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Resumo

A regido vitivinicola do Algarve situa-se no extremo sul de Portugal e é caracterizada
pelas condicOes edafo-climaticas da regido. Um dos fatores mais importantes para a identidade
dos vinhos algarvios € a diversidade do patriménio viticola que reside nas castas autoctones,
Negra Mole e Crato Branco. A Negra Mole encontra-se na base dos famosos vinhos palhete e
clarete dando origem a vinhos leves e frutados. A Crato Branco (ou Siria) é uma casta branca
que produz vinhos frutados com aroma citrico. A qualidade do vinho estd diretamente
relacionada com a composi¢éo quimica das uvas. A presenca de determinados acidos organicos
nas uvas, afetam as caracteristicas organoléticas do vinho. O objetivo desta dissertacdo foi
estudar os acidos organicos e compostos fendlicos presentes nestas castas e em vinhos
produzidos a partir destas. Foram realizadas analises fisicas-quimicas as uvas e otimizados
métodos analiticos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) modo isocratico para
quantificacdo de &cido citrico, succinico, chiquimico, cafeico, galico, vanilico, catequina,
resveratrol e antocianinas a diferentes comprimentos de onda. Também foram identificados
diferentes compostos fenolicos presentes nas uvas e vinhos por LC-MS. As uvas Negra Mole
apresentaram maior teor de acido tartarico (387,9 + 0,6 mg/kg matéria seca) e as uvas Crato
Branco a maior concentracdo de acido mélico (141,2 + 0,2 mg/kg matéria seca). A maior
quantidade de resveratrol (3,54 + 0,01 pg/g matéria seca) e antocianinas foram detetadas nas
uvas Negra Mole, nomeadamente, nas peliculas (0,07 = 0,01 mg/g matéria seca). Nos vinhos
estudados foi determinado que a maior quantidade de &cido tartarico se encontra nos vinhos
produzidos com Negra Mole (6,13 £ 0,03 g/l). As maiores concentracGes de antocianinas foram
detetadas nos vinhos tintos (420,56 + 0,01 mg/l) e a maior quantidade de resveratrol foi detetada

nos vinhos brancos (9,94 + 0,01 mg/I).

Palavras-chave: &cidos organicos, compostos fendlicos, HPLC, castas autdctones, vinhos
Algarvios



Abstract

The Algarve wine region is located in the extreme south of Portugal and is characterised
by the particular conditions of the region. One of the most important factors in the identity of
Algarve wines is the diversity of their viticultural heritage, which is rooted in the autochthonous
grape varieties, Negra Mole and Crato Branco. Negra Mole is the basis for the famous Palhete
and Clarete wines. Crato Branco (or Siria) is a white grape variety that produces fruity wines
with citrus aroma. The quality of the wine is directly related to the chemical composition of the
grapes that’s why certain organic acids in grapes affects the characteristics of the wine. The
objective of this dissertation was to study the organic acids and phenolic compounds present in
these grapes and in the wines produced from them. Physical and chemical analyses were
performed on the grapes and part of a high-performance liquid chromatography (HPLC) was
optimised for the quantification of citric acid, succinic acid, shikimic acid, catechin, caffeic
acid, gallic acid and vanillic acid at different wavelengths. The phenolic compounds in grapes
and wines were also identified by LC-MS. Negra Mole grapes had the highest tartaric acid
content (387,9 + 0,6 mg/kg dry weight) and Crato Branco grapes had the highest malic acid
content (141,2 = 0,2 mg/kg dry weight). The highest amounts of resveratrol (3,54 £ 0,01 ug/g
dry weight) and anthocyanins were detected in Negra Mole, specifically in the grape skins (0,07
+ 0,01 mg/g dry weight). Among the wines studied, the highest tartaric acid content was found
in wines from Negra Mole grapes (6,13 + 0,03 g/l). The highest concentration of anthocyanins
was found in red wines (420,56 + 0,01 mg/l) and the highest amount of resveratrol was detected
in white Wines (9,94 £ 0,01 mg/l).

Keywords: organic acids, phenolic compounds, HPLC, native grape varieties, Algarve wines
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1. Introducéo

1.1 Vinho no Algarve

O consumo de vinho no Algarve, tudo indica, pelos vasos gregos encontrados, que se
tenha generalizado no século V a.C., certamente para as classes altas da época (Arruda, 1999).
A producdo do vinho no Algarve aponta para o periodo de ocupa¢do romana, encontrando-se
nas ruinas de Milreu (Estoi) vestigios dessa producdo (Bernardes & Oliveira, 2006). Tudo
indica que essa producdo se foi mantendo, essencialmente para consumo da populacéo local
(Godinho, 2006). No periodo dos descobrimentos o vinho algarvio era levado pelas naus, que
saiam do Algarve, mas é, posteriormente quando os vinhedos do pais foram atacados pela
filoxera, sobrevivendo apenas 0s que estavam em terrenos arenosos, COmo na época, a maioria
dos vinhedos algarvios, que se da uma grande procura pelos vinhos produzidos no Algarve.
Mas logo que o pais recuperou dessa praga, a producdo no Algarve volta a cair e a centrar-se
em pequenas producdes familiares (Rosério, 2018). O desenvolvimento turistico da regido a
partir de meados do século XX levou a um grande declinio da vinha no Algarve, mas a entrada
no seculo XXI fez renascer de novo o espirito de producdo de vinhos, os vinhos de quinta, e 0

aumento de producdo e qualidade tornaram-se uma constante (Rosario, 2018).

1.2 A qualidade dos vinhos

A procura de qualidade dos vinhos ja se fazia notar na regido do Algarve. No século
XVIII, a Camara Municipal de Faro ja obrigava os taberneiros, que vendiam o vinho a retalho,
mantivessem 0s recipientes cobertos, com madeira ou panos de linho e que usassem funis com

ralo e medidas aferidas na transagdo dos mesmos (Godinho, 2006).

