nos primeiros 11 anos e decréscimo de 42,0+9,4 % nos ultimos 14
anos do estudo, ¢ devido principalmente, as variagdes nas areas relativas do 2- e 3-

metilbutan-1-ol, de 1134,3%124,6 em 2000 para 3155,5£234,9 em 1990 e
2741,4£212,6 em 1976.
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3.9 ESTUDO DA FRACGAO LIVRE NO DECURSO DO ENVELHECIMENTO
POR EXTRACGAO LiQUIDO-LIQUIDO

Dos varios grupos de compostos estudados, alguns justificam um estudo mais
aprofundado, caso dos ésteres, compostos carbonilados e lactonas. Para alguns deles,
especialmente para os ésteres de acidos fixos, acetais, lactonas e aldeidos furdnicos e
piranicos, a eficiéncia da fibra ¢ reduzida, pelo que optamos por outro método de
extracgao.

Para tal foram efectuadas analises em 86 amostras de vinhos (tabela 2.1; pag. 90)
das diferentes castas, conservados em cascos de madeira, na auséncia de oxigénio, de
idades muito diferenciadas (de 8 meses a 25 anos), utilizando a cromatografia em fase
gasosa com detecgdo por espectrometria de massa (GC-MS) em modo de impacto
electronico.

Os extractos dos vinhos foram obtidos por extracgdo liquido-liquido usando
como solvente extractor o diclorometano (DCM) de acordo com o método descrito em
2.63.1 (piag. 98). O estudo foi efectuado considerando as 4reas normalizadas

relativamente ao padrdo interno (octan-3-ol). i

A figura 3.56 mostra a justaposi¢io dos cromatogramas de dois vinhos da
mesma casta com 8 meses € 25 anos de envelhecimento, resultantes da extracgdo
liquido-liquido com DCM de acordo com o processo descrito, obtidos por GC-MS
utilizando como coluna capilar a Stabilwax.

Na tabela 5. AA (pag. 286) encontram-se descritos alguns compostos volateis

identificados nos vinhos das diferentes castas estudadas, resultantes da extracgao

liquido-liquido com diclorometano.

E notéria a evolugdo de alguns compostos ao longo do envelhecimento dos
vinhos, com especial realce para os ésteres etilicos de 4cidos gordos, que apresentam
uma nitida diminui¢do da altura do pico, contrariamente ao aumento significativo dos
¢steres etilicos dos 4cidos fixos (lactato de etilo e succinato de dietilo), do 3-

hidroxihexanoato de etilo e do benzoato de etilo.
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Figura 3.56 —Cromatogramas GC-MS resultantes da extrac¢do por DCM de duas amostras de
vinhos da casta Verdelho, com 8 meses e 25 anos, respectivamente.

Legenda: [- 2-metilbutan-1-ol; 2- acido acético; 3- cis-dioxano; 4- benzaldeido; 5- cis-dioxolano; 6- trans-
dioxolano; 7- trans-dioxano; 8- N-(3-metilbutil)acetamida; 9- dlcool benzilico; LE— lactato de etilo; SDE—

succinato de dietilo; FeOH— 2-feniletanol; SME- succinato de etilo; HMI- 5-(hidroximetil)furfural.

De um modo geral, durante o envelhecimento dos vinhos os diferentes grupos
de compostos apresentaram um comportamento coerente com o que foi referido na
Introdugdo (Capitulo 1). No que concerne ao comportamento dos alcoois superiores,
nas diferentes castas de vinho Madeira ao longo do envelhecimento, verificou-se um
aumento dos teores dos compostos deste grupo para qualquer das castas estudadas.

O grafico da figura 3.57 mostra a evolugdo dos teores dos alcoois superiores

para os vinhos das diferentes castas estudadas ao longo do envelhecimento.
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Figura 3.57 — Evolugio dos teores de alcoois superiores ao longo do envelhecimento dos vinhos

Muadeira (extracgao liguido-liquido com diclorometano).

Como se pode constatar, (figura 3.57) em qualquer das castas o aumento dos
teores dos alcoois superiores 4 mais acentuado dos 11 aos 25 anos de envelhecimento.
Durante este periodo sdo os vinhos da casta Boal que apresentam o aumento mais
significativo (107,246,2 %), contrariamente aos vinhos da casta Malvazia cujo aumento
foi de 56,013,9 %. Para os vinhos das castas Sercial e Verdelho o aumento verificado
foi de 77,9+4,2 % e de 94,1+5,8%, respectivamente. Dos 8 meses aos 11 anos de
envelhecimento, a variagdo dos teores de alcoois superiores nos vinhos da casta
Malvazia é pouco significativa, apenas 4,2+0,67 %, inversamente ao verificado para os
vinhos das castas Sercial ¢ Verdelho para os quais foi determinado um incremento de
70,5 % e de 69,7 %, respectivamente. Durante este periodo, o aumento dos teores dos
alcoois superiores nos vinhos da casta Boal foi de 42,148,1 %.

Estas alteracdes devem-se, essencialmente, as variagdes observadas nos teores

dos alcoois isoamilicos e 2-feniletanol.

3.9.1 Esteres

No decurso da conservagdo do vinho a composigdo em ésteres ¢ alterada devido,

essencialmente, as reacgdes de esterificagdo/hidrdlise. Estas sdo consideradas por
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Schreier et al., (1976) e Shinohara et al., (1979) como uma das principias reacgdes que
ocorrem ao longo do envelhecimento do vinho.

A evolugdo dos teores dos ésteres ¢ determinada pelo equilibrio da reac¢do de
esterificacdo entre o acido e o alcool, pelo que a concentragdao dos ésteres varia em
funcdo da concentragdo de acido correspondente. Ao longo do tempo a velocidade
destas reac¢des diminui, estando dependente de alguns factores como o pH, a natureza
¢ concentragdo dos acidos e a temperatura de conservagdo. Além disso, o elevado teor
de etanol presente nos vinhos Madeira favorece este tipo de reacgdes.

Relativamente aos vinhos velhos, sdo os ésteres etilicos dos 4cidos fixos como o

lactato de etilo, que mais poderdo contribuir para o seu “bouquet”.

3.9.1.1 Acetatos de alcoois superiores

Entre os ésteres, os acetatos de dlcoois superiores sdo os mais sensiveis ao pH e
a temperatura (Marais, 1978). A tabela 3.20 mostra a evolugdo média dos trés acetatos

de alcoois superiores, ao longo da conservagdo dos vinhos Madeira.

Tabela 3.20. Valores médios das dreas relativas (Ac/Api) obtidos para os trés acetatos de dlcoois

superiores nos vinhos estudados.

Acetatos de alcoois VB VM VS VvV
superiores 2000 1990 1976 2000 1990 1976 2000 1990 1976 2000 1990 1976
acetato de isoamilo 030 05 13 08 09 24 | 18 26 25 | 14 21 37
Aodtate deickile 007 01 02 | 0l 04 05 | 006 01 03 | 004 009 02
deetab-de TS ERIeuls 001 027 078 | 003 02 04 | 02 02 15 | 03 05 08

*p=3

Dos vinhos estudados sdo os da casta Verdelho que apresentam os valores
médios mais elevados de acetato de isoamilo (Ac/Api de 1,39 a 3,68), contrariamente
aos da casta Boal com areas relativas médias da ordem dos 0,35 a 1,28. Verificou-se
que dos trés acetatos considerados, o acetato de isoamilo ¢ o que apresenta valores

médios de areas relativas mais elevados constatando-se, durante o intervalo de tempo
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considerado, um aumento dos teores de acetato de isoamilo nos vinhos Madeira
estudados.

A figura 3.58 ilustra a existéncia de uma forte correlagdo entre os teores de
acetato de isoamilo e a idade do vinho, traduzida pelo elevado valor do coeficiente de
correlagdo (r =0,9072). De acordo com Silva Ferreira (1998), este comportamento
linear com a idade poderéd ser consequéncia da evolugéo similar do 4cido acético

devido a oxidag@o do vinho.
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Figura 3.58 — Evolugio dos teores de acetato de isoamilo verificada nos vinhos da casta Boal

(n=26) ao longo do envelhecimento.

Nos primeiros 11 anos de envelhecimento, o aumento dos teores destes
compostos, foi em média de 8,942,7 % para os vinhos das quatro castas, com 0s vinhos
da casta Boal a registarem o aumento mais significativo, 12,6+4,3%, contrariamente
a0s vinhos da casta Malvazia cujo aumento foi de apenas 4,2£1,3 %. Nos 14 anos
subsequentes, o aumento foi superior ao verificado durante os primeiros 11 anos,
26,1464 %, em média. Os vinhos das castas Boal e Malvazia com aumentos de
46,146,9 % e de 34,746,3 %, respectivamente, foram os que registaram um acréscimo
mais acentuado. Para os vinhos das castas Sercial e Verdelho o aumento foi de
14,342,9 % e 21,5%4,5 %, respectivamente.

Estes resultados contrariam os obtidos por Marais (1978), que constataram a
diminui¢do dos teores dos acetatos de alcoois superiores ao longo do envelhecimento

dos vinhos.
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3.9.1.2 Esteres etilicos de acidos gordos

Relativamente a evolug¢do dos ésteres etilicos dos acidos gordos ao longo do
envelhecimento, ndo ha uma tendéncia notdria. Para alguns investigadores (Simpson,
1978; Rapp e Glintert, 1985) os teores destes compostos aumentam no decurso do
tempo de armazenamento, enquanto que para outros (Marais, 1978) ocorre um
decréscimo.

Em qualquer dos vinhos Madeira das castas estudadas, verificou-se um

decréscimo acentuado dos teores dos ésteres etilicos de 4cidos gordos com o

envelhecimento. Esta diminuigdo ¢ significativa nos primeiros 11 anos, 45,5£11,7 %, e
menos acentuada nos 14 anos subsequentes, cujos teores diminuiram de 25,1£9,3 %
(figura3.59).

m 2000 1990 1976

Total areas relativas dos ésteres
(Ac/Api)

.

Figura 3.59 —Perfil da evolugio dos teores de ésteres etilicos de dcidos gordos no decurso do

envelhecimento para os vinhos das diferentes castas estudadas.

Os vinhos das castas Boal e Verdelho apresentam uma cinética de hidrélise mais
elevada, apresentando ao fim de 11 de anos de envelhecimento valores inferiores em
67,5492 % e 52,0£7,9 %, respectivamente, relativamente aos determinados para
vinhos das mesmas castas com 8 meses de conservagdo. O decréscimo verificado nos

teores de ésteres etilicos dos acidos fixos foi de 25,7+5,3 % para os vinhos da casta
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Malvazia e de 36,916,4 % para os vinhos da casta Sercial. Nos 14 anos subsequentes
(dos 11 aos 25 anos) a diminui¢éo verificada é menos acentuada, correspondendo aos
vinhos das castas Boal, Sercial e Verdelho o maior decréscimo 34,3191 %, 28,2£3,7 %
e 25,945,2 %. Durante este periodo, o decréscimo verificado nos teores dos ésteres
etilicos de acidos gordos nos vinhos da casta Malvazia foi de 12,1+3,4 %.

Apesar deste facto, os teores de decanoato de etilo aumentam com o
envelhecimento contrariamente ao verificado para a maioria dos compostos deste
grupo. A diminuigdo verificada para o hexanoato de etilo no intervalo de tempo
considerado ndo é significativa.

O grafico da figura 3.60 ilustra a evolugdo dos teores de octanoato de etilo ao

longo do envelhecimento, para os 26 vinhos da casta Boal.
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Figura 3.60 — Evolugio dos teores de octanoato de etilo durante o envelhecimento, para vinhos

da casta Boal (n=26).

Na tabela 6. AA (pdg. 287), estdo registados os valores extremos (minimos e
maximos) e médios das areas relativas dos ésteres etilicos dos acidos gordos, para os
vinhos das diferentes castas, durante os 25 anos de envelhecimento.

A evolugdo observada para estes ésteres ao longo do envelhecimento, permite
diferenciar por um lado o acetato de etilo cujos teores aumentam de modo
aparentemente linear (r =0,9151) no intervalo de tempo considerado, dos outros ésteres

cujos teores, genericamente, diminuem com o envelhecimento.
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3.9.1.3 Esteres etilicos de acidos fixos

Os ésteres mono e dietilicos dos acidos fixos formam-se, essencialmente, no
decurso da conservagao/envelhecimento do vinho por reac¢des de esterificacdo dos
acidos das uvas. Uma pequena quantidade ¢ formada durante a fermentagao.

Os valores extremos e médios das area relativas dos compostos deste grupo,
determinados para os vinhos Madeira estudados encontram-se na tabela 3.21. Constata-
se um aumento significativo nos teores destes compostos no decurso do
envelhecimento (figura 3.61).

O grafico da figura 3.61 exemplifica, o comportamento verificado no decurso
do envelhecimento para os ésteres etilicos de acidos fixos, nos vinhos das diferentes

castas.
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Figura 3.61 — Evolugdo dos ésteres etilicos de dcidos fixos durante o envelhecimento.

Durante o intervalo de tempo estudado (8 meses a 25 anos) e considerando os
vinhos das diferentes castas, os teores dos ésteres etilicos de acidos fixos aumentam,
em média, 1158,6£17,1 %. Nos ultimos 14 anos (1990 a 1975) o aumento verificado
foi mais significativo, 303,9£10,7 %, do que nos primeiros 11 anos cujo incremento foi
de 211,6%11,2 %.

Nos primeiros 11 anos de envelhecimento sdo os vinhos da casta Verdelho que

apresentam o aumento mais significativo, 748,9+3,7 %. Embora menos acentuado, o
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incremento verificado nos vinhos das castas Boal, Malvazia e Sercial foi de 559,6+11,9
%, 521,6%13,1 % e de 197,519,3 %, respectivamente.

Dos 11 aos 25 anos, correspondem aos vinhos da casta Sercial o aumento mais
acentuado 664,6+14,7 %. Durante o mesmo periodo, o aumento verificado nos vinhos
das castas Boal, Malvazia e Verdelho, embora significativo, foi menos acentuado,
369,2+12,3 %, 165,418,5 % e 240,2%13,7 %, respectivamente.

A tabela 3.21 mostra os valores extremos (minimo e maximo) e médios das
areas relativas dos ésteres etilicos dos acidos fixos nos vinhos das diferentes castas em

estudo, no intervalo de tempo considerado (8 meses a 25 anos).

Tabela 3.21 - Evolu¢do dos valores médios determinados para os principais ésteres etilicos dos

dcidos fixos ao longo do envelhecimento do vinho Madeira.

Esteres etilicos de dcidos fixos (Ac/Api)
Castas

Lac. Et. SDE SME MDE Pir. Et. Glu. Et. CE TE

~ Min 53,6 22,5 712 37,3 08 0 0,2 0,7
Boal Max | 2563,8 3321,2 1862 1000,7 9,6 .23 42,9 3755
o 415,7 4383 441.6 372,1 44 0,5 87 105,4

Min 38,8 23 84,1 107,6 1,2 0,03 0,1 1.8

Malvazia Mix 2443.8 1706,1 1783,2 1616,6 13,7 3.9 22,8 245
X 572.4 3522 505.3 5236 6,0 0,9 9,6 92,2

Min 65,7 51,3 115,8 55299 | 14 0,04 0,07 1,3

Sercial Miix 2456,7 37114 4766,1 63,6 4,7 35 96,4 589,3
X 441,6 594,7 805,35 880,9 2.5 0,9 15.8 125,8
Min | 883 39,7 124 25,3 0,2 0 0 0.6

Verdelho Mix 1964,1 3565,6 4091,3 2098.4 6,7 8.4 29,5 2564
X 547.3 744,2 7127 576 33 1.6 87 100,9

Lac. Et.- lactato de etilo; SDE: succinato de dietilo; SME: succianto de monoetilo; MDE: malato de dietilo; Pir. Et.: piruvato de etilo;
Glu. Et.: glutarato de etilo; CE: citrato de trietilo; TE: tartarato de dietilo.

Dos compostos que constituem este grupo, os succinatos de mono e dietilo, o
malato de dietilo e o lactato de etilo, sdo os que mais contribuem para os aumentos
verificados. Nos primeiros 11 anos de envelhecimento, os teores de succinato de dietilo
aumentaram 625,9+16,3 %, e os de succinato de monoetilo 272,1+£12,7 %. Para o
malato de dietilo o aumento observado foi de 609,6£18,1 % e para o lactato de etilo de

475,0£9,6 %. Dos 11 aos 25 anos de conservagdo as variagdes mais significativas
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verificaram-se no succinato de etilo, que apresentou um aumento de 466,9+14.2 %, e

no malato de dietilo cujo incremento neste periodo, de 229,7+13,4 %, foi muito inferior

ao verificado nos 11 primeiros anos de envelhecimento (609,6+17,2 %).
O lactato de etilo ocupa uma posi¢do particular conferindo, de acordo com
‘ alguns autores, um odor a “manteiga” e a “leite azedo”, enquanto que para outros as
notas aromaticas conferidas pelo lactato de etilo se assemelham a “framboesa” e ao
‘ “morango” (Etiévant, 1991). Tem a sua origem na fermentagcdo malolactica sendo
também formado quimicamente ao longo do envelhecimento. O seu limiar de
percepgdo olfactivo nos vinhos ¢ de 150 mg.L™". Os valores médios das 4reas relativas
do lactato de etilo determinados para os vinhos das castas Malvazia e Verdelho, sao
ligeiramente superiores aos determinados para os vinhos Boal e Sercial, apesar das

diferencgas nao serem estatisticamente significativas.

Relativamente aos ésteres etilicos dos acidos succinico e malico, os succinato e

‘ malato de dietilo, possuem limiares de percep¢ao olfactivos elevados, relativizando a
| sua participagdo no aroma global do vinho.