Com as doencas (oidio, mildio e principalmente a filoxera), que comegaram a provocar grandes
prejuizos nas vinhas, foi preciso repensar o controlo de qualidade. Surge algum associativismo,
que posteriormente levou a criacdo de adegas cooperativas, no inicio do século XX. Nessas
adegas ja existem técnicos capacitados para ajudar os produtores no processo de cultivo da
vinha e de producdo do vinho. Sé em meados do século XX surgem no Algarve essas Adegas
cooperativas: Lagoa, Lagos, Portim&o e Tavira. A qualidade dos vinhos melhora, mas comega
a fazer-se sentir a necessidade de os diferenciar e de regular a producgéo a nivel nacional e
comunitario. O Decreto-Lei 288/90 de 24 de setembro cria a regido demarcada do Algarve que
engloba quatro sub-regiGes com a designacao das adegas existentes (Lagoa, Lagos, Portimao e
Tavira). Contudo com muitas vinhas a serem arrancadas sé subsistiram as adegas de Lagoa e
Lagos que posteriormente formaram a adega Unica, mas as sub-regides mantiveram-se, tendo

a Comissdo Vitivinicola do Algarve (CVA) estabelecido a organizacdo para a certificacdo dos

1



vinhos do Algarve, quer como vinhos de denominagéo de origem controlada (DOC) quer como
vinhos com indicacdo geografica protegida (IGP) (Rosério, 2018).

1.3 Caracteristicas Edafoclimaticas da regido

O Algarve ¢ a regido localizada no extremo sul de Portugal Continental, entre 37° e 38°
de latitude e ocupa uma éarea de 4.997 km?, o que corresponde a 5,4% da érea total de Portugal
(Gaspar & Pinto, 2012).

A localizacdo meridional do Algarve e a sua exposi¢do ao sul, fazem com que o clima
seja acentuadamente mediterranico. Trata-se de uma regido de clima maritimo ameno
caracterizado pela influéncia do Oceano Atlantico e em simultaneo de uma regido de clima
quente, seco, pouco ventoso com reduzidas amplitudes térmicas pela existéncia das barreiras
montanhosas a norte (Serra de Monchique e do Caldeirdo). A regido beneficia de uma média
de insolacdo acima das 3000 horas de sol ao ano tornando o clima perfeito para a producao
vinicola (IVV, sem data). O Algarve conta com solos bastante diversificados. No Sotavento e
no Litoral da regido verificam-se solos franco-arenosos e argiloarenosos, enquanto que no

interior os solos argilo-calcarios ou xistosos (Loureiro, 2016).

As diferencas climaticas existentes ddo origem a diferentes terroirs?, cuja expressédo é
bastante visivel nos vinhos provenientes da regido do Algarve. Sdo estas caracteristicas e a
tipicidade que as condicdes edafocliméaticas conferem ao vinho que 0s tornam Unicos e permite
distinguir as regides de Denominacao de Origem Controlada. Segundo o Decreto-Lei n°299/90,
de 24 de setembro, Decreto-Lei n°318/2003, de 20 de dezembro e o Regulamento (CE) 1493/99,
de 17 de maio. No Algarve existem quatro regides que produzem vinho com Denominacdes de
Origem Controlada (DOC), nomeadamente Lagos, Lagoa, Portimé&o e Tavira (figura 1.1).

1 Termo francés que traduz a interacdo entre clima, solo, geologia e viticultura influenciando as
caracteristicas das uvas de uma determinada casta e consequentemente a qualidade do vinho.
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Figura 1.1 - Area Geografica correspondente as quatro Denominagdes de Origem Controlada
no Algarve (Fonte: («Vinhos do Algarve - O Renascer de uma Regido»), 2019).

No entanto, grande parte dos produtores optam pela certificacdo Indicacdo Geografica
Algarve (IG Algarve), sendo classificados como Vinho Regional Algarve. Esta certificacdo
permite que os produtores mantenham as caracteristicas inigualaveis do produto sem que seja
obrigado a atender a praticas enoldgicas, castas e tempos de estdgio definidos para um

determinado Denominagéo de Origem (DO).

1.4 Os vinhos algarvios

O Algarve € uma regido com fortes tradi¢Oes vitivinicolas e, nos Ultimos anos assistimos
ao renascer da tradicdo dos vinhos de Quinta. Em geral, cada Quinta utiliza as suas préprias
técnicas de producdo registando um aumento significativo na producéo vinicola. Assiste-se ao
regresso as origens, isto é, quando cada produtor fazia o seu proprio vinho, em casa com as
castas autdctones, procurando obter vinhos com o que é mais caracteristico do Algarve, as
castas Negra Mole e Crato Branco. As castas que crescem em solo algarvio conferem cores e
aromas ricos, tanto nos vinhos brancos, nos tintos ou rosés. E o terroir tipico do Algarve que

torna estes vinhos tdo especiais (Bernardes & Fontes, 2006).

Tem-se observado uma tendéncia cada vez maior para vinhos brancos frutados.
Geralmente séo vinhos jovens e frescos sendo que a cor varia entre o citrino e o palha. Trata-se
de vinhos com aroma frutado, floral, citricos, acidez natural e um grau alcodlico que ndo
ultrapassa 0s 13% sendo que se destacam os vinhos brancos de inverno (Rosario, 2018). A sua
complexidade advém das maceracOes prolongadas e do estdgio em barrica. Sdo vinhos
caracterizados pela sua cor amarelo-clara, aroma a frutos tropicais e ervas aromaticas, com um

teor alcodlico que varia entre os 13-14%. Nos vinhos rosés do Algarve, distinguem-se dois



perfis, 0s rosés frutados e 0s rosés gastronémicos (vinhos para mesa) (Rosario, 2018). Os rosés
frutados apresentam uma tonalidade rosa-claro e aroma frutado. Sdo vinhos frescos, obtidos a
partir de uma ou mais castas, e o teor alcoolico ndo deve ultrapassar os 12,5%. Os roses
gastronomicos diferem dos frutados pela tonalidade mais escura, pelo aroma a frutos do bosque
e ervas aromaticas («Vinhos do Algarve - O Renascer de uma Regido», sem data).
Normalmente, resultam do blend? das principais castas tintas do produtor apresentando-se como
vinhos mais estruturados com taninos mais percetiveis. Na categoria dos vinhos tintos algarvios
observam-se diferentes perfis. Os vinhos tintos frutados para consumo imediato produzidos a
partir de uma ou mais castas sem estadgio em barrica caracterizados pelo aroma a frutos
vermelhos e taninos presentes. Dentro deste perfil observam-se os vinhos de cor aberta obtidos
da casta Negra Mole. Os vinhos tintos gastrondmicos relativamente encorpados resultado do
blend de castas tintas e estagio em barricas de carvalho e 0s vinhos tintos de guarda geralmente
de elevada qualidade obtidos de monocastas onde o0 estagio em madeira serve de complemento
ao frutado das castas (Miranda, 2021). Para além de todos os vinhos acima mencionados
importante sera referir os vinhos licorosos. O Algarve tem uma longa tradicdo na producéo
deste tipo de vinhos. Destes destaca-se o0 vinho licoroso branco seco feito a partir da casta Crato
Branco onde a fermentacgéo ocorre em bica aberta em barricas de madeira. Este caracteriza-se
por ser muito seco, pelo seu aroma a frutos secos e pelo teor alcodlico que pode chegar aos 16%

(«Vinhos do Algarve - O Renascer de uma Regido», 2020).

1.5 Castas autdctones da regido do Algarve

1.5.1 Negra Mole

A Negra Mole tem o seu berco no Algarve e é uma casta exclusiva da regifo. E
extremamente importante no encepamento da regido do Algarve, onde é a principal casta
cultivada, ocupando uma area de 235 ha. Nos anos 80 do século passado ocupava 75% da area
de vinha no Algarve (Rosario, 2018). Esta € uma casta de média produtividade e maturacédo
média, preferindo climas quentes e secos. Do ponto de vista morfoldgico, apresenta cachos
médios, cdnicos, pouco compactos e 0s bagos sdo grandes de coloracdo rosada a vermelho-
escuro. A pelicula apresenta uma espessura média e a polpa mole. Da origem a vinhos de
coloracdo rosada com um agradavel perfil aromatico, taninos suaves e aptiddo para consumir
cedo (Manuela et al., 2019).

2 Também denominado por assemblage (em francés), é o termo utilizado para designar um
vinho produzido a partir da mistura de diferentes castas de uvas. Normalmente a mistura de
castas tem o intuito de melhorar a qualidade, sabor e aromas do vinho.



A presente casta encontra-se dispersa por toda a regido algarvia, sendo uma das
principais e Unicas castas a integrar os iconicos vinhos, Palhete e Clarete algarvios. Os palhetes
sdo obtidos pela mistura de uvas brancas e tintas. Nalguns casos a mistura é natural e feita
apenas de Negra Mole pela frequéncia de talhdes com uvas brancas, rosadas e tintas. Desta

mistura natural resulta um vinho tinto de cor aberta, aromatico e frutado (Macanita, 2017).

Na ilha da Madeira existe a casta Tinta Negra cuja historia e caracteristicas tém muitas
semelhancas com a casta Negra Mole e por isso origina alguma confusdo com a Negra Mole do
Algarve (Ughetto, 2012).

1.5.2. Crato Branco /Siria

A casta Crato Branco (ou Siria), como é vulgarmente conhecida na regido do Algarve,
é uma casta bastante favorecida pelas Adegas Cooperativas na regido tendo-se dispersado em
prejuizo de outras («Vinhos do Algarve - O Renascer de uma Regido», 2020). Trata-se de uma
casta de maturacéo tardia que prefere climas quentes moderados, sensivel as chuvas tardias. E
a terceira casta mais produzida na regido ocupando 95 ha de cultivo (IVV, sem data). Os cachos
apresentam-se médios com bagos verde-amarelados de pelicula medianamente espessa e polpa
rija e sumarenta. Os vinhos obtidos a partir de Crato Branco apresentam tons citricos, aroma
intenso, fino e equilibrado. S&o vinhos ligeiramente &cidos com caracteristicas frutadas,

sobretudo enquanto jovens («Vinhos do Algarve - O Renascer de uma Regido», 2020).

1.6 Constituicdo Acida dos mostos e dos Vinhos

Uma das mais relevantes e determinantes caracteristicas quimicas dos mostos e dos
vinhos encontra-se relacionada com a sua constituicdo acida (Picariello et al., 2019). A sua
natureza e concentracdo tem um contributo significativo na composicdo, estabilidade e
caracteristicas organoléticas do vinho (lzquierdo-Llopart & Saurina, 2019). A constituicdo
acida determina alguns fatores condicionantes no equilibrio fisico-quimico e microbioldgico
assegurando protecdo dos mostos e vinhos contra a ocorréncia de desordens no seu processo
evolutivo e inibindo o crescimento microbiol6gico (Picariello et al., 2019). Deste modo, a
analise e monitorizacdo das concentracdes de acidos organicos presentes no vinho sdo de

elevado interesse na producéo vinicola.

A origem dos diferentes acidos constituintes dos vinhos é bastante diversificada e
podem ter génese nas uvas, ou seja, o teor de acidos organicos no vinho encontra-se relacionado
com a regido e clima em que as uvas cresceram e amadureceram. Em vinhos com origem em

climas quentes esperam-se maiores teores de acido tartarico e nos vinhos provenientes de



origens mais frescas espera-se uma predominancia de acido malico (Zeravik et al., 2016). Estes,
também, podem ter origem na atividade de diferentes microrganismos (leveduras, bactérias
aceticas, bactérias lacticas), processos de fermentacdo alcodlica e malolactica dos mostos e

vinhos, e pela adicdo de corretivos acidos.

1.6.1 Principais acidos organicos fixos

S&o os &cidos organicos fixos, ou seja, ndo volateis, que conferem ao vinho as suas
caracteristicas organoléticas relacionadas com o “gosto acido” (Picariello et al., 2019). A
acidez nos vinhos é influenciada pelos teores de &cidos organicos presentes nas uvas, assim
como os &cidos organicos resultantes da fermentacdo alcodlica. Os &cidos organicos que
derivam das uvas incluem principalmente os acidos tartarico, malico e citrico (Figura 1.2). Estes
acidos sdo responsaveis pela elevada proporcdo de acidez titulavel. Os acidos organicos
resultantes do processo fermentativo sdo, principalmente, o &cido lactico, succinico e acético,
que também contribuem para as caracteristicas organoléticas e sensoriais dos vinhos (Figura
1.3) (lzquierdo-Llopart & Saurina, 2019).

Os &cidos organicos nao contribuem apenas para a acidez geral ou total, mas apresentam
as suas proprias caracteristicas sensoriais quando presentes em quantidades detetaveis no vinho.
A maioria dos &cidos organicos contribuem positivamente para o aroma e sabor do vinho
guando se encontram acima do seu limiar sensorial. No entanto, elevadas concentracfes destes
acidos individualmente podem conduzir a efeitos sensoriais indesejaveis. Um exemplo pode ser

0 &cido succinico que pode conferir um sabor amargo ou metalico ao vinho (Mato et al., 2005).