A figura 3.62 revela a existéncia de uma relagdo linear entre os ésteres do acido

succinico ao longo do envelhecimento, evidenciando o equilibrio existente entre estas

duas espécies nos vinhos.
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Figura 3.62 — Correlagio entre 0 SME (succinato de monoetilo) e o SDE (succinato de dietilo)

durante o envelhecimento dos vinhos Madeira (n=86).

Contrariamente ao observado nos vinhos das castas Malvazia e Sercial, para as

quais os valores médios das dreas relativas do succinato de etilo sdo significativamente

191




Capitulo 3

superiores aos do succinato de dietilo, nos vinhos das castas Boal e Verdelho os teores
de succinato de dietilo sdo ligeiramente superiores aos de succinato de etilo.

Os vinhos da casta Sercial sdo os que apresentam os valores médios mais
elevados de malato de dietilo (880,9), contrariamente aos vinhos da casta Boal cujo

valor médio é de 373,1.

Dos ésteres dos acidos fixos o succinato de dietilo e o malato de dietilo, com
coeficientes de correlagdo de 0,9510, e 0,9631, sdo os que melhor se correlacionam
com o envelhecimento, fornecendo deste modo, uma boa indicagdo para a
determinac¢do da idade de um vinho.

A figura 3.63 mostra a evolugdo dos teores de malato de dietilo com a idade,

para vinhos da casta Boal.
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Figura 3.63 — Evolugio dos teores de malato de dietilo ao longo do envelhecimento, para os 26

vinhos da casta Boal.

Nio obstante os elevados limiares de percepgdo olfactiva (50-150 mg.L")
(Shinohara ef al., 1980), a participagdo de alguns destes ésteres na defini¢ao aromatica
dos vinhos mais velhos, ndo deve ser negligenciada.

Os aromas que estio associados a estes compostos sdo muito variados. Ao
succinato de dietilo associam-se notas a “éter” ou a “fruta” (Williams et al., 1983), ao
malato de dietilo sdo associadas nuances a “macd”, ao lactato de etilo odor lactico

(manteiga, aveld, chocolate) e ao citrato de trietilo séo atribuidos aromas a citrinos.
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i 3.9.2 Fenois volateis

A figura 3.64 ilustra o comportamento dos fendis volateis ao longo do

envelhecimento para os vinhos da casta Boal com 8 meses, 11 e 25 anos,

J Figura 3.64 — Evolugio dos teores dos fendis voldteis, dos vinhos da variedade Boal, ao longo do

respectivamente.
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envelhecimento.

Legenda: meug- metileugenol; egai- 4-etilguaiacol; efen- 4-etilfenol; eug- eugenol.

Em qualquer dos vinhos das castas estudadas, os teores fendis volateis
aumentam, significativamente, durante o envelhecimento. Este aumento ¢ devido,
. essencialmente, ao aumento verificado nos teores do 4-etilfenol.

O aumento é mais acentuado dos 11 aos 25 anos de envelhecimento,
correspondendo aos vinhos Sercial o aumento mais significativo, 589,2+14,7 %,

contrariamente aos vinhos da casta Verdelho cujo aumento foi de apenas 74,5+11,4%.

3.9.3 Compostos carbonilados

De entre a complexidade aromatica de um vinho, algumas substancias, como os
aldeidos, devido ao baixo limiar de percepc¢do olfactivo que possuem, da ordem dos

ug.L"', podem conferir aos vinhos notas aromaticas desfavoraveis (herbaceo, percevejo
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e papel), podendo a sua presenga, mesmo em baixas concentragdes, ser prejudicial a

qualidade organoléptica do vinho.

3.9.3.1 Etanal e benzaldeido

Formado por descarboxilagdo enzimatica do écido piravico durante a
fermentacio alcodlica, o etanal é o composto carbonilado maioritario no vinho Madeira
(tabela 3.18), podendo nalguns casos atingir valores de algumas dezenas de mg. L™,

A sua formacdo depende significativamente da estirpe de leveduras, da
composi¢do do mosto e da temperatura de fermentagdo. Uma pequena quantidade ¢
proveniente da oxidagdo do etanol. A sua evolugdo linear no decurso do
envelhecimento ¢ confirmada pelo elevado valor do coeficiente de correlagdo
(r=0,9314).

Organolepticamente, o etanal pode influenciar de forma acentuada o aroma ¢ o
sabor de um vinho quando presente em quantidades superiores a 100 mg.L",
conferindo um odor, ndo muito agradavel, a “frutos verdes”. Para teores superiores a 3
mg.L"' confere ao vinho um odor desagraddvel que se assemelha a “améndoas
amargas’.

O benzaldeido, resultante essencialmente da oxidagdo do alcool benzilico, pode
também ser proveniente das resinas epoxi utilizadas no revestimento de algumas cubas,

que tém o benzaldeido como agente plastificante.
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Figura 3.65 — Evolugio dos teores de benzaldeido com a idade para os vinhos da casta Boal

(n=26).
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O grafico da figura 3.65, ilustra a evolugdo deste composto ao longo do

envelhecimento dos vinhos Boal.

3.9.3.2 Acetais

Para valores de pH correspondentes aos dos vinhos (3,0-3,5), os compostos
carbonilados originam acetais por reac¢des de acetalisagdo com os alcoois. A figura

3.66 exemplifica este tipo de reac¢do.

_~0-R
R-CHO+ 2R'-OH === R-HC + H,0

Figura 3.66 — Reacgio de formagio de um acetal.

Em vinhos fortificados e oxidados, a reaccao de acetalisac¢do entre os aldeidos e
os alcoois ou polidis como o glicerol, ¢ favorecida tendo em considera¢do as
quantidades relativamente elevadas dos reagentes. Geralmente, os teores em acetais

detectados neste tipo de vinhos sdo superiores aos dos vinhos ndo oxidados.

De modo a avaliarmos o comportamento dos acetais heterociclicos nos vinhos
Madeira das diferentes castas em estudo ao longo do envelhecimento, analisaram-se 86
amostras de diferentes idades (entre 8 meses e 25 anos). Como solvente extractor foi
usado o DCM, tendo-se injectado 1uL de extracto apods desidratagdo com sulfato de
sodio anidro seguido de concentragdo sob corrente de azoto. A quantificagdo foi
efectuada em modo SIM (selec¢do de ides monotorizados), seleccionando os ides de
massa m/z=83 para o padrdo interno (octan-3-ol) e os ides de massa m/z=103 ¢ 117 para
os 1,3-dioxanos ¢ 1,3-dioxolanos.

Dos acetais resultantes da acetalisagdo entre acetaldeido e do glicerol, os cis- ¢

e ————————— A ——————

trans-4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano (cis- e trans-dioxolano) e os cis- ¢ trans-5-
hidroxi-2-metil-1,3-dioxano (cis- e trans-dioxano), foram identificados nos vinhos das

quatro castas estudadas. A identificacdo foi conseguida por comparagdo dos espectros
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de massa obtidos com os existentes na base de dados da livraria NIST92 ¢ com os

indicados na literatura (Silva Ferreira et al., 2002).

Na figura 3.67 esta representado um cromatograma SIM (m/z=103+117) dos

quatro acetais identificados, referente a uma amostra de vinho da Verdelho de 1990.

0.782%

cis-dioxano

103 | o trans-dioxano |
117 cis-dioxolano

trans-dioxolano
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Figura 3.67 — Cromatograma SIM de um extracto de DCM de uma amostra de vinho Verdelho
de 1990 (acetais: ides de m/z=103 + 117; octan-3-ol: ido de m/z=83). Coluna Stabilwax (Restek,
(30 m x0,25mm i.d. x 0,25um d.f.).

Na tabela 7. AA (pdg. 287) estdo registados os espectros de massa para cada um
dos acetais. Estes compostos ja anteriormente foram identificados em diferentes tipos
de vinho. A sua evolugdo nos vinhos do Porto ¢ descrita com detalhe por Silva Ferreira
(1998) e por Silva Ferreira et al., (2002).

Os resultados obtidos para os quatro acetais considerados, indicam valores
médios de 46,5 % e 22,7 % para o cis- e trans-1,3-dioxanos e de 19,5 % e 11,3 % para
o cis- e trans-1,3-dioxolanos, respectivamente (figura 3.68). Estes valores nao
apresentam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05, nivel de confianga de 95
%) entre as quatro castas em estudo.

Para qualquer dos vinhos, verificou-se que das quatro formas isoméricas
identificadas, o isomero cis-1,3-dioxano € o que apresenta teores mais elevados, e além
disso, as formas cis- encontram-s¢ sempre em quantidades superiores as

correspondentes frans- (figura 3.68).
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# cis-1,3-dioxano M cis-1,3-dioxolano ™ trans-1.3-dioxolano = trans-1,3-dioxano

Area relativa (%)

VB VM Vs vV

. Figura 3.68 — Percentagem relativa (expressa em termos do padrio interno), dos quatro acetais |

presentes nas diferentes castas de vinho Madeira estudadas.

Em vinhos novos até 3 anos, aproximadamente, predominam os isomeros cis- €
trans-1,3-dioxolanos, a partir deste periodo ocorre uma inversdo com as formas
isoméricas cis- e trans- dos dioxanos a aumentarem exponencialmente com a idade
(figura 3.69), contribuindo ao fim de 11 anos de envelhecimento, com cerca de 70 %

do total dos acetais heterociclicos.
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Figura 3.69 — Evolugdo das proporgées relativas das formas isoméricas dos 1,3-dioxanos e 1,3-

dioxolanos ao longo do envelhecimento.
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Esta evolugdo é muito similar a observada por Silva Ferreira (1998) para vinhos
do Porto.
A partir deste periodo, a propor¢do permanece praticamente constante sugerindo

que os isdomeros se encontram em equilibrio termodindmico.

Os elevados coeficientes de correlagdo (1>0,96) obtidos para a razdo cis-/frans-
1,3-dioxanos e cis-/trans-1,3-dioxolanos, confirmam o pressuposto anterior ¢ sdo

indicadores da interconversdo mutua destes isomeros (figura 3.70).
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Figura 3.70 — Correlagio entre as formas isoméricas dos acetais ciclicos do glicerol e do

acetaldeido.

Verificou-se um comportamento similar na evolugdo dos acetais durante o
tempo de armazenamento. Os valores obtidos para os coeficientes de correlagdo 0,9274
e 0,9213 para o par cis- e trans-5-hidroxi-2-metil-1,3-dioxano e de 0,9309 e 0,9436
para os cis- e trans-4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano, sugerem que os teores dos
acetais aumentam linearmente com a tempo de envelhecimento (figura 3.71),

pressupondo a possivel utilizagdo destes compostos como indicadores da idade do

vinho Madeira. No entanto, poderfo ser colocadas algumas reservas ja que para um i
mesmo ano as concentragdes relativas podem duplicar, caso dos vinhos com 11 anos. a
A figura 3.71 representa a evolug@o dos teores dos quatro acetais ciclicos no

decurso do envelhecimento.
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Figura 3.71— Evolugdo dos teores totais dos acetais do glicerol e do acetaldeido com a idade para

os diferentes vinhos (n=86) estudados.

A razdo entre os isdmeros (cis-/frans-) permanece praticamente constante
,J independentemente da idade dos vinhos. O valores obtidos foram de 2,661+0,16 para os
cis-/trans-1,3-dioxanos e de 1,71+0,17 para os cis-/trans-1,3-dioxolanos, no intervalo

j de tempo considerado (8 meses a 25 anos).

Do ponto de vista organoléptico, alguns investigadores (Etiévant, 1979,
referenciado por Silva Ferreira, 1998; Williams e Strauss, 1978) defendem que os
acetais tém um impacto aromatico muito fraco ou mesmo nulo, enquanto que outros
(Brock et al, 1984; Simpson, 1980) atribuem-lhes nuances aromadticas do tipo

' “herbaceo” ou “acre, picante”.

3.9.3.3 Lactonas furanicas e piranicas

Foram identificadas nos vinhos Madeira estudados, a 7y-butirolactona, os
isdbmeros cis- e trans- da 3-metiloctano-4-lactona conhecida pela “whisky lactona™, a
2-hidroxi-3,3-dimetilbutano-4-lactona (pantolactona), a 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-
metil-4(H)-piran-4-ona (DDMP) e a 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona (sotolon).
Esta ultima, pela sua importdncia aromatica nos vinhos Madeira, serd analisada

isoladamente.
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i) y-butirolactona

Com um limiar de percepgdo olfactivo de 20 mg.L", a y-butirolactona ¢
caracterizada por notas aromaticas pouco intensas a “manteiga”. E formada durante o
processo fermentativo a partir do  4acido glutdmico ¢ derivados, ¢ durante ©
envelhecimento a partir do dcido A-aminobutirico (Silva Ferreira, 1998). No decurso do
envelhecimento do vinho, os teores variam pouco verificando-se, no entanto, que 08
vinhos velhos apresentam teores ligeiramente superiores 208 vinhos novos. A
identificacdo deste composto, efectuada por GC-MS em modo de impacto electronico
apresentou um ajuste de 84,3 %. O indice de retengdo calculado foi de 17506.

Dos 86 vinhos analisados sio 0s vinhos das castas Malvazia ¢ Verdelho 0s que
apresentam, em média, os valores mais elevados das areas relativas deste composto. Os
vinhos das castas Boal ¢ Sercial apresentam um valor médio de aproximadamente
metade do valor determinado para 0s vinhos Malvazia ¢ Verdelho. Na tabela 3.22 estdo
registados os valores extremos (minimo ¢ maximo) ¢ médios das areas relativas da -

butirolactona, expressas em fungao do octan-3-ol.

iy Cis-e trans- g-metitoctano-d-lactona

No decurso da conservagéo em cascos, a madeira de carvaiho cede ao vinho
compostos volateis que intervém no seu aroma. Poderdo surgir notas aromaticas com
nuances a “bosque”, “vegetal” € a “noz de coco”, explicadas pela presenga dos
isémeros cis- ¢ frans- da 1-metiloctano-4-lactona, conhecida pela “whisky Jactona”. O
isdmero cis- ¢ mais odorante que o frans- ¢ além do odor a “noz de coco” possui um
cardcter forte a “especiarias” (Chatonnet, 1995). Regra geral, os seus leores s30
superiores aos do isomero rans-. Em concentracdes muito elevadas estes isOMeros
podem afectar negativamente 0 aroma dos vinhos conferindo-thes um odor “resinico”.

A identificaciio destes isomeros nos extractos de diclorometano nos vinhos
estudados, foi efectuada por GC-MS em modo de impacto electronico. Os espectros de
massa assim obtidos (figura 3.72), apresentaram um ajuste de 81,5 % para a trans-3-
metiloctano-4-lactona e de 879 % para a cis-3-metiloctano-4-lactona, com a
fragmentagdo proposta pela NIST92. O indice de retencdo do isdmero frans-, calculado

na coluna StabilWax, foi de 1894 ¢ o do isomero cis- de 1969.
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Figura 3.72 — Espectro de massa do isomero cis-whisky lactona —A, e trans-whisky lactona —B;

do extracto orgdnico de um vinho.

Os valores médios relativos determinados para as cis- e trans-whisky lactona,
encontram-se na tabela 3.22. Verificou-se que as médias relativas do isdmero cis-
(2,0+0,5 para os vinhos das quatro castas) sdo muito superiores as determinadas para o
isdmero trans-, cujo valor médio, determinado para as quatro castas, foi de 0,25+0,06.

Os vinhos da casta Sercial s3o os que apresentam o valor médio relativo mais
elevado (2,8) da cis-whisky lactona. Enquanto que os valores médios da trans-whisky
lactona determinados para os vinhos das diferentes castas sdo muito similares, variando
de 0,2 (vinhos Malvazia e Sercial) a 0,3 (vinhos Boal e Verdelho).

ili) 2-hidroxi-3,3-dimetilbutano-4-lactona

A presenga nos vinhos da 2-hidroxi-3,3-dimetilbutano-4-lactona (pantolactona)
foi detectada pela primeira vez por Webb et al., (1967). E produto do metabolismo do
4cido pantoténico, uma vitamina do grupo B, no decurso da fermentagdo alcodlica. A

figura 3.73 mostra um mecanismo possivel para a formagao da pantolactona.

CH,
H,C CH, CH,
COOH 0 Reductase OH
HOH,C e >
CH, g 0 Levedura -
o Fermentagdo alcodlica

Figura 3.73 - Possivel via de formagdo da 2-hidroxi-3,3-dimetilbutano-4-lactona (adaptado de

Silva Ferreira, 1998).
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Os resultados obtidos, revelam uma tendéncia do tipo logaritmica com o
envelhecimento do vinho. A figura 3.74, mostra essa evolugdo para as quatro
variedades de vinhos estudadas.
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Figura 3.74 — Evolucio dos teores de 2-hidroxi-3,3-dimetilbutano-4-lactona ao longo do

envelhecimento dos vinhos Verdelho (n=21),

O espectro de massa do extracto organico obtido, apresenta um ajuste de 92,0 %
com a fragmentagdo proposta pela NIST92. O seu indice de retengdo calculado com a
coluna StabilWax foi de 1934,
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Figura 3.75 — Espectro de massa da pantolactona do extracto orgdnico de um vinho -A; e
espectro de massa da pantolactona da biblioteca NIST92 -B.