COOH COOH CH, — COOH
|
OH T H CH, OH—C — COOH
H —— OH H———O0H CH,— COOH
COOH COCH
Acido L(+)-tartérico Acido L(-)-malico Acido citrico

Figura 1.2 - Estrutura quimica dos Principais acidos organicos presentes nas uvas (adaptado
de Ribéreau-Gayon et al., 2006).



COOH COOH COOH COOH

CH, OH H H OH CHa
(il:H! CH; CH,
COOH
Acido sucinico Acido L (+)-lactico Acido D (-) -lactico Acido acético

Figura 1.3 - Estrutura quimica dos principais &cidos organicos resultantes dos processos
fermentativos (adaptado de Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.6.1.1 Acido Tartarico

De entre todos os acidos organicos existentes, o &cido tartarico € o mais importante. A
sua importancia advém dos teores que apresenta e das caracteristicas quimicas e organoléticas.
O 4cido tartarico ¢ o isomero L (+) “especifico” da uva, sendo a videira uma das raras plantas

capazes de o sintetizar em quantidades elevadas (Rizzon & Miele, 2001).

Os teores de &cido tartarico sdo influenciados pelas condicGes climatéricas. Nos
periodos de temperaturas altas verifica-se uma diminuicdo do teor de &cido tartarico pela
combustdo respiratdria, enquanto nos periodos mais chuvosos se verifica a migracao deste acido
para 0 bago da uva. A diminuicdo deste acido é continua ap6s a vinificacdo, tornando-se mais
evidente durante a primeira fase de maturacéo do vinho. O seu teor continua a decrescer pela
insolubilidade, principalmente, dos sais de célcio (tartarato de calcio) e potassio (bitartarato de

potéssio) influenciada pelas baixas temperaturas (Izquierdo-Llopart et al., 2020).

Do ponto de vista quimico, o acido tartarico é o acido organico presente mais forte capaz
de interferir diretamente no pH do vinho e resistente & oxidaco. E o acido eleito para a correco
do pH dos mostos e vinhos (Rizzon & Sganzerla, 2007). Por outro lado, é um dos acidos
organicos das uvas mais resistente a atividade bacteriana (Curvelo-Garcia & Barros, 2015). Este
acido é empregue quando os vinhos e mostos apresentam baixos valores de acidez total com o
intuito de aumentar a sua acidez pela diminui¢do de pH, e consequentemente prevenir a

contaminacéo de bacteérias.

Para além de permitir a correcdo &cida na vinificacéo e estabilidade microbiologica do

vinho, o &cido tartarico permite melhorar as caracteristicas organoléticas do vinho. Quando



presente em grandes quantidades, confere aspereza ao vinho mas, em concentragdes adequadas

confere uma certa adstringéncia e “fineza” acida ao vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.6.1.2 Acido Malico
O acido L (-) -malico é um &cido organico presente nas folhas e frutos sendo bastante
vulgar no reino vegetal e representando 50% da acidez total das uvas (Jackson, 2008).

A concentracdo de acido malico é abundante nas uvas ndo maduras podendo atingir
concentragcOes até 25 g/L. No entanto, a sua concentracdo decresce ao longo da maturacao
atingindo valores de 1-2 g/L (Jackson, 2008). Esta diminuicdo faz com que o pH interno das
uvas aumente de 2,5 para 3,5. Durante a maturacao das uvas verifica-se uma diminuicdo na
concentracdo de acido malico resultante do decréscimo significativo da biossintese de &cido L-
malico sincronizada com um aumento da degradacdo de acido mélico via respiracdo celular
(Volschenk et al., 2006).

A diminuicéo de &cido mélico pode atingir os 90% sendo muito importante acompanhar
o teor deste acido para a caracterizacao do estado de maturacao das uvas e consequentemente,
a qualidade final da vindima (Curvelo-Garcia & Barros, 2015). A diminuicdo da concentracdo
de &cido malico é mais significativa em periodos quentes pela respiracdo rapida do malato
presente no bago, conduzindo a producdo de vinhos suaves. Pelo contrario, vinhos produzidos
em regides de climas mais frios apresentam teores de acido malico mais elevado e vinhos mais

adstringentes (Olego et al., 2016).

As leveduras, durante a fermentacdo alcodlica, degradam uma pequena parte do acido
malico em &cido piravico e seguidamente em etanol. O processo de fermentacdo malolactica é
considerado o mais adequado para reduzir a acidez do vinho. Nesta fermentacdo acontece a
transformacéo do acido malico em &cido lactico L (+), metabolizado por bactérias lacticas com
libertacdo de dioxido de carbono. Aquando desta fermentacédo verifica-se uma diminui¢do no
sabor acido do vinho, melhorias na estabilidade microbiol6gica e aumento na complexidade de

aroma e sabor do vinho (Sumby et al., 2014).

1.6.1.3 Acido Citrico

O é&cido citrico é bastante comum no reino vegetal, principalmente em frutos citricos.
Trata-se de um acido organico que se encontra em fracas quantidades nas uvas e praticamente
ausente nos vinhos. Tal como acontece com o acido malico, o &cido citrico € facilmente

degradado por bactérias lacticas (Garrido-Delgado et al., 2009). Elevadas concentracfes de



acido citrico durante a fermentacdo podem condicionar a taxa de crescimento das leveduras

tornando-a mais lenta (Nielsen & Arneborg, 2007).

A concentracdo de acido citrico aumenta ligeiramente durante a fermentacédo alcoolica
sendo seguidamente consumida durante a fermentacdo malolactica. As concentragdes de acido
citrico no mosto e no vinho antes da fermentacdo maloléctica séo baixas, cerca de 0,5a 1 g/L
(Kalathenos et al., 2008). O &cido citrico é comumente utilizado pelos produtores vinicolas com
0 objetivo de reequilibrar a acidez natural dos vinhos e os estabilizar contra um possivel

aparecimento de casse férrica (Curvelo-Garcia & Barros, 2015).

A adicdo deste acido tem influéncia na acidez e sabor do vinho sendo atribuido ao vinho
a percecao de frescura (Chidi et al., 2018). O emprego enoldgico do acido citrico deve ser
realizado tendo em conta o limite legal, ou seja, segundo o Regulamento (CE) n°606/2009, o
teor de acido citrico ndo devera ultrapassar 1 g/L. A utilizacéo de acido citrico em vinhos tintos
deve ser realizada de forma prudente devido a sua instabilidade relativamente ao ataque de

bactérias lacticas, promovendo a formacéo de acidez volatil (Curvelo-Garcia & Barros, 2015).