Os valores extremos (minimo e maximo) e médios das 4reas relativas da
pantolactona, expressas em fungdo do octan-3-ol, para as diferentes veriedades de

vinho Madeira estudadas, encontram-se registados na tabela 3.22.
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Os valores médios determinados para os vinhos das diferentes castas estudadas
sdo muito similares, variando de 1,4 (vinhos Sercial) a 1,6 (vinhos Malvazia). Durante
o intervalo de tempo estudado, o aumento mais significativo, 80,7 %, verificou-se nos
vinhos da casta Verdelho. Os vinhos das outras castas apresentaram uma evolugdo

similar, 80,9+1,7 %, durante os 25 anos de envelhecimento.

iv) 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4(H)-piran-4-ona

Entre os compostos pirdnicos foi detectada a DDMP. Esta lactona ndo possui
odor caracteristico. A sua origem esta relacionada com o rearranjo dos intermedidrios
de Amadori, resultantes da reac¢do entre uma hexose ¢ um composto aminado (figura

3.76). A ciclisagdo seguida de desidratagdo conduz a formagdo da DDMP.,

OH 0 H,0 0
| HO OH  HO OH HO OH
.
HEXOSE+ N —»= W OH |
/N o
g 0 CH, 0 CH,

Figura 3.76 - Formagio da 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4(H)-piran-4-ona (DDMP) de

acordo com a reac¢io de Maillard (adaptado de Silva Ferreira, 1998).

A identificagdo deste composto nos extractos de diclorometano nos vinhos
Madeira, foi efectuada por espectrometria de massa em modo de impacto electrénico
(EI).O espectro de massa do extracto organico assim obtido (figura 3.77), apresenta um
ajuste de 89,4 % com a fragmentagio proposta pela NIST92. O seu indice de retengéo,
calculado na coluna StabilWax, foi de 2253.
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Figura 3.77 - Espectro de massa da 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4(H)-piran-4-ona

(DDMP) do extracto orgdnico de um vinho -A; espectro de massa da biblioteca NIST92 -B.
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Relativamente a esta lactona piranica, os valores relativos médios mais elevados
foram determinados nos vinhos da casta Malvazia (1,9) contrariamente aos vinhos da
casta Sercial para os quais foi calculado um valor médio de drea relativa de 1,1.

Na tabela 3.22 encontram-se registados os valores, extremos e médios, das areas
relativas, expressas em fungdo do padrdo interno, das lactonas furdnicas e pirdnicas

identificadas nos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas.

Tabela 3.22 Valores extremos e médios das dreas relativas (expressas em fungio do octan-3-o0l)

das diferentes lactonas identificadas nos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas.

Boal Malvazia Sercial Verdelho

Lactonas (Ac/Api) i == = -
Min Max X (n=26) | Min  Miax X =22)| Min  Mix X (=17) | Min  Mix X (@
Y-butirolactona 03 | 07 0,4 03 | 1,9 08 [007 06 03 |003 34 08
cis-whisky lactona 0,2 4.6 1,5 0,02 8,8 2:1 0,2 17,9 2,8 0,03 | 11,5 1,7
trans-whisky lactona | 0,2 0.4 0,3 0,06 | 0,5 0,2 0,03 0,4 0,2 0,08 0,5 0,3
pantolactona 0,5 29 1:5 0,5 2,6 1,6 0,6 2,9 1,4 0.4 3,9 1,5
DDMP 03 | 39 1,5 0,08 6,3 1,9 0,04 @ 2,5 1,1 0,08 5,8 1,7

DDMP: 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4(H)-piran-4-ona

3.9.3.4 Aldeidos Furanicos: furfural, 5-metilfurfural e 5-
(hidroximetil)furfural

Estes compostos tém a sua origem, essencialmente, na degradacdo dos aglicares.
Podem igualmente formar-se a partir da degradacdo térmica da celulose e
hemiceluloses.

Os vinhos Madeira, particularmente os vinhos das castas Malvazia e Boal,
caracterizam-se por possuirem grandes quantidades de agucares residuais,
principalmente glucose e frutose, precursores disponiveis para a formagdo dos aldeidos
furdnicos (Simpson, 1980). Os dois outros mecanismos podem explicar as
concentragdes mais elevadas encontradas nos vinhos com elevados teores em aglcares
relativamente a outros vinhos menos ricos em agucares.

Os valores extremos e médios encontrados para os aldeidos furdnicos nas 86

amostras de vinhos Madeira das diferentes castas, sdo apresentados na tabela 3.23.
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Tabela 3.23 Valores extremos (minimo ¢ mdximo) e médios (n=86) das dreas relativas dos

compostos furdanicos determinados nos vinhos Madeira das diferentes castas estudadas.

Aldeidos furanicos (Ac¢/Api)
Castas

furfural S-metilfurfural HMF EMF
Min 0,8 0,02 2,9 0,0
Boal Mix 24,1 3,9 74,3 10,9
X (n=26) 8,6 0,7 29,1 2.4
| Min 0,5 0,02 57 0,0
Malvazia Max 233 1,9 100,3 13,2
; (n=22) 9,7 07 44,9 2,6
. Min 0,2 0,0 1,2 0,0
il 5 Sercial Mix 29,0 2,9 59,1 11,9
X (n=17) 8,7 0,6 14,4 15
& Min 0.3 0,05 0,7 0,0
Verdelho Mix 21,0 43 46,6 5,9
; (n=21) 8,5 0,9 14,7 1,5

HMF: 5-(hidroximetil)furfural; EMF: 5-(etoximetil)furfural

Verificou-se que os vinhos da casta Malvazia, sdo os que apresentam os valores

médios mais elevados, com evidéncia para o valor do 5-(hidroximetil)furfural que ¢

significativamente maior que o determinado para as outras castas.

m VB 2000 VB 1990 £ VB 1976

80

60 1¢°

40

Area relativa (Ac/Api)

mfur emf hmf

Figura 3.78 — Evolug¢do dos aldeidos furdnicos ao longo do envelhecimento nos 26 vinhos da

casta Boal.

Legenda: fda- ; fur- furfural; mfin- 5-metilfurfural; emf- 5-(etoximetil)furfural; hmf- 5-(hidroximetil)furfural.
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O grafico da figura 3.78 exemplifica, para os vinhos da casta Boal, o
comportamento evolutivo dos aldeidos furanicos ao longo do envelhecimento.

Verificou-se um aumento dos teores destes compostos no intervalo de tempo
estudado, sendo mais significativo para o furfural e 5-(hidroximetil)furfural.

Os coeficientes de correlagdo calculados para o furfural, 5-metilfurfural e 5-
(hidroximetil)furfural, 0,9213, 0,9061 e 0,9011, respectivamente, demonstram o
comportamento linear destes compostos ao longo do tempo de envelhecimento (figuras
3.79 e 3.80), pelo que podem ser considerados marcadores da idade do vinho.
Comportamento semelhante foi observado por Silva Ferreira (1998) para o vinho do

Porto e por Rapp et al., (1985).
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Figura 3.79 — Evolugdo do furfural com a idade  Figura 3.80 - Evolugio do 5.
(n=86). (hidroximetil)furfural com a idade (n=86).

Apesar dos teores mais elevados nos vinhos velhos, o impacto olfactivo destes
compostos no aroma caracteristico do vinho Madeira velho parece ser reduzido.

A identificagdo do 5-(acetoximetil)furfural, efectuada por espectrometria de
massa (figura 3.81), apresentou um ajuste de 84,2 % com a fragmentagao proposta pela
NIST92. O indice de retengdo, calculado na coluna StabilWax, foi de 2128.

Dependendo da concentragdo em que se encontra nos vinhos, o 5-
(acetoximetil)furfural é responsavel por odores variados a “pimenta” e “especiarias”,
podendo também conferir notas a “café”, a “pao branco” e a “fruta” (Cutzach et al.,
1999).
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Figura 3.81 —Espectros de massa do extracto orgdnico de um vinho do 5-(acetoximetil)furfural -

A; e do 5-(etoximetil) furfural -B.

O comportamento observado para o 5-(etoximetil)furfural ao longo do
envelhecimento, ¢ idéntico ao observado para os outros aldeidos furdnicos verificando-
se um aumento aparentemente linear (r=0,9120) com o tempo de conservagdo. A figura
3.82 evidencia a forte correlag@o (r=0,9516) existente entre o 5-(etoximetil)furfural e o

5-(hidroximetil)furfural.
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Figura 3.82 — Correlagido entre as dareas relativas do 5-(etoximetil)furfural e do 5-

(hidroximetil)furfural.

3.9.4 Sotolon
3.9.4.1 Identificagéao

O aroma tipico que se desenvolve no decurso do envelhecimento do vinho

Madeira ¢ geralmente descrito por notas de “frutos secos”, “noz” e em particular
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“especiarias”. Um dos compostos responsaveis por este tipo de aroma, de acordo com
alguns autores (Silva Ferreira, ef al.,2003b) ¢ a 4,5-dimetil-3-hidroxi-2(5H)-furanona,
comumente conhecido por sotolon.

A identifica¢do deste composto nos extractos de diclorometano nas amostras de
vinhos Madeira (processo de extracgdo descrito em 2.6.3.1 (pag. 98), foi efectuada por
espectrometria de massa em modo de impacto electronico (EI) de acordo com as
condigdes do quadro I (pdg. 95).

O espectro de massa do extracto organico assim obtido (figura 3.83), apresenta
um ajuste de 86,7 % com a fragmentagao proposta pela NIST92. O indice de retengao,

calculado na coluna StabilWax, foi de 2209.
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Figura 3.83 — Espectro de massa do sotolon do extracto orgdnico de um vinho -A; ¢ espectro de

massa da biblioteca NIST92 -B.

O fragmento m/z=128 corresponde ao ido molecular, M', o pico base apresenta
uma razio m/z=83 correspondente ao nicleo da y-lactona insaturada: [M' - CO-OH]", o
fragmento m/z=113 corresponde a perda de um grupo metilo [M" - CH;3]' ¢ o pico de
m/z=100 resulta da perda de um grupo carbonilo [M'-CO]".

A andlise olfactométrica (GC-0), efectuada na Escola Superior de
Biotecnologia da UCP (Porto), a extractos de diclorometano de vinhos Madeira com 6,
11 e 25 anos de envelhecimento, de acordo o processo de extrac¢ao descrito em 2.6.3.1,
revelou a existéncia de uma zona com um evidente aroma a especiarias, tanto mais
forte quanto mais velho era o vinho. Esta evidéncia pressupde o aumento da
concentragdo do sotolon com o tempo de armazenamento, podendo este composto

exercer uma importancia aromatica maior nos vinhos mais velhos.
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3.9.4.2 Quantificagao

Para determinar a concentragdo do sotolon presente nos vinhos Madeira,
procedemos a extrac¢do dos mesmos de acordo com o método descrito em 2.6.3.1 (pdg.
98). A quantificagdo foi efectuada por GC-MS, em modo de impacto electronico.

A quantificagdo foi feita por recurso ao célculo do factor de resposta para o
sotolon, cujo valor foi de 1090.

A reprodutibilidade do método foi avaliada efectuando 10 extrac¢des de um
vinho contendo 91,0 pg.L™' de sotolon. O coeficiente de variagio obtido foi de 4,9 %.
A linearidade do método foi testada com 7 concentragdes diferenciadas de sotolon
entre 4 ¢ 810 pg.L™'. O coeficiente de correlagio obtido foi de 0,9980.

Os limites de detecgio e quantificagio foram de 1,17 e 2,02 upglL™,
respectivamente.

Os valores maximos e minimos de sotolon encontrados para as diferentes castas
de vinho Madeira estudadas, ao longo do envelhecimento (6 a 25 anos ), encontram-se

registados na tabela 3.24.

Tabela 3.24 Concentragoes extremas (minima e mdxima) e médias de sotolon nos vinhos

Madeira.
Concentrag¢éo sotolon (pg.L'l) =
Casta — — "
minimo maximo

Boal (n=16) 75,3 1390,5 645,7
‘Malvazia (n=13) |  114,0 2001,2 ©998,1
Sercial (n=8) 472 1874,8 400,6
Verdelho (n=13) 259,6 19144 755,2

Nos vinhos das diferentes castas estudadas, com 8 meses de conservagdo, ndo
foi detectada a presenca de sotolon com o método utilizado.

E interessante notar que a formagdo do sotolon parece dependente do tipo de
vinho (doce —Malvazia; meio doce — Boal; meio seco — Verdelho; seco — Sercial). Os
valores médios aumentam do vinho seco (Sercial) para o vinho doce (Malvazia),
denotando que a formagdo do sotolon ¢é favorecida num meio rico em agucares.

Verificou-se que nos primeiros 11 anos de envelhecimento, o teor de sotolon nos
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vinhos doces aumenta de um factor de 6,7£1,4, enquanto que, nos vinhos secos este
factor ¢ de apenas 1,3+0,2.

Esta evidéncia esta de acordo com outros estudos (Silva Ferreira et al., 2003b)
que sugerem que o sotolon se forma a partir dos aglicares pela reacgdo de Maillard,
resultado da condensagio alddlica de moléculas como a butano-2,3-diona e
hidroxiacetaldeido. Este facto é relevante devido ao elevado teor de agucares,
nomeadamente glucose e frutose, dos vinhos Malvazia e Boal, essencialmente.

Os teores de sotolon aumentam com o tempo de envelhecimento, de algumas de
dezenas de pg.L' em vinhos com 6 anos de idade até algumas centenas de ng.L' em
vinhos com 25 anos. Os valores mais clevados, superiores a 1000 pg.L", foram
determinados nos vinhos com 25 anos de envelhecimento.

O alto coeficiente de correlacio obtido (r=0,9173) demonstra a dependéncia da
concentragdo do sotolon com o tempo de conservagao possibilitando, deste modo, a sua

utilizagdo como “indicador da idade do vinho” (figura 3.84).
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Figura 3.84 — Evolugio da concentragdo do sotolon com a idade, nos diferentes tipos de vinhos
Madeira (n=86).

Ao considerarmos os vinhos de cada casta, verificou-se uma maior correlagdo
Para os vinhos Boal o coeficiente de correlagdo obtido foi r1=0,9631 e para os vinhos
Malvazia, Sercial e Verdelho os valores dos coeficiente de correlagdo foram 0,9325,

0,9240 ¢ 0,9481, respectivamente.
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Verificou-se que os aldeidos furdnicos, compostos provenientes da degradagdo
dos aguicares, estdo fortemente relacionados com o aparecimento do sotolon no decurso
do envelhecimento. Esta evidéncia é comprovada pelos elevados valores de » obtidos:
(HMF vs sotolon #=0,9458; furfural vs sotolon »=0,9291 e 5-metilfurfural vs sotolon
r=0,9442), o que esta de acordo com o factos destes compostos serem provenientes da

i
|
l degradacgdo dos agticares.
|
I

3.10 COMPARAGAO ENTRE AS TECNICAS DE EXTRACCAO: HS-SPME vs
DCM

Nio sendo um dos objectivos iniciais, foi possivel com o trabalho desenvolvido
comparar a eficiéncia dos dois métodos utilizados na extrac¢do dos diferentes
compostos, a microextrac¢do em fase soélida com fibra de poliacrilato por espaco de

; cabega (HS-SPME) e a extracgdo liquido-liquido com diclorometano.

O gréfico da figura 3.85 mostra a comparagdo da eficiéncia de extracgdo, de

cada um dos métodos analiticos utilizados, para os diferentes grupos de compostos

quimicos analisados.

@ HS-SPME ®m DCM

Area relativa (%)
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Terp Nor.Cl3 Ale Acetatos Ac Est.ac. Est ac lactonas Fendis Furanas
superiores gordos gordos  fixos volateis
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Figura 3.85 — Comparacio da eficiéncia dos dois métodos utilizados na extrac¢do dos diferentes

grupos de compostos aromdticos.
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Verificou-se de um modo geral, que a HS-SPME com fibra de poliacrilato
revela-se mais adequada que a extracgdo liquido-liquido com diclorometano na
extracgdo dos compostos terpénicos, norisoprendides em Ci3, ésteres etilicos de acidos
gordos e acetatos de alcoois superiores.

Relativamente aos alcoois superiores ¢ furanos ndo existem diferengas
estatisticamente significativas entre os valores médios encontrados pelas duas técnicas,
sendo no entanto ligeiramente superiores na extracgao com diclorometano.

A extrac¢io com diclorometano mostra-se mais adequada na extrac¢do de
lactonas (furdnicas e piranicas), dos ésteres etilicos dos 4cidos fixos e dos fenois

volateis.

3.11 ANALISE MULTIVARIAVEL APLICADA AOS MOSTOS E AOS VINHOS
MONOVARIETAIS

Neste trabalho, utilizou-se a analise de componentes principais (PCA)? com
vista a explicar os resultados em fungdo de um novo conjunto reduzido de variaveis. E
uma técnica exploratoria que nos permite explicar as principais fontes de variabilidade
do conjunto inicial de dados e estabelecer relagdes entre as amostras (objectos) e 0s
compostos (variaveis).

A analise de componentes principais permite extrair a informagédo mais
importante (varidncia) contida no conjunto de dados originais, reduzindo a
dimensionalidade dos mesmos a um conjunto de vectores proprios ortogonais, de forma
que, a partir de um conjunto de individuos (mostos e vinhos) ¢ de um conjunto de
varidveis quantitativas, é possivel projectar num espago de poucas dimensoes um grupo
de individuos ou de variaveis, e obter uma representagdo da proximidade destes pontos.
Permite também destacar a existéncia de subgrupos dentro do conjunto inicial de
objectos, evidenciando as varidveis que mais contribuem para essa diferenciagdo.

O critério utilizado na selecgio do numero de componentes principais
necessarios para representar adequadamente os dados iniciais, basecou-se na
percentagem da variancia explicada, procurando o grupo de varidveis que maximizasse

a percentagem de varidncia explicada pelos dois primeiros componentes principais e

2 PCA : do Inglés Principal Component Analysis
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que permitisse a distingdo adequada dos objectos. Por uma questdo de uniformizagio
dos resultados, as tabelas serdo apresentadas com um numero de componentes que
expliquem, pelo menos, 90 % da variancia total do sistema.

A anélise linear discriminante (LDA)® utiliza-se para averiguar as caracteristicas
que distinguem os membros de um grupo dos de outro, de modo que, conhecidas as
caracteristicas de um novo objecto, se possa prever a que grupo pertence. Foi utilizado
um método discriminante passo a passo (stepwise) no qual comegadmos por seleccionar
as variaveis que mais contribuem para a diferenciagdo entre os grupos, e em seguida
adicionamos e/ou retiramos variaveis nas fun¢des discriminantes de modo a obter a
melhor representacdo possivel. Como critério de selecg¢do de variaveis foi utilizado o
valor da estatistica lambda (A) de Wilks, com aproximagao a x°.

Todos os valores utilizados nas analises multivariavel efectuadas (PCA e LDA)
foram normalizados.

Nos tltimos anos tem-se verificado um aumento da aplicagdo da PCA ao estudo
dos vinhos de determinadas zonas para, em fung¢do da quantificagio de certos
compostos volateis, encontrar uma semelhanga ou diferenciagdo entre essas amostras
de vinhos.

Neste trabalho aplicou-se a PCA aos mostos e aos vinhos estudados em fungio
das variaveis que se identificaram e quantificaram, com o objectivo de diferenciar, se
possivel, as amostras em fung@o da casta a partir da qual foram elaborados. Para isso, e
dado o niimero de variaveis ser maior que o de individuos, formaram-se grupos de
varidveis com compostos pertencentes a8 mesma familia quimica — terpendis, dlcoois
superiores, ésteres etilicos de acidos gordos, comparando-se os vinhos das trés

vindimas elaborados a partir das castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho.

3.11.1 PCA aplicada aos resultados dos monoterpendis e
norisoprendides nos mostos

A andlise dos teores dos monoterpendis: linalol, o-terpineol, terpine-4-ol,
citronelol, nerol, geraniol e farnesol, e dos norisoprendides em C;; :B-damascenona e

B-ionona, nos 36 mostos (9 de cada uma das castas — Boal, Malvazia, Sercial e

S LDA: do Inglés Linear Discriminant Analysis
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Verdelho) das colheitas de 1998, 1999, e 2000, e nos 36 vinhos monovarictais
correspondentes produzidos no IVM, possibilitou por um lado, a obtengdo de dados
com grande interesse para a caracterizagdo dos mostos e dos vinhos monovarietais das
diferentes castas estudadas em fungdo da casta de origem e por outro, permitiu avaliar a
influéncia do ano de colheita no teor dos monoterpendis e norisoprendides. A analise
de componentes principais apresenta-se como uma das técnicas mais adequadas para
esse fim.

Com os dados obtidos das andlises dos mostos por HS-SPME com fibra de
poliacrilato PA-85 um com posterior identificagdo e quantificagio por GC-MS,
construimos uma matriz designada de matriz MostosVarietais, representada na tabela 1
do anexo B (tabela 1. AB; pdg. 289), composta por 10 varidveis e 36 objectos (10x36)
agrupados por casta de origem e ano de colheita. A este conjunto de varidveis foi
aplicada a andlise de componentes principais e a analise discriminante para caracterizar
as castas identificando as variaveis que mais contribuem para a varidncia do conjunto
de dados obtidos, e estabelecer relagdes entre os objectos (mostos) e as varidveis
(monoterpendis e norisoprendides), identificando as varidveis que mais contribuem
para essa diferenciagdo.

A andlise multivaridvel (PCA e LDA) foi aplicada aos valores normalizados das
concentragdes (Ug/L) dos compostos descritos.

A identificagdo das varidveis utilizadas na andlise de componentes principais ¢
na analise linear discriminante encontra-se descrita na tabela 3.25 tendo sido essa a

correspondéncia utilizada em todas as analises multivariavel efectuadas.

Tabela 3.25 Identifica¢io das varidveis utilizadas na andlise multivaridavel dos dados analiticos

(M — mostos, V —vinhos).

Variavel Identificacio Amostra | Variavel Identificacio Amostra
clinox cis-6xido de linalol V | dam B-damascenona M Vv
tlinox trans-6xido de linalol V| ger geraniol M v
efar (E,E)-farnesal V  |ion B-ionona M
lin linalol M V | nero nerolidol \%
ter o-terpineol M V | far farnesol M Vv
terdol terpine-4-ol M vitis 1 vitispirano | \%
cit citronelol M V| vitis 2 vitispirano [l V'
neral neral M TDN TDN A
ner nerol M
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Quando se aplicou a andlise por componentes principais a matriz
MostosVarietais (tabela 1. AB; pag 289), a percentagem de varidncia explicada pelos
dois primeiros componentes principais foi de 82,1 %. Distinguem-se no 1° componente
principal o o-terpineol, a f-damascenona, o neral e o linalol, que contribuem com 47,0
% para a explica¢do da varidncia total do sistema inicial de dados. No 2° componente
principal, que explica 35,1 % da variéncia total, a B-ionona, o citronelol e o geraniol,
sdo as variaveis que tém maior peso.

Com este conjunto de variaveis a disting@o dos objectos de acordo com a casta
de origem é pouco nitida, o que prova a existéncia de varidveis que dificultam a
interpretagio e ndo tém um valor significativo nos resultados.

Como técnica supervisionada que ¢, a PCA permite-nos construir novas
matrizes de dados a partir da inicial, em que sejam sucessivamente retiradas
(backword) ou adicionadas (forward) variaveis, de acordo com um critério de
extracgdio adoptado, até que se obtenha o conjunto de varidveis mais adequado que
melhor descreva a situagdo. Passo a passo, foram retiradas as varidveis terpine-4-ol,
nerol e farnesol, o que revelou uma melhoria significativa na percentagem de variéncia
explicada pelos dois primeiros componentes.

A analise de componentes principais efectuada agora com as 7 variaveis e 0s 36
objectos, originou a obtengdo de dois componentes principais (aos quais correspondem
valores proprios superiores a 1), que descrevem 91,3 % da variancia total da amostra
(tabela 3.26).

Tabela 3.26 Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos dois primeiros

componentes principais, obtidos com as 7 varidveis.

Ay e Per
Con}pa.nente Valores préprios  Variancia (%) & °e"‘agem
principal Cumulativa
1 4,1 54,7 54,7
2 2,3 36,6 91,3

A figura 3.86 mostra que as varidveis que tém maior peso no 1° componente
principal (54,7 % da variancia total) sdo o o-terpineol, a f-damascenona, o neral ¢ o
linalol, este dltimo com peso negativo no 2° componente principal (fabela 2.AB;
pag.290).
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Figura 3.86 - Projec¢io bidimensional da Figura 3.87 - Projec¢io bidimensional dos 36
influéncia das 7 varidveis nos dois primeiros mostos estudados identificados por casta, nos
componentes principais, que representam dois primeiros componentes principais, que
91,3 % da varidncia total do sistema. representam 91,3 % da varidncia total da
amostra.

O 2° componente principal (36,6 % da varidncia total) é explicado pelo
citronelol, B-ionona e geraniol (fabela 2.AB; pag. 290).

A projec¢do bidimensional dos 36 mostos nos dois primeiros componentes
principais (figura 3.87) mostra que, com as 7 varidveis em estudo, ¢ possivel
diferenciar os diferentes mostos de acordo com a casta de origem. Verificou-se ainda
que os mostos da casta Sercial, se posicionam ao longo do 2° componente principal
(valores positivos), sendo, por isso, mais afectados pelas variaveis citronelol, B-ionona
e geraniol.

Os mostos das castas Boal e Verdelho (figura 3.87) projectam-se para valores
negativos do 2° componente principal sendo afectados, essencialmente pelo linalol. E
pouco nitida a separagdo entre estes dois grupos objectos.

Aos mostos da casta Malvazia, situados para valores positivos do 2° e negativos
do 1° componentes principais, associam-se as varidveis citronelol e [-ionona, esta
{ltima com teores superiores ao seu LPO (5 ug.L™") pelo que contribuird com nuances

florais para o aroma global do mosto Malvazia.

216




Resultados e Discussdo

Utilizando o teste de compara¢des multiplas LSD (tabela 3. AB; pdg. 290),
verificamos que para um nivel de confianga de 95 % existem diferencgas significativas
entre todos os mostos (p<0,05) em fungdo do 1° componente principal. Os valores de
significancia obtidos para o 2° componente principal permitem deduzir que existem
diferencgas estatisticamente significativas entre o mosto da casta Sercial e os mostos das
outras castas, enquanto que os mostos das castas Boal, Malvazia e Verdelho, ndo se
diferenciam (p>0,05) em fungdo deste componente (tabela 3. AB; pag. 290).

A ndo existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os anos
(1998, 1999 ¢ 2000) em fungdo dos dois primeiros componentes principais (tabela 4.
AB; pag. 291), revela que estes ndo influenciam a separagdo verificada entre as castas. A
figura 3.88 mostra que ndo ¢ o factor ano que esta na base da distingdo entre os quatro

grupos uma vez que, em cada grupo existem objectos dos diferentes anos estudados.
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Figura 3.88- Projeccio bidimensional dos 36 mostos estudados identificados por anos, nos dois

primeiros componentes principais, que representam 91,3 % da varidncia total da amostra.

As uvas destas quatro castas sdo provenientes do mesmo campo experimental
(Ponta do Pargo - Direc¢do Regional da Agricultura), pelo que na diferenciagdo dos
objectos, sdo minimizados os efeitos do “terroir”. Assim as diferengas encontradas na

composicdo varietal sdo devidas apenas a casta.
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3.11.2 LDA aplicada aos resultados dos terpendis nos mostos

Para encontrar fungdes de varidveis que permitam discriminar os mostos de
acordo com a casta de origem, recorremos a andlise discriminante linear. Os
pressupostos requeridos para esta analise — normalidade das varidveis ¢
homogeneidade das varidncias, foram avaliados pelos teste de Kolmogorov-Smirnov ¢
pelo teste de Levene no procedimento da Anova.

A anélise discriminante foi aplicada ao conjunto das 7 variaveis que, na analise
de componentes principais, explicaram a maior percentagem de variancia.

A aplicagdo desta técnica as 7 variaveis e aos 36 objectos da matriz
MostosVarietais, forneceu trés fungdes discriminantes que representam 100 % da

variabilidade total inicial como descrito na tabela 3.27.

Tabela 3.27 Percentagem cumulativa da varidncia explicada por cada fun¢io canénica

discriminante, resultante da aplicagio da analise discriminante a matriz MostosVarietais.

Fungao Valores Varidncia Percentagem Correlagio  Wilks 2 Nivel de
discriminante proprios (%) Cumulativa ¢anonica Lambda X b significincia
1 68,9 61,1 61,1 0,993 0,000 300,2 24 0,000
2 30,8 273 88.4 0,984 0,002 177,1 14 0,000
3 13,1 11,6 100,0 0.984 0,07 76,7 6 0,000

¥*- qui-quadrado; g.1. —graus de liberdade

Na 1* fungdo discriminante, a que maior poder tem de separar os grupos (61,1 %
da variabilidade total), as variaveis com maior contribui¢do sdo o neral e o o-terpineol.

Na 2* fun¢do discriminante (27,3 % da variabilidade total), a B-ionona surge
como a varidvel com maior peso, seguida do citronelol e do geraniol com contribuigdes
idénticas mas inferiores & da P-ionona. A 3" fungdo discriminante (11,6 % da
variabilidade total), é essencialmente influenciada pelo linalol e pela B-damascenona
(tabela 5. AB).

Da analise de varidncia (4nova) aplicada as trés fungdes discriminantes obtidas,
constata-se que as diferencas entre as médias das trés fungdes sdo estatisticamente

significativas. A aplicagdo do teste de comparagdes multiplas LSD, revelou a existéncia
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de diferencas significativas entre todos os mostos em fun¢do de cada uma das fung¢des
discriminantes.

A projecgdo bidimensional dos objectos nos planos definidos pelas 1* e 2°
fungdes discriminantes, mostra que as duas primeiras fun¢des permitem agrupar

adequadamente os mostos de acordo com a casta de origem.

A capacidade de classificagdo das variaveis foi avaliada procedendo-se a analise
discriminante de uma matriz com objectos ndo definidos em nenhum dos grupos.
Obteve-se uma fun¢do discriminante que classifica correctamente 100 % (8/8) dos
objectos nao classificados (tabela 6. AB; pag 292).

Na figura 3.89 podem visualizar-se os elementos ndo identificados a priori

integrados nos grupos respectivos.
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Figura 3.89 - Projecg¢io bidimensional das duas primeiras funcgdoes discriminantes dos mostos,

na qual se visualizam os objectos ndo classificados a priori.

A classificacdo so ¢ possivel se forem utilizadas todas as variaveis estudadas, ou
seja, a fungdo discriminante obtida é uma fun¢do linear de todas estas varidveis, o que
indica que, enquanto que as varidveis com maior poder discriminatorio sdo, para o
mosto Boal, o benzaldeido para o mosto Malvazia o linalol e a B-damascenona, para o

mosto Verdelho o linalol, o-terpineol e benzaldeido, e para o mosto Sercial o geraniol e
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o nerolidol. Estas por si s6 ndo conseguem discriminar os mostos, sendo necessario ter

em consideracdo todas as outras variaveis.

3.11.3 PCA aplicada aos resultados dos terpendis nos vinhos
monovarietais

Efectuou-se a quantificagdo dos compostos referenciados na tabela 3.24 em 36
vinhos monovarietais (9 de cada casta: Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho),
correspondentes aos mostos das colheitas de 1998, 1999, 2000.

Os dados obtidos por SPME com fibra de poliacrilato PA-85 um com posterior
identificagdo e quantificagdo por GC-MS, permitiram a construgdo de uma matriz
designada de matriz VinhosVarietais, (tabela 7.AB; pag 293), composta por 13 variaveis
e 36 objectos (13x36) agrupados por casta de origem e ano de colheita. A este conjunto
de variaveis foi aplicada a analise de componentes principais € a analise discriminante.

Similarmente ao descrito para os mostos, também neste caso foram retiradas,
passo a passo, as variaveis cis-6xido de linalol, citronelol e vitispirano 11 de modo a
obter um conjunto de varidveis que maximize a percentagem da variancia explicada
pelos dois primeiros componentes principais. A matriz VinhosVarietais ficou deste
modo reduzida a 10 variaveis.

A aplicagdo da andlise de componentes principais as 10 varidveis e aos 36
objectos (10x36), permitiu a extrac¢do de dois componentes principais, com valores

proprios superiores a um, que explicam 89,9 % da variancia total inicial (tabela 3.28).

Tabela 3.28 Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos dois primeiros

componentes principais, obtidos com as 10 varidveis e 36 objectos da matriz Vinhos Varietais.

Cum-po'nente Valores préprios Variancia (%) Percentag.cm
principal Cumulativa

1 3,6 454 454

2 3.5 44,5 89,9

A projecgio bidimensional da influéncia das 10 variaveis nos dois primeiros

componentes principais (figura 3.90), mostra que para o 1° componente principal (45,4
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% da varidncia total), apresentam contribui¢des significativas o o-terpineol, o
nerolidol, o trans-6xido de linalol, e em menor extensdo o vitispirano I (com peso
negativo nos dois componentes) e a -damascenona. O 2° componente principal que
descreve 44,5 % da variancia total do conjunto de dados, estd relacionado com o
geraniol, farnesol, linalol e (£, E)-farnesal (fabela 8.AB; pag 294).

A projecgdo bidimensional dos 36 vinhos nos dois primeiros componentes

principais (figura 3.91), mostra um agrupamento dos vinhos Boal, Malvazia, Sercial e

Verdelho de acordo com a casta de origem. Ou seja, € possivel uma diferenciagio dos
vinhos, com as 10 varidveis envolvidas no estudo, em fungdo dos dois primeiros

componentes principais.
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Figura 3.90 - Projec¢io bidimensional da Figura 3.91 - Projec¢io bidimensional dos 36
influéncia das 10 varidveis da matrig vinhos estudados identificados por casta, nos
VinhosVarietais ~ nos  dois  primeiros  dois  primeiros  componentes  principais.
componentes principais, que representam Representam 89,9 % da varidncia total do

89,9 % da varidncia total do sistema. sistema.

Esta observagdo ¢ confirmada estatisticamente pela Anova (tabela 9. AB; pag
294), verificando-se que as médias das varidveis do 1° e 2° componentes principais
diferem significativamente entre si quanto aos vinhos, o que possibilita a sua separagio

quando projectados num espago bidimensional, como se pode verificar na figura 3.91.
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Os vinhos da casta Malvazia estdo posicionados ao longo do 1° componente
principal (valores positivos), sendo afectados essencialmente pelo o-terpineol,
nerolidol, trans-6xido de linalol, vitispirano I ¢ pela B-damascenona. Esta apresenta um
teor superior ao seu limiar de percepgdo olfactiva (Sug.L™") podendo deste modo
contribuir com notas de flores e frutos exdticos para os vinhos desta casta.

Os vinhos da casta Boal projectam-se para valores negativos dos 1° e 2°
componentes principais. Como se pode constatar pela matriz dos pesos factoriais, o
farnesol, o TDN e o vitispirano I, sdio as varidveis que afectam negativamente esses
componentes, pelo que sdo as varidveis mais associadas aos vinhos desta casta.

Influenciados por valores positivos do 1° componente principal e negativos do
2°, os vinhos da casta Verdelho estdo associados, principalmente, ao O-terpineol, trans-
oxido de linalol, B-damascenona, geraniol e linalol.