1.6.1.4 Acido Succinico

O &cido succinico é um subproduto resultante da fermentacéo alcodlica dos agucares em
quantidades que dependem das condicfes de fermentacdo e dai a sua importancia como acido
que caracteriza a qualidade do vinho. O acido succinico pode também ser formado a partir dos
acidos glutdmico e malico. Este acido confere ao vinho uma acidez intensa e uma mistura de

gosto amargo e salino (Alpuim, J.P, 1997; Izquierdo-Llopart et al., 2020).

Muitas das vezes é necessario proceder a ajustes na acidez dos vinhos para niveis que
beneficiem a qualidade e estabilidade dos vinhos. Apesar dos vinhos serem produzidos com
mostos de uvas com niveis de acidez 6timos, muitas das vezes no final da vinificacdo verifica-
se elevados niveis de acidez titulavel. E a producéo de acido succinico, durante a fermentac&o
alcodlica, a principal responsavel por este aumento (Song & Lee, 2006). O &cido succincio
representa certa de 90% dos &cidos ndo volateis produzidos durante a fermentacdo alcodlica,
sendo o seu teor no vinho de aproximadamente 0,5-1,5 g/L. Contudo tem se verificado

concentrag0es até 3,0 g/L de acido succinico em determinados vinhos tinto (Chidi et al., 2018).

Assim é muito importante a monitorizagdo deste &cido para perceber quais os fatores
que envolvem a producdo de &cido sucinico e ajusta-lo de forma a conseguir manter a acidez

titulavel dos vinhos.



1.6.1.5 Acido Lactico

O 4cido lactico é o principal produto da fermentacdo maloléactica e € um &cido que
contribui de forma geral para a acidez no vinho. O seu interesse, por parte dos produtores
vinicolas, reside no facto da conversdo do acido malico em &cido lactico melhorar as
caracteristicas organoléticas do vinho. O &cido lactico € muito mais suave ao palato que o acido
malico (Chidi et al., 2018).

Este &cido ndo se encontra nas uvas, mas € um acido habitual nos vinhos, uma vez que
¢ formado pelas leveduras durante a fermentagcdo alcodlica sendo a sua concentracdo
relativamente baixa. Aquando da atividade metabdlica das bactérias do &acido l4ctico
(fermentacdo malolactica), verifica-se um incremente na concentragdo deste acido. Os vinhos
gue nao sofreram fermentacdo malolactica apresentam um teor em acido lactico baixo, cerca de
0,2 a 0,4 g/L e contém sobretudo acido D(-)-lactico. Por outro lado, os vinhos submetidos a
fermentacdo malolactica apresentam concentracdes de acido lactico mais elevadas, cerca de 3-
4 g/L (Comuzzo & Battistutta, 2019). O acido predominante é o L(+)- lactico, o Gnico produzido
por este processo fermentativo. No entanto, o acido lactico também pode ser formado mediante
a atividade das bactérias sobre os acglcares redutores podendo ser originados qualquer um dos
dois isémeros. Neste sentido verifica-se um aumento do isdbmero D(-) que podera provocar
aumento da acidez volatil e comprometer a qualidade do vinho (Curvelo-Garcia & Barros,
2015).

1.6.1.6 Acido Acético

O é&cido acético é o principal responsavel pela acidez volatil do vinho, representando
mais de 90% do conjunto total (Curvelo-Garcia & Barros, 2015). Os restantes acidos
encontram-se em quantidades muito reduzidas, sendo apenas detetados quando existe
contaminacdo microbioldgica. Este acido existe em pequenas quantidades no mosto sendo
resultado da atividade metabdlica das leveduras durante a fermentacao alcodlica. Teores mais
elevados de acidez volatil significa que houve intervencdo das bactérias lacticas capazes de
alterar o vinho ou crescimento de bactérias acéticas resultando em defeitos organoléticos
determinados pela formacdo do acetato de etilo. Para além disso, elevadas concentracdes de
acido acético informam que existiu algum “acidente” na fermentagdo alcoolica ou que existiu

contaminacgéo bacteriana (Mira et al., 2021).

O é&cido acético € o principal responsavel pelo aroma a vinagre no vinho. Este aroma

torna-se mais acentuado quando as concentragfes se encontram acima dos valores
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regulamentados podendo o vinho tornar-se em vinagre. Deste modo, é importante o controlo da
evolucdo do &cido acético desde o processo fermentativo do vinho. Em pequenas quantidades

encontra-se associado a aromas frutados (Curvelo-Garcia & Barros, 2015).

1.6.1.7 Acido Chiquimico

O 4cido chiquimico provém, maioritariamente, das peliculas das uvas sendo que se
encontra presente em pequenas quantidades no mosto (10-150 mg/L) e é transferido para o
vinho durante o processo de maceracao e fermentacédo (Figura 1.4) (lvanova-Petropulos et al.,
2018). Atua como precursor dos acidos benzoicos, cindmicos, flavonoides (flavondis e
antocianinas) e outros compostos presentes nas uvas que possam ser transferidos para o vinho
durante o processo de vinificacdo. Este acido ndo tem importancia do ponto de vista
organolético no vinho, encontrando-se em pequenas concentracdes quando comparado com o
acido tartarico e malico (Tessini et al., 2009). No entanto, devido a participacdo do acido
chiquimico na biossintese de antocianinas, varios estudos propde a determinacdo de acido
chiguimico como ferramenta para diferenciar diferentes variedades de vinho tinto (Mardones
et al., 2005).

HO™" OH
i

Acido chiquimico

Figura 1.4 - Estrutura quimica do acido chiquimico (adaptado de Pullinger & Monteiro, 1988).

1.7 Acidez nos vinhos
Em enologia existem trés conceitos de acidez que permitem descrever a composigéo
acida dos vinhos. As propriedades organoléticas de um determinado vinho dependem da acidez

total, acidez fixa e da acidez volatil.

A acidez total e definida como a concentracdo da totalidade dos acidos presentes na uva
e no vinho, titulaveis a pH 7 excluindo o dioxido de carbono e a fracdo de &cido sulfuroso,
independentemente da sua origem e natureza. Considera-se como acidez total a soma da acidez

fixa e da acidez volatil (Curvelo-Garcia & Barros, 2015). Segundo o Regulamento (CE) n°
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491/2009, o limite analitico estabelecido pela legislacdo portuguesa para a acidez total em
vinhos € superior a 3,5 g/L expresso acido tartarico ou superior a 466 mEg/L.