O grafico da figura 3.92 mostra que o nerolidol, o geraniol e o linalol, com
valores negativos no 1° e positivos no 2° componentes principais, sdo as varidveis que

mais contribuem para os vinhos da casta Sercial.
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Figura 3.92 - Projec¢io bidimensional dos 36 vinhos estudados identificados por ano de

colheita, nos dois primeiros componentes principais, que representam 89,9 % da variéncia total

da amostra.
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Tal como verificado para os mostos, também para os vinhos a Anova mostra que
nao existem diferencas estatisticamente significativas (p> 0,05) entre os teores de
monoterpendis e norisoprendides nos trés anos em estudo (1998, 1999 ¢ 2000) para

. qualquer dos vinhos das castas em estudo, o que evidencia que ndo é o factor ano que
esta na base da distingdo entre os quatro grupos uma vez que neles existem vinhos dos

trés anos das colheitas (figura 3.92).

3.11.4 LDA aplicada aos resultados dos terpendis nos vinhos
monovarietais

A aplicagdo da analise discriminante ao conjunto de varidveis que melhor
explicam a variancia da matriz dos dados, originou 3 fung¢des discriminantes. Na 1*
fungdo discriminante, que contribui com 90,9 % para a explicagdo da variabilidade
total inicial (tabela 3.29), as variaveis com maior contribui¢do sdo o geraniol e linalol
(tabela 10. AB; pag 295). Na 2* fungdo discriminante aparecem quatro variaveis. O
(£,E)-farnesol e o o-terpineol apresentam contribuigdes idénticas e relativamente
; elevadas. Com peso inferior nesta fun¢do estdo o TDN e o nerolidol. Para a 3* fungéo

discriminante contribui significativamente a [3-damascenona e em menor extensido o

vitispirano I, o farnesol e o frans-6xido de linalol.

Tabela 3.29 Percentagem cumulativa da varidncia explicada por cada fungdo candnica

discriminante, resultante da aplicacio da andlise discriminante i matriz VinhosVarietais.
Fungio Valores Variancia Percentagem Correlagio  Wilks 3 ol Nivel de
discriminante proprios (%)  Cumulativa ¢anonica Lambda X " significancia
1 90,9 79,2 79,2 0,995 0,000 2484 30 0,000
2 19,7 17;1 96,3 0,976 0,009 126,4 18 0,000
3 42 3,7 100,0 0,899 0,192 44,6 8 0,000

A Anova aplicada as trés fungdes discriminantes obtidas, indica que as

diferengas entre as médias das trés fungdes sfo estatisticamente significativas
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possibilitando deste modo discriminar adequadamente os vinhos em estudo de acordo
com as castas de origem.

A capacidade de classificagdo das varidveis foi avaliada procedendo-se a analise
discriminante de uma matriz com objectos ndo definidos em nenhum dos grupos
(tabela 11. AB; pag 295). A percentagem de classificagdo obtida, 100 % (9/9), revela a
adequagdo das 12 variaveis utilizadas na diferenciagdo dos objectos.

Na figura 3.93 podem visualizar-se os objectos nao identificados a priori

incorporados no correspondente grupo.
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Figura 3.93 - Projecg¢do bidimensional das duas primeiras fungoes discriminantes dos vinhos na

qual se visualizam os objectos ndo classificados a priori.

Para os vinhos da casta Boal as varidveis com maior poder discriminatério sdo o
(E,E)-farnesol, o a-terpineol o nerolidol e o vitispirano I, enquanto que o frans- 6xido
de linalol, o (E,E)-farnesol, o o-terpineol, o TDN e a f-damascenona para os vinhos da
casta Malvazia, o o-terpineol, o geraniol, e o farnesol para os vinhos da casta Sercial e

o geraniol, o a-terpineol e a B-damascenona, sdo as variaveis que mais contribuem para

a sua discriminagao.
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A andlise discriminante efectuada, permitiu discriminar quer os mostos quer os
vinhos, conseguindo classificar correctamente 100 % de objectos ndo agrupados a
priori, facto bastante relevante e que poderd ser importante no sentido de reprimir a
pratica de fraudes ou imitagdes que utilizam abusivamente a designagao de “Vinho
Madeira”.

As variaveis estudadas mostraram-se capazes de diferenciar as castas em estudo,
facto que confere a quantificagdo destes compostos uma importéncia acrescida na

defini¢io das caracteristicas da tipicidade das castas produtoras de vinho Madeira.

3.12 ANALISE MULTIVARIAVEL APLICADA AOS COMPOSTOS VOLATEIS
DOS VINHOS MONOVARIETAIS

Com o intuito de verificar se os diferentes grupos de compostos aromaticos
estudados, permitem a distingdo e classificagdo dos vinhos monovarietais em estudo,
aplicou-se a PCA e a LDA ao conjunto de variaveis mais representativas de cada grupo
e constantes na tabela 3.30.

As vari4veis foram reagrupadas em 5 grupos: dlcoois superiores, dcido gordos
voldteis, ésteres etilicos de dcidos gordos, ésteres etilicos de dcidos fixos € compostos
carbonilados.

Cada um dos grupos representados foi objecto de uma analise de componente
principal, seguindo-se uma analise ao conjunto de varidveis, que para cada grupo,
explicam a maior percentagem de varidncia (compostos gerais). Este conjunto de
variaveis foi ainda sujeito a uma andlise discriminante.

A identificagdo das variaveis utilizadas encontra-se descrita na tabela 3.30,
tendo sido essa a correspondéncia utilizada em todas as andlises multivaridvel
efectuadas.

As matrizes correspondentes a cada grupo encontram-se no Anexo C.
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Tabela 3.30 Identifica¢io das 42 varidveis utilizadas na andlise multivaridvel aplicada aos
compostos voldteis.

Variavel  Identificaciao Variavel Identificaciao
Alcoois superiores dodeca 4cido dodecandico

prop propan-1-ol benz acido benzoico

mprop 2-metilpropan-1-ol

mbut 2+3-metilbutan-1-ol Esteres etilicos dcidos gordos e fixos

but butan-1-ol CcoC2 hexanoato de tilo

hex hexan-1-ol C8C2 octanoato de tilo

e3hex (E)-hex-3-en-1-ol C9C2 nonanoato de etilo

73hex (Z)-hex-3-en-1-ol c1oc2 decanoato de tilo

e:‘!hex (E)-hex-2-en-1-ol deceet cis-9-decenoato de etilo

;Zhex (Z)-hex-2-cn-1-ol benzacet” benzenoacetato de etilo

albenz alcool benzilico cnc dodecanoato de etilo

feoh 2-feniletanol C14C2 tetradecanoato de etilo

C16C2 hexadecanoato de etilo

Acidos gordos voldteis C18C2 octadecanoato de etilo

eta 4cido etandico lacet lactato de etilo

prop Acido propandico sde succinato de dietilo

mbut acido 3-metilbutandico

but acido butandico Compostos carbonilados

dmm dcido dimetilmalénico nona nonanona

hexa acido hexandico benzal benzaldeido

etilhexa dcido 2-ctil-hexanoico fur furfural

hbprop dcido 2-hidroxibenzenopropandico emf 5-(etoximetil)furfural

octa acido octandico hmf 5-(hidroximetil)furfural

nona acido nonandico butiro v-butirolactona

deca dcido decandico pantol pantolactona

3.12.1 PCA aplicada aos alcoois superiores

A semelhanga do que fizemos para a matriz VinhosVarietais, se agora
considerarmos as 11 varidveis que constituem o grupo dos éalcoois superiores (fabela

12. AB; pag. 296), e projectarmos os 36 vinhos nos dois primeiros componentes com

elas obtidos, obtemos um sistema em que os dois primeiros componentes principais
explicam 81,2 % da varidncia total do sistema. Com o intuito de formarmos o conjunto
de varidveis que maximizam a percentagem da varidncia explicada, foram

sucessivamente retiradas e adicionadas, passo a passo, variaveis. Do conjunto das
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variaveis que fazem parte do grupo dos alcoois superiores e que se encontram
representadas na tabela 3.30, retiraram-se o propan-1-ol e o 2+3-metilbutan-1-ol. O
novo conjunto de 9 variaveis assim formado, permite explicar 87,9 % da variancia
total. 62,2 % da variancia ¢ explicada pelo 1° componente principal. O 2° componente

explica 25,7 % (tabela 3.31).

Tabela 3.31 Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos (rés primeiros
componentes principais, obtidos para os vinhos das diferentes castas com as 9 varidaveis da

MatrizAlcooisSuperiores.

C;ﬂﬂ:;:::te Valores proprios Varidncia (%) l?:;::::ﬁt:‘
1 5,7 62,2 62,2
2 23 235 87,9
3 0,6 7,0 94,9

O 1° componente principal ¢ explicado maioritariamente pelo élcool benzilico,
pelo 2-feniletanol e pelo (E)-hex-3-en-1-ol e em menor extensdo pelo 2-metilpropan-1-
ol, hexan-1-ol e (Z)-hex-2-en-1-ol. Os alcoois (£)-hex-3-en-1-o0l e (£)-hex-2-en-1-ol,
sdo as variaveis associadas ao 2° componente principal.

Na figura 3.94 esta representada a projeccdo das 9 variaveis no plano definido
pelos 1° e 2° componentes principais, mostrando a figura 3.95 a distribuicdo dos
objectos segundo as mesmas componentes.

O grafico da figura 3.95 mostra que os vinhos das castas Malvazia, Sercial e
Verdelho distribuem-se ao longo do 2° componente principal sendo por isso mais
afectados pelo éalcool benzilico, pelo 2-feniletanol e pelo (£)-hex-3-en-1-o0l. Os vinhos
da casta Boal diferenciam-se dos vinhos das restantes castas em fung¢do do 1°
componente principal, com o (Z£)-hex-3-en-1-ol e o (£)-hex-2-en-1-ol a contribuirem
exclusivamente para este componente.

Verificou-se ainda que os vinhos das castas Sercial e Verdelho encontram-se
todos situados para valores negativos dos 1° e 2° componentes principais. O 2-

metilpropan-1-ol ¢ a Unica variavel que afecta negativamente os dois componentes.
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influéneia  dus 9 varidveis nos 17 ¢ 2°  vinhos nos  dois primeiras  componenies
componentes principais, que representam 879 principais, que  representum 87,9 %

Yo da varidncia roral do sistenta. varidncia total do sistenmia cont 9 varidavels.

As vaniaveis alcool benzilico, 2-feniltanol e (£)-hex-3-en-1-0l, com influéncia
positiva no 1° componente principal e negativa no 2°, estdio associadas aos vinhos da
casta Malvazia. A separagio obtida sugere que os vinhos da casta Boal se distinguem
dos vinhos das outras castas estudadas, em funcdo das varidveis que apresentam valores

positivos no 1° componente principal.

3.12.2 PCA aplicada aos acidos gordos volateis

A semelhanca do que fizemos com os alcoois superiores, a selec¢do do conjunto
de vartaveis que melhor explicam a variabilidade entre os acidos gordos voléteis dos
vinhos das diferentes castas, conduz-nos a uma matriz (tabela 13. AB; pig 297) de
apenas 6 varidveis (MatrizAcidosGordos; 6x36). A analise de componentes principais

aplicada a este conjunto de 6 acidos gordos, originou a obtengdo de dois componentes
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principais que descrevem 85,8 % da varidncia total da amostra (tabela 3.32), sendo por

isso uma boa representacao da informacao total implicita na anélise.

Tabela 3.32 Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos dois primeiros
componentes principais, obtidos para os vinhos das castas estudadas com as 6 varidveis da

MatrizAcidosGordos.

C(;t;!:g;;)e;:te Valores proprios Variancia (%) [;el::z::ﬁf:‘
i I G o LH S
2 1,8 33,9 85,8
3 05 7.8 036

O 1° componente explica 51,9 % da variancia total, estando relacionado com o
acidos benzoico, octandico e 2-hidroxibenzenopropandico. Com uma contribuigdo
inferior a estes surge o acido hexanoico.

O 2° componente cuja contribuicdo mais significativa ¢ dada pelos acidos

i propandico e 2-etil-hexanodico (figura 3.96), explica 33,9 % da varidncia total do
conjunto inicial de dados.

A projec¢do bidimensional dos 36 vinhos monovarietais nos dois primeiros
componentes principais (figura 3.97), mostra que ¢ possivel distinguir quatro grupos de
vinhos com um posicionamento diferenciado.

A aplicag@o da Anova permite concluir, com um grau de confianga de 95 %, que
os vinhos das castas Sercial e Verdelho separam-se dos vinhos Boal e Malvazia em
fung¢do do 1° componente principal. Existem diferencas estatisticamente significativas
entre os valores médios das 6 variaveis relativamente ao 2° componente principal.

Uma andlise mais pormenorizada do grafico da figura 3.97, revela que os vinhos
da casta Boal se posicionam para valores negativos do 1° componente principal e
positivos do 2°. Os 4acidos octandico e hexandico sdo as varidveis que estio mais
E relacionadas com os vinhos desta casta.

Os vinhos da casta Malvazia sdo mais influenciados pelas varidveis que afectam
positivamente os dois primeiros componentes principais, ou seja, pelos dcidos

benzbico, 2-hidroxibenzenopropanoico e 2-etil-hexandico.
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influéncia das 6 variaveis nos dois primeiros vinhos das diferentes castas estudadas, nos
componentes principais, que explicam 85,8% planos  definidos  pelos  dois  primeiros
da variancia total do sistema. componentes principais, representando 85,8 %

da varidncia total do sistema.

Relativamente aos vinhos das castas Sercial ¢ Verdelho, os acidos octanodico,
hexandico e propandico, sio os que mais contribuem para os primeiros. Para os
segundos, as variaveis com peso positivo no 1° componente principal, os acidos
benzodico, 2-hidroxibenzenopropandico e 2-etil-hexandico, sdo as que mais lhes estao

associadas.

3.12.3 PCA aplicada aos ésteres etilicos de acidos gordos

volateis e acidos fixos

Com o intuito de seleccionar o conjunto de variaveis que maximizem a

percentagem de varidncia explicada pelos dois primeiros componentes principais foram
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retiradas, passo a passo, o nonanoato de etilo, o benzoato de etilo e o lactato de tilo, das
13 variaveis que constituem a MatrizEsteres (tabela 14. AB; pag. 298).

A andlise de componentes principais aplicada aos 36 vinhos monovarietais
efectuada com as 10 varidveis assim seleccionadas, originou a obtengdo de dois
componentes principais que explicam 91,0 % da variancia total da amostra. 51,8 %

|
:
l desta varidncia sdo explicados pelo 1° componente principal, com o 2° componente a
l contribuir com 39,2 % (tabela 3.33).

Tabela 3.33 Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos dois primeiros

componentes principais, obtidos para os vinhos monovarietais com as 10 varidveis da

MatrizEsteres.
Componente Hhas AR Percentagem
principal Valores proprios Variancia (%) Canlilativa
1 52 51,8 51,8
2 3,9 39,2 91,0

A projec¢ao bidimensional das 10 varidveis no plano definido pelos dois

primeiros componentes principais (figura 3.98), mostra que as varidveis com maior

peso no 1° componente principal sdo o octadecanoato de metilo, o tetradecanoato de
etilo, o benzenoacetato de etilo, o hexadecanoato de etilo, € em menor extensdo o
dodecanoato de etilo e o decanoato de etilo. 39,2 % da variancia total sdo explicados

pelo octanoato de etilo, pelo cis-9-decenoato de etilo e pelo hexanoato de etilo,

variaveis relacionadas com o 2° componente principal (figura 3.99).

A separacdo conseguida através da projec¢do dos vinhos monovarietais das
diferentes castas estudadas, de acordo com a casta de origem, nos dois primeiros
componentes principais estd representada na figura 3.99.

Verifica-se que, na generalidade, os vinhos das castas Sercial e Malvazia, se
posicionam ao longo do 1° componente principal, contrariamente aos vinhos das castas
Boal e Verdelho que sdo mais afectados pelas variaveis associadas ao 2° componente

principal. O octadecanoato de etilo, o benzenoacetato de etilo, o hexadecanoato de etilo
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€ o succinato de dietilo, com pesos negativos
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da variancia rotal.

Os vinhos da casta Malvazia, influenciados por valores negativos do 1° e

positivos do 2° componente principal, sdo afectados, essencialmente, pelo cis-9-

decenoato de etilo e pelo hexanoato de etilo.

Os ésteres, octadecanoato de etilo, benzenoacetato de etilo, hexadecanoato de
etilo e succinato de dietilo estdo relacionados com os vinhos Sercial por se situarem, na
sua globalidade, para valores negativos do 2° componente principal. Relativamente aos

vinhos Verdelho, posicionados para valores positivos do 1° componente principal sdo i

vinhos

principais,

no 2° componente principal sdo as

casta Boal.
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Figura 3.99 - Projec¢io bidimensional dos 306

nos dois  primeiros  componentes

que  representam 91,0 % da

varidancia total do sistema inicial.

afectados, principalmente, pelo octadecanoato de etilo, pelo tetradecanoato de etilo e

pelo benzenoacetato de etilo
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3.12.4 PCA aplicada aos compostos carbonilados

A andlise de componentes principais aplicada aos 36 vinhos monovarietais,
efectuada com as 7 variaveis (tabela 15. AB; pag. 299) que melhor descrevem a variagdo
existente no conjunto de dados dos compostos carbonilados, originou a obtengdo de
dois componentes principais que descrevem 87,1 % da varidncia total da amostra
(tabela 3.34). Verifica-se que, apesar do 3° componente principal contribuir com um
incremento de 10,2 % na explicagdo da varidncia total, apresenta um valor préprio

inferior a unidade (0,7).

Tabela 3.34 Percentagem cumulativa da varidancia total explicada pelos trés primeiros
componentes principais, obtidos para os vinhos estudados com as 7 varidaveis da

MatrizCompostosCarbonilados.