Segundo a definicdo da Organizacéo Internacional da Vinha e do Vinho (O1V), a acidez
volatil é constituida pelos acidos da série acética presentes nos vinhos no estado livre ou no
estado salificado. Os compostos volateis que constituem este tipo de acidez s&o produzidos na
fermentacao alcodlica e o seu teor aumenta, posteriormente, durante a fermentacdo malolactica.
E um parametro muito importante a medir, uma vez que o acido acético pode encontrar-se em
elevadas concentracdes e destacar-se da matriz aromatica do vinho. O teor de acidez volatil
encontra-se regulamentado, com o intuito de evitar a comercializacdo de vinhos alterados ou
improprios para consumo. Pelo Regulamento (EU) 934/2019 é fixado o limite de 18 mEq./L
para vinhos brancos e rosados, e de 20 mEg/L para vinhos tintos. A determinacdo da acidez

volatil consiste na titulagdo dos &cidos volateis separados do vinho por destilacéo.

A acidez fixa € determinada pela soma dos acidos fixos, sendo o acido tartarico e o acido
malico os mais importantes. Geralmente quanto maior for a acidez fixa menor é a acidez volatil

porque as bactérias acéticas tém dificuldade em crescer em meios &cidos.

1.8 Compostos fendlicos nas uvas e no vinho

As uvas sdo uma das maiores fontes de compostos fenolicos quando comparadas com
outras frutas ou vegetais. Por ser a matéria-prima para producao de vinhos é muito importante
conhecer o seu teor em compostos fendlicos. Os compostos fendlicos sdo determinantes para a
qualidade dos vinhos, especialmente nos tintos. Entender a sua complexidade ira permitir o seu

uso como critério para determinar a qualidade (Gutiérrez-Escobar et al., 2021).

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios presentes nas uvas que podem ser
transformados durante o processo de vinificagdo. Consoante o tipo de composto fendlico
encontram-se em diferentes concentrac@es na polpa, pelicula e grainhas. Durante o processo de
vinificacdo, 0s vinhos tintos sdo expostos a todas as partes das uvas e por esse motivo a sua
concentracdo em compostos fendlicos é maior quando comparado com os vinhos brancos. Nos
vinhos tintos encontram-se em concentragdes de 1-5 g/L e nos vinhos brancos em concentracdes
0,2-0,5 g/L (Visioli et al., 2020). Estes compostos nos vinhos sdo determinantes para as
propriedades sensoriais, como por exemplo, para a aparéncia, cor, adstringéncia, acidez e sabor.
Também sdo importantes na estabilidade dos vinhos na sequencia dos processos oxidativos,
nomeadamente, no acastanhamento dos vinhos brancos e na oxidagdo dos vinhos tintos

(Avizcuri et al., 2016). Os compostos fenolicos podem ser classificados em flavonodides e ndo-
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flavondides. Do grupo dos flavonoides das uvas e dos vinhos destacam-se os flavanois,
flavondis e as antocianinas (Figura 1.5). Ao grupo dos ndo-flavonoides pertencem os acidos
fenolicos e estilbenos (Figura 1.8 e 1.9). Os compostos fenolicos sdo muito diversificados, no

entanto, os que mais determinam a qualidade do vinho s&o os &cidos fendlicos, os flavondis,

‘
Z~0OH

Flavanois Flavondis Antocianinas

taninos e estilbenos (Merkyt¢ et al., 2020).

Figura 1.5 - Estrutura quimica dos compostos fenélicos pertencentes ao grupo dos Flavondides
(adaptado de Merkyte et al., 2020).

As antocianinas sdo flavondides amplamente distribuidos pela natureza e responsaveis
por todas as cores presentes nos frutos. Nas uvas de castas tintas, as antocianinas encontram-se
nos vacuolos celulares da pelicula e sdo as que contribuem com maior percentagem de
compostos fenolico. Sdo um constituinte importante na producédo de vinhos tintos contribuindo
para os parametros sensoriais e de coloragéo. A concentragdo de antocianinas encontra-se entre
90-400 mg/L nos vinhos tintos (Visioli et al., 2020). As antocianinas encontradas do género
Vitis sdo a pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. A
malvidina-3-glucésido é a mais abundante nas uvas. As antocianinas estdo diretamente
relacionados com a alterag@o da cor durante o processo de envelhecimento do vinho (Merkyté
et al., 2020).
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Figura 1.6 - Estrutura quimica das antocianinas (adaptado de Merkyt¢ et al., 2020).

As catequinas sao flavanois presentes nas grainhas das uvas e séo o principal composto
fenolico responsavel pelo sabor e adstringéncia nos vinhos. No entanto, este composto também
se encontra em maior quantidade no extrato da pelicula das uvas brancas sendo por isso um dos
compostos maioritarios no vinho branco (Jackson, 2008). A concentracdo de catequinas
detetada em vinhos brancos jovens foi de 15 a 25 mg/L e em vinhos tintos jovens de 4 a 120
mg/L (Visioli et al., 2020).

QH  Catequina

Figura 1.7 - Estrutura quimica da catequina (adaptado de Archela & Dall’ Antonia, 2014).

Como mencionado anteriormente, o grupo ndo-flavonoide compreende os &cidos
fenolicos (&cido hidroxibenzdico e o acido hidroxicinamico) (Figura 1.8) e estilbenos.
Encontram-se nos vinhos tintos em concentragdes de 60 a 566 mg/L (Castaldo et al., 2019). Os
acidos hidroxibenzoicos encontram-se nos vinhos tintos em concentracbes de 218 mg/L

(Jackson, 2008), sendo que os acidos mais abundantes sdo o &cido gélico e o &cido vanilico. O
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acido galico é considerado o fendlico mais importante em vinhos tintos sendo que a sua
concentragdo ronda os 70 mg/L. Em vinhos brancos apresenta concentragbes de 10 mg/L
(Visioli et al., 2020). Este &cido é conhecido pela sua contribuicdo adstringente (Sterneder et
al., 2021). Para fazer a caracterizacdo varietal € comumente utilizada a relacdo entre acido
vanilico e &cido siringico. A maior quantidade de um e a menor quantidade de outro permite

distinguir diferentes variedades (Gerogiannis et al., 2018).

@) @)
LYo N OH
HO"\F HO* A
Acido hidroxibenzdico Acido hidroxicinamico

Figura 1.8 - Estrutura quimica dos compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos néo-
flavonoides, nomeadamente, os acidos fenolicos (adaptado de (Merkyté et al., 2020)).