C:EE;’;:;;& Valores proprios Variancia (%) E;fifﬁ:;:ﬁi:l
1 34 459 45,9
2 2,7 41,2 87,1
3 07 103 974

A figura 3.100 mostra que as varidveis com maior peso no 1° componente
principal, ¢ que descrevem 45,9 % da varidncia existente nos dados, sdo o 5-
(etoximetil)furfural, a nonanona e o 5-(hidroximetil)furfural. 41,2 % da variincia total
sdo explicados pela vy-butirolactona, pelo furfural, e em menor extensdo pelo
benzaldeido e pela pantolactona, compostos relacionados com o 2° componente
principal. A separagdo conseguida através da projec¢do dos vinhos consoante a casta de
origem esté representada na figura 3.101.

Verifica-se (figura 3.101) que os vinhos das castas Malvazia e Sercial estdo
englobados no mesmo grupo ndo sendo, por isso, possivel a sua separagdo com as 7
variaveis consideradas. Este grupo ¢ afectado principalmente pelas variaveis, 5-

(hidroximetil)furfural e pantolactona, com pesos negativos no 2° componente principal.
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A figura 3.101 mostra igualmente que os vinhos da casta Boal se posicionam ao
longo do 2° componente principal (valores negativos). As varidveis que afectam

negativamente este componente sdo o 5-(hidroximetil)furfural e a pantolactona.
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Figura 3.100 - Projeccdo bidimensional da Figura 3.101 - Projecgdo bidimensional dos
influéncia das 7 varidaveis nos dois primeiros  yinhos monovarietais nos dois primeiros
componentes principais, que representam 87,1 componentes principais, que representam 87,1

% da varidncia total. % da varidncia total do sistema inicia.

Contrariamente aos vinhos Boal, os vinhos da casta Verdelho sdo mais
afectados pelas varidveis associadas ao 1° componente principal - o 5-

(etoximetil)furfural, a nonanona e o 5-(hidroximetil)furfural.

Dos grupos de compostos aos quais se aplicou a PCA, com excep¢do dos
compostos carbonilados, que apesar da elevada percentagem explicada pelos dois
primeiros componentes principais (87,1 %), ndo permitem a distingdo entre os vinhos
Sercial e Malvazia, todos os outros grupos de compostos permitiram uma separagao
nitida dos objectos, com maior importancia para os ésteres etilicos de acidos gordos e
fixos (91,0 %) e para os terpendis (89,9 %).
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Apesar dos bons tesultados, a sua importdncia podera ser relativizada pelo

reduzido ndmero de objectos utilizado.

3.12.5 LDA APLICADA A0S COMPOSTOS VOLATEIS DOS VINHOS
MONOVARIETAIS

Com o intuito de encontrar fun¢des discriminantes que permitissem classificar
as castas, aplicou-se a LDA ao conjunto de varidveis que permitiram, dentro de cada
grupo, explicar a maxima variéincia dos dados. Da aplicaciio da analise discriminante a
este conjunto de varidvels, obteve-se as trés fungdes discriminantes constantes na
tabela 3.35.

Vabela 3.35 Percentagem camulaiiva da varianeia explicada por cada fungdo canonica

discriminante, resultunte da  aplicagio da andlise  discriminante as 19 varidveis mais

representativas dos vinhos Madeira estudados.

tanie. put

b 30 929 929 1,600 0,000 3866 57 0,000
2 182,1 5,6 98,4 0,997 0,000 2062 36 0,000
3 51,2 L6 100 0,990 0019 1000 17 0,000

As duas primeiras fun¢des discriminantes contribuem com 98,4 % da
percentagem total para a discriminagdo. A 3* funcfio discriminante contribui com 1,6 %
para a discriminagdo.

A 1" fungdo discriminante, & qual corresponde o maior poder discriminatério, é
essencialmente influenciada pelo (£)-hex-3-en-1-0l, pelo succinato de dietilo e pelo
cis-9-decenoato de etilo, enquanto que a 2* fun¢do estdo associadas o 5-
(etoximetil)furfural, o octanoato de etilo, o 4cido hexandico, o hexanoato de etilo, o
cis-9-decenoato de etilo, o ¢-terpineol, e em menor extensio, o tetradecanoato de etilo,
o trans-6xido de linalol, o 4cido propandico e a pantololactona. Na 3* fungfo

discriminante as varidveis que apresentam maior peso sio o 2-feniletanol, o
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benzaldeido, o acido octanodico, o hexadecanoato de etilo, o benzenoacetato de etilo € o
acido 2-etil-hexandico.

A figura 3.102 mostra que as duas primeiras fungdes discriminantes permitem
encontrar uma separagdo nitida entre os individuos e os centroides pertencentes a
grupos (objectos) diferentes, possibilitando deste modo, discriminar os vinhos

estudados de acordo com a casta de origem.
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Figura 3.102 — Representagio grdfica das duas primeiras fungoes discriminantes para os quatro

grupos de vinhos, considerando as varidveis mais representativas.

Embora a andlise discriminante tenha sido quase sempre destacada pelo seu
poder analitico, é uma técnica da classificagdo importante, entendida como um
processo de identificagdo do grupo mais provavel a que um individuo pertence, sendo
conhecidas as suas caracteristicas através das varidveis discriminantes.

A capacidade de classificagdo das variaveis foi avaliada procedendo-se a analise
discriminante de uma matriz com objectos ndo definidos em nenhum dos grupos.

Utilizando o critério de classificagdo de Fisher, segundo o qual um objecto
devera ser classificado num determinado grupo se estiver mais proximo da média deste

do que da média dos restantes grupos, e de acordo com as fungdes discriminantes

2306




Resultados e Discussdo

obtidas, verificdmos que todo os vinhos, nédo agrupados a priori, foram correctamente
classificados, ou seja, 100 % dos casos (8/8).
A analise feita permite uma distingdo clara entre os quatro grupos de vinho

estudados.

237




Capitulo

! Conclusoes




4. CONCLUSOHES

O presente trabalho visou a caracterizagdo aromatica (quimica) das uvas, mostos
¢ dos vinhos monovarietais correspondentes das castas Boal, Malvazia, Sercial e
Verdelho. Pretendeu-se ainda estudar a evolucio de determinados compostos do vinho
Madeira sujeitos a envelhecimento do tipo térmico/oxidativo. Numa primeira etapa, o
estudo foi efectuado com 36 mostos das quatro castas nobres produtoras de vinho
Madeira, e com os 36 vinhos monovarietais correspondentes. Numa segunda etapa o
estudo foi alargado a 86 amostras de vinhos com idades compreendidas entre os 8

meses € 25 anos.

Desenvolveu-se uma metodologia analitica — HS-SPME/GC-MS, que permitiu a
identificacdo de algumas dezenas de substincias pertencentes a diferentes familias
quimicas, nomeadamente: monoterpendis, norisoprendides, dlcoois superiores, dcidos
gordos voldteis, ésteres etilicos de dcidos gordos, ésteres etilicos de dcidos fixos e
compostos carbonilados.

No estabelecimento do método analitico que constituiu a primeira parte do
trabalho, adoptou-se a microextrac¢do em fase solida com espago de cabega, HS-
SPME, para a extrac¢do dos compostos, seguida de analise e identificagdo por GC-MS.
O método mostrou-se mais adequado do que a extrac¢do liquido-liquido com
diclorometano na analise simultinea de terpenois, norisoprendides, acetatos de alcoois
superiores e ésteres etilicos de 4cidos gordos. Para os monoterpenols, o limite de
detecgio foi em média de 1,4 pg.L” para a solugdo aquosa e 2,1 ng.L! para a solugdo
hidroalcoolica a 18%. A repetibilidade de 6 injec¢des variou de 2,3 % a 14,4 % para as
solugdes aquosas e 4,8 % a 14,2 % para as solugdes hidroalcoolicas a 18 %. Para as

amostras de mostos a repetibilidade variou de 0,4 % a 9,5 % e para as amostras de
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vinhos de 1,9 % a 22,2 %. A exactidao avaliada através do calculo da percentagem de

recuperagdo, foi em média, de 83,2 % para os mostos e 71,3 % para os vinhos.

Os estudos efectuados permitiram retirar as conclusdes que se seguem :

i) Os principais grupos de compostos aromaticos da fracc¢do livre do aroma
das uvas, excluindo o composto desconhecido [(-)-limoneno], sdo os aldeidos furanicos
e compostos carbonilados, que representam, em média, 25,3 % e 24,4 % do total da
fraccdo livre aromatica, nas quatro castas de uvas estudadas. Os acido gordos volateis
(15,9 %), os monoterpenos (12,1 %), os norisoprendides (10,7 %) e os dalcoois
superiores (9,9 %), contribuem de forma menos significativa para a frac¢ao livre
aromatica das uvas.

O composto desconhecido, mas com grande probabilidade de ser o (-)-
limoneno, ¢ o monoterpeno mais abundante em qualquer das castas de uvas analisadas.
O nonanal e o (E)-hex-2-enal também apresentam areas relativas significativamente
mais elevadas que os outros compostos identificados.

As uvas da casta Boal apresentam teores de monoterpendis, acidos gordos
volateis e compostos carbonilados, superiores aos determinados nas uvas das outras
castas. As uvas da casta Sercial sdo as mais ricas em aldeidos furanicos, enquanto que,

os teores de monoterpenos e alcoois superiores sdao mais elevados nas uvas da casta

Verdelho.

i) Nos mostos das diferentes castas estudadas, os alcoois superiores sdo o
grupo maioritario contribuindo com 56,4 % para a totalidade da fracgdo livre do aroma
na casta Boal. Para os mostos das restantes castas a contribuigdo € de 51,2 %, 59,5 % e
49,6 %, respectivamente, para os mostos Malvazia, Sercial e Verdelho. Os acidos
gordos volateis com uma contribui¢do média de 15,7 % para a fracg¢do livre total dos
mostos das diferentes castas, constituem o segundo grupo mais abundante. Os acidos
hexanoico e octandico sdo os mais representativos. Os ésteres etilicos de acidos gordos
¢ os monoterpendis, representam 14,4 % e 10,2 %, respectivamente, para a fracc¢do

livre aromatica dos mostos estudados.
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iii) Os resultados obtidos na quantificagdo dos monoterpendis e
norisoprenoides livres, nos 36 mostos das castas Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho,
das vindimas de 1998, 1999 e 2000, permitiram concluir que os monoterpendis mais
abundantes sdo, em média, o farnesol, o linalol e o o-terpineol. Os mostos da casta
Malvazia (132 pg.L™"), sdo os mais ricos neste tipo de compostos contrariamente aos da
casta Sercial (63,3 ug.L']).

Os resultados permitiram igualmente concluir ndo haver diferengas
estatisticamente significativas, ao nivel quantitativo e qualitativo, entre os trés anos
estudados.

Este é o primeiro trabalho a fornecer valores acerca dos teores destes compostos
nas diferentes variedades de vinhos Madeira, sendo original na aplicagdo da HS-SPME

em vinhos licorosos com um teor alcodlico de, aproximadamente, 18 % (vol.).

iv)  Foi possivel distinguir os mostos das castas Boal e Verdelho dos mostos
das castas Malvazia e Sercial, com base na relagio acetato de 2-feniletilo/f3-
damascenona. O valor médio desta razéo ¢ de 6,9 e 3,8 para os mostos das castas Boal
e Verdelho, respectivamente, e de 0,5 e 0,3, para os mostos das castas Malvazia e
Sercial. Similarmente, a abundéncia relativa dos isdmeros (E) e (Z) do hex-3-en-1-ol,
pode ser utilizada para diferenciar os mostos das castas Malvazia ¢ Verdelho dos
mostos das castas Boal e Sercial. Com efeito, o valor médio do quociente (Z)/(E) foi de
25,0 para os mostos da casta Malvazia ¢ de 3,9 para os mostos da casta Verdelho. Para
os mostos das castas Boal e Sercial, o valor da razio foi de 0,9 e 0,8, respectivamente.

Este facto devera ser explorado futuramente com um maior numero de amostras.

v) A aplicagdo da analise multivariavel aos monoterpenodis ¢
norisoprendides, permitiu estabelecer relagdes entre os mostos das diferentes castas e
os compostos que mais lhes estdo associados. A interpretagdo dos resultados obtidos
pela PCA permite afirmar que o nerol € o linalol, foram os terpendis com maior peso
nos mostos das castas Boal e Verdelho. O citronelol, a B-ionona e o geraniol, nos

mostos da casta Sercial, e o citronelol e a P-ionona nos mostos da casta Malvazia,
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foram as varidveis que mais contribuiram para a diferenciagdo entre os mostos das

referidas castas.

vi)  Dos diferentes grupos de compostos quimicos identificados nos vinhos
monovarietais, ao dlcoois superiores sdo o grupo mais representativo em qualquer dos
vinhos das diferentes castas estudadas (54,1 %). Com 28,5 %, os ésteres etilicos dos
acidos gordos sdo o segundo grupo mais abundante, seguindo-se os dcidos gordos
volateis (5,6 %) e os ésteres etilicos dos acidos fixos (4,7 %).

Verificou-se que os alcoois superiores mais abundantes nos vinhos
monovarietais estudados sdo o 2-metilbutan-1-0l, o 2-feniletanol e o hexan-1-ol,

embora os seus teores nunca atinjam os respectivos limiares de percep¢ao olfactivo.

vii)  Os resultados obtidos na quantificacdo dos monoterpendis e
norisoprendides livres, nos 36 vinhos monovarietais das vindimas de 1998, 1999 e
2000, permitiram concluir que a casta Malvazia € a mais rica neste tipo de compostos
contrariamente a casta Sercial. Os compostos de origem varietal mais abundantes nos
vinhos das quatro castas estudadas séo, o linalol, o o-terpineol e a 3-damascenona.

Em qualquer dos vinhos das castas estudadas, os teores de 3-damascenona sdo
superiores ao seu limiar olfactivo contribuindo, deste modo, para o aroma dos vinhos
analisados.

Verificou-se também a ndo existéncia de diferencas estatisticamente

significativas ao nivel quantitativo e qualitativo entre os trés anos estudados.

viii) Os vinhos da casta Boal sdo os mais ricos em norisoprendides, alcoois
superiores e compostos carbonilados. Por sua vez os vinhos da castas Malvazia
apresentam teores de monoterpendis superiores aos determinados para os vinhos das
outras castas. Os ésteres etilicos de acidos gordos e os fendis volateis sdo maioritarios
nos vinhos da casta Sercial. Os teores em acetatos de alcoois superiores, acidos gordos

volateis e compostos furanicos, sdo mais abundantes nos vinhos da casta Verdelho.
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ix) O acetato de etilo, o hexanoato de etilo e a B-damascenona contribuem,
de forma marcante, para o caracter “frutado” e “floral” de qualquer dos vinhos das
castas estudadas. O acetato de isoamilo (odor a banana) aparece em concentragdes
superiores ao limiar de percepg¢do nos vinhos das castas Malvazia, Sercial e Verdelho,
enquanto que, o octanoato de etilo nos vinhos da casta Malvazia, ¢ o octanoato ¢
decanoato de etilo nos vinhos da casta Verdelho, contribuem com nuances frutadas para

o aroma dos vinhos Madeira jovens.

x) E possivel diferenciar os vinhos das quatro castas através dos isomeros
(E) e (Z) do hex-3-en-1-ol. Verificou-se que a razdo das concentragdes dos isomeros €
constante para cada casta, apresentando valores de cerca de 1,0 para a casta Boal, de

31,9 para a casta Malvazia, de 7,0 para a casta Sercial e de 3,9 para a casta Verdelho.

xi) A analise de componentes principais aplicada aos diferentes grupos de
compostos aromaticos, permitiu concluir que, com excep¢do dos compostos
carbonilados, todos os outros grupos permitem distinguir os vinhos monovarietais das
diferentes castas.

As variaveis que mais contribuem para caracterizar os vinhos da casta Boal s@o:
o farnesol, o TDN, o (E)-hex-3-en-1-ol, o (E)-hex-2-en-1-ol, os acidos hexandico ¢
octandico, o octadecanoato de etilo, o HMF e a pantolactona. Para os vinhos da casta
Malvazia as variaveis mais importantes sdo: o 0-terpineol, o nerolidol, o trans-6xido de
linalol, o 4lcool benzilico, o 2-feniletanol, o (E)-hex-3-en-1-ol, o 4cido benzoico, o
hexanoato de etilo ¢ o HMF. As varidveis nerolidol, 2-metilpropan-1-ol, acido
octandico, octadecanoato de etilo e pantolactona, sdo as mais significativas na
diferenciacio dos vinhos da casta Sercial relativamente aos vinhos das outras castas.
Para os vinhos da casta Verdelho, as varidveis com maior peso sdo o oO-terpineol, 2-
metilpropan-1-ol, o cido benzdico e o 5-(etoximetil)furfural.

O pequeno nimero de amostras (9 de cada uma das castas estudadas) confere,
no entanto, uma importancia relativa a andlise por componente principal efectuada,
salvaguardando a necessidade de se realizar um estudo mais aprofundado com um

maior numero de amostras.
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xii)  No que se refere a evolug@o dos compostos ao longo do envelhecimento,
observaram-se diferentes comportamentos consoante 0s compostos em causa.
Genericamente, ¢ considerando os vinhos das diferentes variedades, parece que os
teores dos dlcoois superiores, dos acetatos de dlcoois superiores, dos dacidos gordos
voldteis, dos ésteres etilicos de dcidos fixos, dos compostos carbonilados, dos fenois
volateis e dos aldeidos furdnicos, aumentam com o envelhecimento, enquanto que 0s
teores dos monoterpendis, dos norisoprendides e dos ésteres dos dcidos gordos,
apresentam um decréscimo.

De um modo geral, ao longo do envelhecimento do vinho os diferentes grupos

de compostos apresentaram um comportamento coerente com o teoricamente previsto.

xiii) Os teores dos acetais identificados aumentam com o tempo de
armazenamento. Os isémeros cis-/trans- do 4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano e do
5-hidroxi-2-metil-1,3,-dioxano estdo correlacionados de modo linear com o
envelhecimento do vinho. Verificou-se ainda, que o equilibrio termodinidmico entre o
5-hidroxi-2-metil-1,3,-dioxano e o 4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano estabelece-se
ao fim de 10 anos e que a forma dioxano (70 %) prevalece sob a forma dioxolano (30
%).

No decurso do envelhecimento forma-se preferencialmente o 4-hidroximetil-2-
metil-1,3-dioxolano, no entanto, devido a isomerizagdo mutua entre cada estrutura, a
forma ciclica mais estavel, a 5-hidroxi-2-metil-1,3,-dioxano, é favorecida. Assim o
isdmero cis-5-hidroxi-2-metil-1,3,-dioxano ¢ maioritario para vinhos com idades

superiores a 3 anos.

xiv) Entre os compostos furdnicos e pirdnicos analisados, alguns estdo
relacionados com a duragdo do envelhecimento em casco de carvalho. Verificou-se um
aumento aparentemente linear com o tempo de envelhecimento para o furfural, 5-

metilfurfural, 5-(hidroximetil)furfural, 5-(acetoximetil)furfural e 5-(etoximetil)furfural.
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xv)  E notério o aroma a “especiarias” ¢ a “noz” nos vinhos Madeira velhos.
A pesquisa de compostos aromaticos responséveis por este aroma conduziu 2
identificagdo do sotolon, composto associado aos descritores acima referidos.

Tendo em consideragiio a importéncia organoléptica deste composto no vinho
Madeira, estudou-se a sua evolugdo no decurso do envelhecimento.

Verificou-se que os teores de sotolon, estdo correlacionados com a idade dos
vinhos analisados. Ausente nos vinhos com 8 meses, foi identificado nas amostras a
partir dos 6 anos. Para os vinhos da casta Boal os teores médios atingem os 645,7 pg.L’
| Para os vinhos das outras castas, as concentragdes médias determinadas foram 862,5

gL para os vinhos da casta Malvazia, 216,1 ng.L"! para os vinhos da casta Sercial e

607,6 ug.L"' para os vinhos da casta Verdelho.

Pelo descrito, verificou-se que os compostos aromaticos mostraram-se uteis na
discriminac@o dos vinhos monovarietais sendo por isso um instrumento importante na
detec¢do de fraudes.

Por outro lado, espero que o estudo tenha contribuido para um conhecimento
das caracteristicas especificas dos vinhos Madeira, relativamente a outros, ¢ que possa

contribuir de algum modo para a melhoria da qualidade dos vinhos produzidos.
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Se bem que a realizagdo deste trabalho tenha permitido, pela primeira vez, obter
informagéo relevante sobre a constituicio aromética essencialmente dos mostos ¢ dos
vinhos das castas nobres produtoras de vinho Madeira, seria importante confirmar
alguns resultados apresentados nomeadamente no que se refere as uvas, que foram
estudadas apenas na vindima de 2000.

Sendo o primeiro trabalho do género realizado com vinhos Madeira, sdo
mumeras as possibilidades que se podem explorar. No meu ponto de vista, no entanto,

acho que serd importante aprofundar alguns pontos que passo a citar:

i)Proceder a realizagdo de analise olfactométrica (GC-O) de modo a procurar
compostos chave do aroma dos vinhos das castas nobres, alargando o estudo a outras,
nomeadamente a Tinta Negra Mole.

i}  Estudar a frac¢do glicosilada de modo a obter informagdo da percentagem de
compostos que, em cada uma das castas, se encontra nesta forma para, se necessario,
recorrer a tecnologias de vinificagio que permitam melhorar as caracteristicas
organolépticas dos vinhos Madeira.

i) Seguir a evolugdo dos constituintes das fracgdes livre e glicosilada do aroma
das uvas, durante a maturagfio, e estudar a distribui¢io desses compostos nas diferentes
partes constituintes do bago.

iv) Confirmar a possibilidade de distinguir os vinhos das quatro castas com base
no teor dos isomeros (£) e (Z) do hex-3-en-1-ol.

v} Avaliar a influéncia do processo de estufagem e da temperatura de
estufagem nas evolugdo das caracteristicas aromaticas.

vi} Alargar o estudo a outras familias de compostos quimicos, como por

exemplo, compostos sulfurados e metoxipirazinas.
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ANEXG A

Dados referentes a composicdo livre aromdtica das uvas mostos e vinhos

monovarietais da vindimas de 1998, 1999 e 2000

Tabela 1. AA  Areas relativas expressas em termos do padrio interno (octan-3-ol) dos compostos
volateis da fracclio livre do aroma das uvas nas diferentes varicdades cm estudo,
agrupados por familia quimica, extraidos por SPME com fibra de poliacrilato de
acordo com as condigdes do quadro [ ..o 272

Tabela 2. AA  Arcas médias relativas (expressas em termos do padrdo interne (octan-3-ol)) dos
compostos volateis da fracgiio livie do aroma dos mostos nas diferentes variedades
em estudo, agrupados por familia quimica, extraidos por SPME com fibra de
poliacrilato de acordo com as condigdes do quadra 1 ... 275
Tabela 3. AA  Arcas médias relativas (expressas em termos do padrio interno (octan-3-ol)) dos
compostos voliteis da fracgio livre do aroma dos vinhos nas diferentes variedades
em estudo, agrupados por familias quimicas, extraidos por SPME com fibra de

poliacrifato de acorde com as condigdes do quadro ] ... 280

Tabela 4. AA  Arcas médias relativas, expressas em fungdo do octan-3-ol, para os principais ésteres

etilicos dos acidos fixos obtidas por HS-SPME ..., 285
Tabela 5. AA  Compostos voldteis livres identificados nos vinhos das diferentes castas estudadas,

resultantes da extracciio liquido-liquido com dicloromentano ... 286
Tabela 6. AA  Valores médios encontrados para os principais ésteres etilicos dos 4cidos gordos ... 287
Tabela 7. AA  Espectros de massa ¢ estrutura molecular dos acetais analisados ... 287
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Tabela Y. AA - Areas middion™

relativas exprossas em ferinos do padrio inierse focter-3-al}, dos

vonmpasios voldiens do fraceio Hyre aromdiica  das uvis sy difercities variedades estudadas,

agrupados por fapilla guinice, extraldos por SPME cong fibra de poliveriloie de aeordo com as

condigies do guadrae T OUR - Ovay Boals LA - Dyge Malvazia; 125~ Usas Sevciol: UV ~Uvay
Ferdelfia),
Areas relutivas - AefARTCY %)
R Familia/ Compasio B Y LS Uy
Terpenos
1138 3.careno 04012 1.3 (22} 2.5 (20) 43 (25)
1166 B-pineno 8.9 (19) 67(17) 20,2 (33) 25,0 (28)
1188 (->-limoneno 392,31 (22) 4363 (18} 6159 (16) 1173.9 (24)
1193 B-felandrenc L1L0) 1.0(13) 3.3 (1) 52019)
1223 B-Ocimene nd L3 (9) 25(12) 410110
1233 o=Ocimeno 52(D 42(11) 10,2 (22 19,5 (23)
1252 prcineno nd 04{1hH nd 07019
jz262 o-1erpineno nd 0421 0,5(13) 0.8(12)
1277 canfeno nd nd nd 1.1 (13)
1379 1.3.8-p-mentatrieno nd 0.4 {9} nd nd
1474 copaeno 2,101 nd nd nd
1547 T-murolenc nd nd nd 06 h
1597 (-)-aristoleno LO(17) nd nd nd
1612 (-)-gurjuneno 0.8(14) nd nd nd
1651 B-ciclocitral 0.8 {13) 0.7 (16) 02421 1.1 (16}
1656 o-cariofileno nd nd nd 0512
1658 cariofileno 0.2 (11} nd ad L0 {13}
1687 d-selinena 0.3 (12) nd nd nd
1691 limoneno diepoxido nd 0.5 (22) 0.3 {14) 0702
1695 o-cububeno 53 (28) ad nd 0.5 (200
1709 (+)-cadineno 17017 nd nd nd
1734 D{+)-carvona nd 1,7(18) 1.0 {15) nd
1738 nerai 03(12) 1.7 (t4) nd Loyun
1752 o-farneseno 2.3 (M nd 04012 4.3 (7
Subtotal (Ac/Api) 30,6 20,4 41,3 70,3
Subtotal (%) 7,6 6,6 25,1 25,8
Alcoois mon oterpénicos
1555 linalol 357018) 20321 14,1 (13) 10.5(19)
1603 terpine-4-gl 23012 L2(10) 13001 2.14{8)
1636 tsopulegol nd 1.3 (15) nd nd
1704 O-terpineo! 20017 1,5 (9) 0,5(17) nd
1764 cis-carveol 03210 0202 nd nd
1785 citroneiol 1,3 (15) 1.2 (1%) L3y 1747
1819 nerol 2309 LB {16) nd 0.9(13)
1850 Irans-carveol 1,621 0.9 (16} 13 {14) nd
1865 geraniol 12,9 (14) 5.7(23) nd 92(i%)
2205 farnesol 3,5 (18) 1,5 (14) 0.5 (10) 1,702
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Ageax rolativas -/

selfapi (Y %)

K1 Fuamilia/Composto LB L% e 1A%
: (continuagdol
Subtotal Ac/Api) 62,0 36,6 19,0 26,1
Subtotal (%) 15,4 11,9 14,6 9,6
Norisoprendides em Ciz
1829 B-damascenona 0.3 (4) 0.3411) 0.1 (13) nd
1937 B-ionona 2303 1.4 (19 0.0(21) 1.1 (®)
Subtotal AciApi} 2,7 1,6 0,7 1.1
Subtotal (%) 0,7 0,5 0,4 0,4
Alcoois superiores
1366 hexan-1-of 13.5(27) 7.6{14) 4,59y .57
1395 (7} hex-3-cn-1-o0l nd 23013 0.9(11) 1.3 (9)
1417 (7)- hex-2-en-1-ot 54(11) 2.3(0) 25010 10,7 (17)
1665 nonan-1-oi 2.09(9) nd ad nd
1886 alcool benzilico 52(%) 2911} 1.6 {10 33.0 (25)
1916 2-feniletanct 2.4 (16) 17(13) 2,0(N 1.5 (8)
Subtotal Ac/Api) 29,1 16,8 11,6 55,1
Subtotal (%) 7,2 55 7,0 20,2
Acidos gordos voldteis
1458 acido acético 35,9 (8) 27.9(12) ATT6) 15,4 (0)
1544 dcido propandico 0.6 (19) 0.4 (13) 0.9 (5) 0.1 (7
1859 acido hexandico 28,0 (11} 143 (18) 36(11) 8.7 (13)
1963 dcido (£)-hex-2-endice 6.3 (1 5.5(12) 3.0 (14) 1.8 (89
2037 Acido octandico 0.5 (20 nd 0407 03010
2198 dcido decanoico nd 0,201 nd 0.3 (9)
2342 acido dodecantico 0.6 (149 0,9 (19 nd 05{1)
2460 dcido tetradecandico 5.9 (8) 29411 nd 3.0 (10)
Subtotal Ac/Api) 77.8 52,2 45,7 30,3
Subtotal (%) 19,4 17,0 27,8 11,1
Esteres
1228 hexanoato de etilo 9.0 (9 3.1 (12) nd 31 (17}
1826 acetato de 2-feniletito 0.2 (13) 0.2(8) {RECRN] a1 (19
2181 palmitato de etilo 0.4 (14) nd nd 0.6 {13)
Subtotal Ac/Api) 9,6 3.3 0,1 3,8
Subtotal (%) 2,4 1,1 0,04 1,4
Aldeidos/ Cetonas
1119 hexanal 78,6 (14) 394011 L5 (139 31,6 (7)
1223 (£)-hex-2-enal 743 (12) 22,7017 94 (25) 28,7 (10)
1426 {F)-oct-2-enal 33(5) 3.2(14) LE(12) 2,701
1516 benzaldeido 25 (10 1.8 (9) 0.7 (i1} 17005
1530 (Zy-non-G-enal 25011} 11 (6) nd 1.4 (12}
1759 2-(1-metilpropil jeiclopentanona nd IRNERN nd nd
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Areas relativas - Ac/Api (CV %)

Rl Familia/Composto UB UM us Uv
(continuagdo)
1781 2-propilciclo-hexan-1-ona 1.7 (13) 1.7 (8) 3.4 (6) nd
Subtotal Ac/Api) 163,0 71,4 25,7 66,0
Subtotal (%) 40,6 23,7 17,9 24,3
Furanos
1432 5-metil-2(3H)-furanona nd nd 0,18 (15) nd
1465 2,5-dimetilfurano 54(11) 7,9 (16) 9,08 (8) 3,6(17)
1572 S-metilfurfural nd 34011 1.32(9) 0.4 (8)
1665 2-furanometanol nd 5.0(13) 1.09 (12) 1,7 (21)
1673 5-metil-2(5H)-furanona 0,04 (22) 0,1(9) nd nd
1756 Y-butirolactona nd nd 0,11 (14) nd
1846 cicloteno nd 1,5 (8) 3.6 (18) nd
2095 3-furanometanol nd nd 0,16 (12) nd
2135 5-(acetoximetil)furfural nd 1,0 (11) 2,36 (21) 0.4 (16)
2190 DDMP 3.3(16) 16,4 (14) 1,22 (7) 0.4 (13)
2350 5-(hidroximetil)furfural 18.4 (11) 70.0 (28) 1,31 (12) 13.0 (11)
Subtotal Ac/Api) 27,2 105,4 20,5 19,5
Subtotal (%) 6,8 34,2 54,4 7,2
TOTAL (Ac/Api) 794,0 743,7 780,3 1445,9
TOTAL sem Limoneno (Ac/Api) 402,0 (9) 307,5 (8) 164,5 (25) 272,1(8)

*n=>5; nd: ndo detectado nas condigdes experimentais utilizadas; DDMP: 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4-(H)-piran-4-ona
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Anexo A

Tabela 4. AA Areas médias relativas (Ac/Api), expressas em fungio do octan-3-ol, para os

principais ésteres etilicos dos deidos fixos obtidas por HS-SPME.

Esteres etilicos de VB VM VS VvV
dcidos fixos (AC/Ap) | 1998 1999 2000 | 1996 1999 2000 | 1998 1999 2000 | 1998 1999 2000
lactato de etilo 209 196 267 | 333 299 310 | 633 476 61,7 | 80 72 7.1
3-hidroxihexanoato de etilo i . i 8.2 75 24 16 12 - 15 . .
SUESHBGCEN 102 105 102 | 252 228 264 | 70 61 66 | 40 34 25
IR dEEhio 05 04 02 |13 12 04 |07 05 06 |02 02 02

. ¥ & -~ % 3 o
n=3; nd — nao detectado nas condi¢des experimentais utilizadas.
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Anexo A

Tabela 5. AA Compostos voldteis livees identificados nos vinhos das diferentes castas

estudadas, resultantes da extracgio liguido-liguido com dicloromentano.

Terpenos e Norisoprendides
trans- oxido de linalol
cis- oxido de linalol
linalol
o-terpineol
B-damascenona
2,6-dimetilocta-3,7-dieno-2,6-diol
hidroxilinalol
TDN

vitispirano 1 e 11

Alcoois superiores
3-penten-2-ol
2-+3-metilbutan-1-ol
hexan-1-ol
3-etoxipropan-1-ol
(Z)-hex-3-en-1-0l
3-metilpent-4-en-1-ol
pentan-3-ol
(Z)-hex-2-en-1-0l
octa-1-ol
3-etilpentan-2-ol
3-metilbutan-2-ol
1-etoxipropan-2-ol
3-etoxi-2-furanoetanol
4-metilhexan-3-ol
2-furanometanol
1-(1-metilpropoxi) propan-2-ol
3-metiltio-propan-1-ol
2-acetoxipropan-1-ol
alcool benzilico
2-feniletanol
butano-2,3-diol
butano-1,3-diol

Acetatos de dlcoois superiores
acetato de 3-metilbutilo
acetato de hexilo
acetato de 2-feniletilo

Acidos gordos voldteis
acido 2-etilbutandico
acido acético
acido propanoico
acido metilmalonico
acido 2-etilbutanoico
acido butandico

4cido 3-metilbutanoico

acido pentandico

acido hexanoico

4cido 4-aminobenzenacético

acido 2-etil-hexandico

acido (E)-hex-2-endico

acido octanoico

acido or-hidroxibenzeno propandico
acido decandico

4cido benzoico

Acido 2-furanocarboxilico

Acido 2-hidroxibenzenacético

Esteres etilicos
hexanoato de etilo
2-oxopropanoato de etilo
etoxiacetato de etilo
2-hidroxipropanoato de metilo
3-etoxipropanoato de etilo
lactato de etilo
octanoato etilo
3-hidroxibutanoato de etilo
2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etilo
dl-2-hidroxicaproato ctilo
4-oxopentanoato de etilo
2-furanocarboxilato etilo
decanoato etilo
butanodioato de etilmetilo
metilsuccinato de dietilo
benzoato etilo
succinato etilo
3-furoato de etilo
benzenacetato de 2-feniletilo
4-etilfenilacetato
glutarato de etilo
2-feniletilacetato
dodecanoato de etilo
2-hidroxi-3-metilbutanoato de etilo
3-hidroxihexanoato de etilo
furanocarboxilato metilo
succinato de dietilo
o-hidroxibenzenacetato de etilo
tartarato de etilo
succinato de monoctilo
(Z)-2-butanodioato de dietilo
(E)-2-butanodioato de dietilo
citrato de etilo

Aldeidos/cetonas

1-hidroxipropan-2-ona
3-hidroxipentan-2-ona
2-ciclo-hexen-1-ona
2-etoxi-1,2-difeniletanona
4-hidroxi-3-metilbutan-2-ona
benzaldeido

feniletilacetal

a-etilideno benzenoacetaldeido

Aldeidos Furdnicos

2-furaldeido dietilacetal
furfural
5-metil-2-furanocarboxaldeido
5-(hidroximetil)furfural
5-(etoximetil)furfural

5-(acetoximetil)furfural

Lactonas

dihidro-2(3H)-furanona
5-etoxidi-hidro-2(3H)-furanona
3-metil-2,5-furanodiona
2(3H)-furanona

nanolactona

cis-whisky lactona
trans-whisky lactona

maltol

pantolactona

sotolon
di-hidro-5-propil-2-(3H)-furanona
DDMP

DMP

cicloteno

Fendois volateis

4-etilguaiacol
4-etilfenol
eugenol
vanilina

1.2-dimetoxi-4-(2-propenil)-benzeno

Acetais

cis-1,3-dioxano
cis-1,3-dioxolano
1,1-dietoxioetano
trans-1,3-dioxolano
cis-1,3-dioxano

DDMP: 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4(H)-piran-4-ona; DMP: 3,5-di-hidroxi-2-metil-4(H)-piran-4-ona
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Anexo A

Tabela 6.AA Valores médios encontrados para os principais ésteres etilicos dos dcidos gordos.