Nas uvas, os acidos fendlicos mais abundantes sdo os &cidos cindmicos que se
encontram combinados com o &cido tartarico nos vacutolos das células das peliculas e da polpa.
Para além de serem os acidos mais abundantes nas uvas, sdo também o grupo predominante em
vinhos brancos (Ferreira-Lima et al., 2018). Estes compostos ndo se fazem notar nas
caracteristicas organoléticas, no entanto, desempenham um papel importante nas oxidacdes do
mosto e do vinho que levam ao acastanhamento dos vinhos (principalmente nos vinhos brancos)
e ao aparecimento de fendis volateis que causam alteracGes indesejaveis de aroma (Kanavouras
et al., 2020).

O teor de 4cidos hidroxicindmicos nas uvas varia consoante a casta. E na polpa e na
pelicula que se encontram a maioria destes acidos, sendo que 0 que se encontra em maior
abundancia ¢é o acido cafeico (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Nos vinhos, a concentracdo de
acidos hidroxicindmico também é variavel. Geralmente a sua concentragdo é maior em vinhos
tintos (100 mg/L) do que em vinhos brancos (30 mg/L) (Visioli et al., 2020). No entanto, ha
autores que constataram concentragdes maiores em vinhos brancos do que em vinhos tintos
(Gutiérrez-Escobar et al., 2021).
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Ainda no grupo dos ndo-flavondides destaca-se o resveratrol, o principal estilbeno
presente nas uvas e no vinho na forma de isémero cis e trans (Figura 1.8) (Merkyt¢ et al., 2020).
O resveratrol é sintetizado nas uvas em consequéncia de stress ou alguma infecéo
microbioldgica. Este composto tambem € produzido apds a aplicacdo de alguns fitofarmacos e
pela exposi¢do da luz UV (Peretti et al., 2015). Os agentes clarificantes tem influencia e
diminuem os teores de resveratrol (Gerogiannaki-Christopoulou et al., 2006). Varios estudos
revelam que o resveratrol apresenta uma correlagdo inversa entre o consumo moderado de vinho
e a ocorréncia de doencas cardiovasculares (Chudzinska et al., 2021). E reconhecido pelas suas
propriedades antioxidantes encontrando-se nos vinhos tintos em concentragdes de 7 mg/L, em
vinhos rosé com uma concentracdo de 2 mg/L e em vinhos brancos com uma concentracao de
cerca de 0,5 mg/L (Pastor et al., 2019).

— HO

oo O D

\(ron
OH OH HO

cis-resveratrol trans-resveratrol

Figura 1.9 - Estrutura quimica do resveratrol (adaptado de ((Merkyté et al., 2020)).

1.9 Atividade antioxidante em Vinhos

As uvas e 0 vinho séo considerados grandes fontes de compostos fendlicos que existem
na natureza. De acordo com a literatura, estes compostos na forma de acidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas e resveratrol sdo 0s que apresentam maior atividade antioxidante
(Broinizi et al., 2007). A presenca de antioxidantes encontra-se relacionada com a capacidade

de melhorar a estabilidade, e consequentemente, a qualidade dos vinhos.

1.10 Métodos analiticos para determinacao de acidos organicos e compostos fenolicos

A composicdo dos vinhos é caracterizada pela presenca de diferentes compostos
fendlicos e organicos em diferentes concentracdes. Como ja mencionado, cada composto
desempenha um papel fundamental nas propriedades dos vinhos (Robles et al., 2019). Dada a
complexidade e importancia destes compostos na qualidade das uvas e consequentemente dos
vinhos, varios métodos tem sido descritos para se determinar e quantificar a sua presenca nos
mostos e nos vinhos (Coelho et al., 2018). As técnicas cromatograficas de analise estdo entre

as principais técnicas de separacdo, principalmente na analise de matrizes complexas pela
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eficécia de separacdo dos analitos presentes na amostra e pelo poder de resolucdo das colunas
(Lancas, 2009). A técnica mais utilizada por diferentes investigadores € a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Figura 1.10).

O principal objetivo desta técnica é separar individualmente os diferentes compostos
presentes nas uvas e no vinho atraves da interacdo simultanea entre a amostra e duas fases,
movel (eluente) e estacionaria (revestimento da coluna). Esta técnica conta com diferentes
constituintes, nomeadamente, solvente, uma bomba, um sistema de injecdo, uma coluna

cromatografica, um detetor e um software que regista os dados.

Amosfira
L 4
E Eomba Injetor ,LII: - Defetor l 'h'L
HPLC I" Manual I' e g UV "
Coluna HPLC

Eluente Cromatograma

()

Residuos

Figura 1.10 - Esquema geral do equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(adaptado de Czaplicki, 2013).

O eluente, também chamado de solvente ou fase movel, é adicionado a um frasco
apropriado e aspirado por uma bomba de alta pressdo em direcéo a coluna. A bomba promove
a circulacdo da fase mdvel, a um determinado fluxo, ao longo do sistema cromatografico. Nos
sistemas de eluicdo isocratica o eluente mantem a sua composicdo constante ao longo de toda
a analise. Nos sistemas de elui¢do por gradiente a eluicao € realizada variando a composicao da
fase mével durante uma andlise (Fernando & Soysa, 2016). No percurso, a amostra injetada é
introduzida na fase moével mediante uma valvula de injecdo e arrastada pela coluna
cromatografica (fase estacionaria). As substancias presentes na amostra devido as diferencas na
estrutura molecular e aos distintos graus de afinidade com a fase mdvel e estacionaria permitem
a separacdo cromatografica (Sahu et al., 2018). Deste modo, substancias com maior afinidade
com a coluna eluem por ultimo e as com menor afinidade eluem primeiro. O efluente da coluna
passa pelo detetor que deteta a presenca de analitos eluidos. O sinal gerado pelo detetor é

alcancado pelo software definido para o efeito e tratado em computador. Deste resulta um
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cromatograma que evidencia a variag¢do do sinal do detetor em funcéo do tempo da anélise. Nos
cromatogramas estéo diferentes sinais (picos), com um determinado tempo de retencdo e com
um espectro de absorcdo préprio. A anahylise do cromatograma consiste na identificacdo de
cada pico por comparacdo de padrdes analisados nas mesmas condicGes e pela quantificacdo
do analito utilizando retas de calibracdo. A &rea de cada analito corresponde ao pico que é
proporcional & concentragdo do analito na amostra injetada (Izquierdo-Llopart & Saurina,
2019).

Apesar de ser uma 6étima técnica de separacdo ndo identifica compostos desconhecidos,
ou seja, precisa de uma técnica complementar para identificacdo. Das varias técnicas que ja
existem, a espectrometria de massas € uma das mais usadas. O acoplamento entre estas duas
técnicas LC/MS (Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas) tem um
grande potencial na anélise qualitativa e quantitativa (Lancas, 2009). A identificacdo dos
compostos por esta técnica exige a sua ionizacdo prévia. Na ionizagcdo uma das técnicas mais

usada é a do eletrospray (Lancas, 2009).

- ~ - ﬁ N - ~ ' ™ o ™
Analisador Detetor .
Fonte . . Sistema de Espectro
Amostra o (Selecéo (Detecéo
lonizagdo ) ) Dados de massas
dos iBes) dos ifes)
(N J N v N J N J N J N J

Figura 1.11 - Esquema geral das principais partes do espectrometro de massas (adaptado de
Lancgas, 2013).

O espectrometro de massa é utilizado como detetor do HPLC identificando eficazmente
os analitos de interesse da amostra. O espectro de massa compreende uma fonte de ies, um
analisador de massas, um detetor que trabalha em vacuo permitindo que os ides se movimentem
sem colidir com outras espécies (Gross, 2004). A entrada do espectrometro de massa transfere
as amostras para a fonte de ides, onde as amostras sdo convertidas numa fase gasosa io6nica. E
0 analisador de massas que separa e analisa as espécies idnicas sendo que depois o detetor
analisa e amplifica a corrente de ides. Por fim, € o software que trabalha os dados e origina o
espectro de massas (Zeki et al., 2020). A espectrometria de massa &, deste modo, uma técnica
que permite identificar substancias quimicas através da separacdo de iGes gasosos que Sdo
produzidos através de campos elétricos e magnéticos aplicados. A identificagdo da-se

considerando a razdo massa/carga (Scott, 2012).
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1.11 Objetivos praticos do estudo

A composicao fisico-quimica das uvas e dos vinhos do Algarve tem sido pouco
estudada. O interesse em caracterizar as uvas e vinhos do Algarve contribuiu para se otimizarem
métodos capazes de determinar com rapidez e de forma simples acidos organicos e compostos
fendlicos. Estes compostos merecem atengdo visto que fornecem aos vinhos caracteristicas

organoléticas que os tornam Unicos.
O presente trabalho tem como principais objetivos:
- Realizacao de andlises fisicas e quimicas as uvas das castas autoctones da regido do Algarve;

- Otimizar um método analitico isocratico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
para quantificacéo do &cido citrico, succinico, chiquimico, cafeico, galico e vanilico, bem como

catequina, resveratrol e antocianinas em uvas e vinhos;
- Quantificar os compostos, cujos métodos foram otimizados, nas uvas e nos vinhos;
- Utilizacdo do LC-MS como forma de identificar compostos das uvas e vinhos;

O trabalho decorreu no laboratério de Enologia, Quimica e de Processamento do
Departamento de Engenharia Alimentar do Instituto Superior de Engenharia da Universidade
do Algarve e também contou com a colaboragéo do Centro de Ciéncias do Mar para as analises
por LC-MS.
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2. Material e Métodos

2.1 Amostragem

As uvas utilizadas no presente trabalho foram das castas Negra Mole e Crato Branco,
colhidas no final das vindimas (1 de outubro) e transportadas numa geleira desde a vinha ao
laboratério de enologia da Universidade do Algarve. A chegada ao laboratério as uvas foram
armazenadas numa camara frigorifica a 5°C. As uvas da casta Crato Branco foram colhidas na
zona de Loulé (Quinta da Tor) e as uvas da casta Negra Mole foram colhidas na zona de

Alcantarilha, responsabilidade da CVA.

Além das amostras de uvas fornecidas também foram adquiridas amostras de vinhos
algarvios (3 amostras de vinho monocasta Negra Mole e 2 amostra de vinho monocasta Crato
Branco) produzidos a partir das castas autoctones da regido do Algarve. Os vinhos adquiridos
foram: Herdade Barranco do Vale Negra Mole Reserva Rosé (2019) (HBV), Paxa Negra Mole
(2019) (Paxa), Morgado do Quintdo Clarete Negra Mole Tinto (2020) (MQNM), Morgado do
Quintao Crato Branco (2018) (MQCB) e Quinta da Penina Branco (2021) (QP).

2.2 Determinacédo dos parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos gerais foram realizados no laboratério de enologia do
Instituto Superior de Engenharia e incidiram sobre a determinagéo dos solidos soltveis (°Brix),
pH, densidade, humidade, dimenséo e peso das uvas.

2.2.1 Determinacao dos solidos solUveis

A determinacdo dos solidos sollveis foi efetuada no refratometro de bancada Abbe
(OPTECH, Munich, Alemanha). Para realizar esta medi¢do usaram-se 10 bagos de cada casta
escolhidas aleatoriamente do cacho, esmagados e o sumo foi utilizado para as diferentes

leituras.

2.2.2 Determinacéo do pH e densidade

A medicdo do pH e da densidade foi realizada em triplicado. O pH foi determinado pelo
método potenciométrico recorrendo a um medido de pH Crison (Meter GLP 21), usando 0s
padrbes pH 7 e pH 4 para calibrar. Um densimetro digital (Mettler Toledo DA-110M) foi usado
para determinar a densidade fazendo passar o liquido diretamente no tubo de medicao apos se

proceder a calibragdo com agua destilada.
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2.2.3 Determinagao da humidade
A humidade foi determinada utilizando 5,2 g de pelicula, 1 g de grainha e 5,4 g de polpa
de uva secas a 120 °C num secador de infravermelhos (Mettler IP16) com balanca (Mettler PM

100), ambos da Mettler Toledo (Zurich, Suica). As medicdes foram realizadas em triplicado.

2.2.4 Caracterizacdo fisica das uvas

A caracterizacdo fisica das uvas foi realizada através da medicdo do seu diametro
equatorial e altura usando um paquimetro. Posteriormente os 10 bagos de cada casta foram
pesados numa numa balanca analitica de precisdo (Ohaus Pioneer, PA214, EUA) e registado o
seu peso e dimensdo. Fizeram-se trés repeticOes para cada casta. Para a casta tinta foram
novamente pesados 10 bagos de uvas, escolhidas aleatoriamente dos cachos, e determinado o

peso das grainhas, peliculas e polpa na mesma balanca analitica.

2.3 