Esteres etilicos de VB VM ¥S vV
acldos gordos (AC/ADD § vy, my.  x (ne26) | Min. Mix. X (n=22)| Min. Mix. x =17y | Min.  Max. X (n=21)
hexanoato de etilo 0.5 0.8 0.7 0.3 1.0 0,6 0.6 4 | 1.2 0.3 0,9 0.6
2-oxopentanoato de etilo 0.2 0.6 20 0.8 8.6 22 02 57 24 0.2 66 13
Z-hidroxibenzoato deetilo {5000 005 002 {0009 005 003 | 002 09 009 |0002 004 002
4-hidroxibutanoato de etilo 0.2 1.8 0.6 0.2 197 0.7 03 5 1 B 0.2 9 (B
invliraldecitlo 01 506 1.5 00 41 33 0.5 8,0 1,8 0,1 8.6 2,5
*
H{MBE 003 19 04 1005 17 05 | 003 39 09 1001 22 07
octanoato de etilo 0.05 0.9 03 0.2 10 0.4 0.2 12 06 0.09 - 05
decanoato de etilo 0.06 05 0.2 0,05 03 0.2 0,02 0,1 0,05 | 003 008 0,05
2-hidroxihexanoato de etilo 0.02 19 0.8 0.03 0.8 0.03 59 L6 03 - "

*HMBE — 2-hidroxi-3-metilbutanoato de etilo

Tabela 7. AA Espectros de massa e estrutira molecular dos acetais analisados.

Cis-5-hidroxi-2-metil-1,3-dioxano

OH
o]
en, [

103 i

17

1
| 'i
oo |JI1 |lL 130 144 159 169176
70 B0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Cis-4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano
CH,0H

o_ 0

Trans-5-hidroxi-2-metil-1,3-dioxano

Ho/voci\,CHa

% 17
S o [ 128 144 1sasee a2 1
Jung Uikl ” T T | aidask e ke et skt e+ T T
70 B0 90 100 110 120 130 140 150 160 1720 1BC 190 200

Trans-4-hidroximetil-2-metil-1,3-dioxolano

CH.OH

~

OVO

CH,

431 144 151

i
|
P
|

| | T T 1
130 140 150 160
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ANEXO B

Dados referentes a aplicagio da andlise multivaridvel aos compostos monoterpénicos

e volateis dos mostos e vinhos

Tabela 1. AB  Concentracio dos compostos varietais livres matriz MostosVarietais ..., 289

Tabela 2. AB  Matriz dos pesos factoriais dos componentes rodados obtidos da aplicagdo da PCA a

MAtriz MOSTOSVATIELATS «o..eiiiiiiiiiiiiiii i 290
Tabela 3. AB  Teste das comparagdes multiplas LSD entre castas ..., 290
Tabela 4. AB  Teste das compara¢des multiplas LSD aplicado aos anos de vindima ... 291

Tabela 5. AB  Coeficientes das trés funcdes discriminantes resultantes da aplicagdo da LDA a matriz

IV O O S VAT B NS v s oo S S S L Ao 3 o3 o e e TR BB W Ty 291
Tabela 6. AB  Capacidade de classificag@o das Varidveis .......o.oooeeiiiiinnni 292
Tabela 7. AB Matriz VinhosTerpentis (concentragdes expressas em Hg-L) w..ooccvereirsereceinnnenas 293

Tabela 8. AB  Matriz dos pesos factoriais dos componentes rodados, obtidos da aplicagdo da PCA a
MATIZ VINMOSVATIETAIS 1.vviivtieveisreeieseeseeeseeeeeesteseestestssis s st ssa s sae e e s et saesse s ess b s 294

Tabela 9. AB  Anilise de varidncia aplicada aos dois primeiros componentes principais resultantes

da aplicagdo da PCA a matriz Vinhos Varietais ......ccoovi: 294
Tabela 10. AB Coeficientes das trés fungdes discriminantes resultantes da aplicagio da LDA a

Atz N O S SN AT TS o o S T R G R e e T S e 295
Tabela 11. AB Capacidade de classificagdo das varidveis da matriz Vinhos Varietais ..., 295

Tabela 12. AB  Matriz AlcooisSuperiores (areas relativas expressas em fungdo do padrao interno) ..... 296
Tabela 13. AB  Matriz AcidosGordos (4reas relativas expressas em fungdo do padrdo interno) ............ 297
Tabela 14. AB MatrizEsteres (areas relativas expressas em fungdio do padrio interno) ... 298

Tabela 15. AB  MatrizCompostosCarbonilados (areas relativas expressas em fungdo do padrdo
111761 0] [ PR U PPOPPPTDPE -~ 299

A identificacdo das variaveis das tabelas 1. AB e 7. AB encontram-se na tabela 3.25 (pag. 214).

A identificagio das variaveis das tabelas 12. AB - 15. AB encontram-se na tabela 3.30 (pdg. 226).

288




Anexo B

Tabela 1 AR Concentragio dus compastos varietais Hivees - Marriy Mosios Varioris,

. , P Coneentracio (ug/h}
Casta  Amosira | 4no

e : Iin ter c

t dam ner  ger terdol neral ion far

MB98-] . 1998 22 133 1 03 10030 120 0 57 © ad 34 | 584
MBOS2 199 131 42 103 19 |42 16 52 nd . 30 | S04
LMEORS IR ag 38 L0422 39 20 | 47 nd 42 | 474
Boal MBOO-1 1999 35t 38 05 11 | 20 41 nd 490 | §34

MB99-2 | 1999 1 3g o 03 19 38 | 56 . nd 36 1 459
MB99-3 1999 4.4 S5 ond |30 502

‘ 1. 0.4 Il .28

MBOO-t | 2000 3,9 05 | 35 39 | 43 _ nd | 46 482
MBOO-2 | 2000 1 49 05 | 26 | 28 © 68 nd | 24 538
MB0O-3 | 2000 45 04 14 35 62 nd ¢ 42 570
(MMORD L 1998 435 277 00 92 | omd 35 0 10 109 19 412
MMOR2 1998 g

MMOB-3 1998 | 404

‘ho

I~
e

o
o o

(s

R e

R R
Dt

ol D i
J ool

i
(SR SRR

02 {104 & nd 40 19 Of 23 369

” 02 75 1 omd 42 25 | 84 15 | 337
Malvazia MM99-1 1969 582

_ 04 | 83 13 L4 120 24 | 338
MM99-2 | 1999 | 539 03 77 | 26 |
MM99.3 1999 520

» 13
MM . 522 02 069 117 4
MMO0-| 2000 113

fea

1O o 1o o

)
Ll i
o s

g
LA
~J

N LAL3L 03 96 120 50 .22 0 94 8
MMOO-2 2000 ) 340 199 0 03 85 28 1 S1 | 13 87
MMOO-3 2000 | 395 1 a0s 02 | 95 130 41 | 13 | 69
MSOB-T 1998 | g4 93 02 | 22 | 40 | 25 | 58 nd

O MSOR2 T 199 s 19 02 20 | 32 27 51
MS98-3 1998 190 65 03 0 25 | 32 29 | (2 |

Sercial | S w005 | ey e g2 28 2 e e

MS99-2 M9 76 8s 02 | 24 34 18 ) 49 | nd | 47 144
MS9O9-3 0 1999l y79 f o0 03 | 30 39 21 1 64 | 49 | 12,0
MS00-1 2000 1 214 0 62 | 04 16 | 30 | 34 | 48  nd |
MS00-2 2000 | 242 1 85 105 i 19 1 47 | 29 | 53 nd |
MS00-3 2000 1258 79 L 06 17 D 3& 17 1 57 | nd

 MVOB.l 1998 84 1110 06 46 | 09 57 | 63

JMVOR2 IO 74 L M8 06 41 | 09 60 85
MVOE-3 1998 02 122 07 | 52 08 67 76

Verdelho | MVO9-1 19999 1 oy T s os U s 10 54 o
MV99-2 1999 1108 131 08 | 54 09 0 63 . &1  nd

(MVO9S 1999 ] 9p 128 08 057 L 10 L S0 1 61 nd

2000 | 79 | 140 0 07 49 09 | 54 | 68  nd

2000 69 1 129 . 08 | 46 : 5

2060 97 132 | 08 | 58

ol
N

85 | 244

74 0 ond | 76 1 240




Anexo B

Tabela 2. AB Matriz dos pesos factoriais dos componentes rodados.

Rotated Component Matrif

Component
1 2
ter ,982 | 2,449E-02
dam ,958 111
neral 922 -,332
lin ,852 -,362
cit -,243 ,907
ion -,326 ,885
ger 452 ,838

Extraction Method: Principal Component Analysis.
Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization.

a. Rotation converged in 3 iterations.

Tabela 3. AB Teste das comparagées multiplas LSD entre castas.

Multiple Comparisons

LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

Dependent Variable (I) castal (J) castal (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
| 1° Componente principal VB VM -2,5595315* |,06861167 ,000 -2,6992889 -2,4197741
| VS -,9903740* |,06861167 ,000 -1,1301314 -,8506166
11 W -,3815243* | 06861167 ,000 -,5212817 -,2417669
| VM VB 2,5595315* | 06861167 ,000 2,4197741 2,6992889
1 VS 1,5691575* |, 06861167 ,000 1,4294001 1,7089149
wW 2,1780072* | 06861167 ,000 2,0382498 2,3177646
Vs VB ,8903740* |,06861167 ,000 ,8506166 1,1301314
VM -1,5691575* [ 06861167 ,000 -1,7089149 -1,4294001
wW ,6088497* |,06861167 ,000 4690923 , 7486071
wW VB ,3815243* |,06861167 ,000 2417669 5212817
VM -2,1780072* [,06861167 ,000 -2,3177646 -2,0382498
ki VS -,6088497* | 06861167 ,000 -, 7486071 -,4690923
2° componente principal VB VM -,0016082 |,11822287 ,989 -,2424203 ,2392039
VS -2,2339524* | 11822287 ,000 -2,4747645 -1,9931403
W -,0712660 |(,11822287 ,551 -,3120781 ,1695461
VM VB ,0016082 |,11822287 ,989 -,2392039 2424203
VS -2,2323442* |,11822287 ,000 -2,4731563 -1,9915321
W -,0696577 (,11822287 560 -,3104698 1711544
VS VB 2,2339524* ,11822287 ,000 1,8931403 2,4747645
VM 2,2323442* (,11822287 ,000 1,9915321 2,4731563
] wW 2,1626864* ,11822287 ,000 1,9218743 2,4034985
7 W VB ,0712660 |,11822287 551 -, 1695461 ,3120781
VM 0696577 |,11822287 ,560 - 1711544 ,3104698
)Z VS -2,1626864* [,11822287 ,000 -2,4034985 -1,9218743

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Anexo B

Tahels 4, AB Texe das comparagoes muitiplas LSD aplicado aos anoy de vindima.

Muitiple Comparisons

Dependent Variable: castat
L3D
Mean
Difference 95% Confidence Interval

(1) ano (}) ano (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
998,00 1996,00 ,0000 47673 1,000 -,969¢9 9698

2000,00 ,0000 47673 1,000 -,9699 9699
1999,00 1998,0C ,0000 AT7873 1,000 -,9699 9699

2000,00 ,0000 47673 1,000 -,9689 9698
2000,00  1998,00 ,0000 AT673 1,600 -,9699 L9699

199900 0000 ATB73 1,000 -,9699 L9699

Tabela 5. AR Coeficiontes dax 1rds funcdes discriminantes vesultunies da aplicagfo da LB.A a

iz AfostusFarieris.

Structure Matrix

Function
9 2 3

nierat 623 ,040 =594
ter 382* 275 -073
ion -232 A05* 338
ger 017 397+ -,249
cit -, 128 231 -, 154
lin 370 022 688*
dam ,331 317 -,365*

Pooled within-groups correlations between discriminating
variables and standardized canonical discriminant functions
Variables ordered by absolute size of correlation within function.

*. Largest absolute correlation between each variable and
any discriminant function
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Anexo It

Tabela 6. AB — Capacidade de classificagio das varidveis.

Classification Result"¢

Predicted Group Membership

casta1 VB VM VS VW Total
Original Count VB 7 0 0 0 7
VM 0 7 0 0 7
VS 0 0 7 0 7
wW 0 0 0 7 7
Ungrouped cases 2 2 2 2 8
% VB 100,0 ,0 0 0 100,0
VM ,0 100,0 0 0 100,0
VS 0 .0 100,0 0 100,0
W ,0 0 0 100,0 100,0
Ungrouped cases 25,0 25,0 25,0 25,0 100,0
Cross-validated®2 Count VB 7 0 0 0 7
VM 0 7 0 0 7
VS 0 0 7 0 7
W 0 0 0 7 i
% VB 100,0 ,0 ,0 ,0 100,0
VM 0 100,0 ,0 ,0 100,0
VS ,0 0 100,0 ,0 100,0
\"A% ,0 0 ,0 100,0 100,0

a. Cross validation is done only for those cases in the analysis. In cross validation, each case is classified
by the functions derived from all cases other than that case.

b. 100,0% of original grouped cases correctly classified.
€. 100,0% of cross-validated grouped cases correctly classified.
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Anexo B

Tabela 8. AB Matriz dos pesos fuctoriais dos componentes rodados, obtidos da aplica¢do da PCA &

marriz VinhosVarietais.

Rotated Component MatriR

Component
1 2

ter ,960 | -5,16E-02
nero -,926 ,132
tlinox ,920 -,104
vitis1 -,756 -,300
dam ,735 | -1,55E-02
tdn =731 -,587
ger -8,30E-03 ,966
far -3,31E-02 -,920
lin -374 ,898
efar ,568 762

Extraction Method: Principal Component Analysis.
Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization.

a. Rotation converged in 3 iterations.

Tabela 9. AB Andlise de varidancia aplicada aos dois primeiros componentes principais resultantes

da aplicacio da PCA a matriz VinhosVarietais.

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
1° Componente principal ~ Between Groups 28,118 3 9,373 43,582 000
Within Groups 6,882 32 215
Total 35,000 35
2° componente principal Between Groups 33,454 3 11,151 230,869 ,000
Within Groups 1,546 32 048
Total 35,000 35
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Anexo B

Tabels 10, AR Coefivienies dug

satriz MostosVarierais.

sO¢ funefies diveriminardes resuliantos da aplicegio da LA G

Structure Matrix

Function
1 2 3
ger 341" 234 051
lin 259" ,033 -,001
efar 147 421" -,349
ter -,203 398" 180
{dn -,043 -,286* ,099
nero 176 -,260* ,213
dam -, 120 273 ,600*
vitis 037 -,288 A47™
far -,3086 -218 - 311"
tlinox -.148 255 262"

Pooled within-groups correlations between discriminating
variables and standardized canonical discriminant functions
Variabies ordered by absoiute size of corretation within function.

*. Largest absolute correlation between each variable and
any discriminant function

Yabela 11 AR Cupacidade de classificugio dus varidvels do siatriz VindiosVarieias.

Classification Result®®

Predicted Group Membership

castat VB VM VS WV Total
Qriginal Count VB 7 0 G 0 7
VM 0 7 0 0 7
VS e} ¢ 7 0 7
W 0 0 Q 7 7
Ungrouped cases 2 2 2 2 8
% VB 100,0 0 0 0 100,0
Vi 0 100,0 0 0 1000
VS 0 0 100,0 0 100,0
W 0 0 0 100.0 100,0
Ungrouped cases 25,0 25,0 250 25,0 100,0
Cross-validated® Count VB 7 ¢ 0 0 7
VM 0 7 Q G 7
VS 0 0 7 0 7
W 0 0 0 7 7
% VB 400,0 0 0 0 100,0
Vivt 0 1G0,0 0 0 100,0
VS 0 0 100,0 0 100,0
W 0 0 0 100,0 100,0

a. Cross validation is done only for those cases in the analysis. In cross validation, each case is classified
by the functions derived from all cases other than that case.

. 100,0% of originat grouped cases correctly classified,
€. 100,0% of cross-validated grouped cases correctly classified.
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O estudo da caracterizagdo aromatica reveste-se de inegavel
interesse ao nivel enoldgico, na medida em que estad relacionada
com aspectos produtivos, econdmicos e de qualidade. Sendo a
producdo de vinhos uma actividade de reconhecida tradigdo e
importadncia na economia regional e nacional, os estudos que se
efectuem tém a vantagem de poder contribuir para o conhecimento
e defesa das nossas denominagées de origem, e para o aumento da
qualidade dos nossos produtos e, consequentemente, podem
contribuir para um melhor posicionamento dos produtores face a
mercados cada vez mais globais, mas também onde impera uma

concorréncia e um grau de exigéncias muito elevado.




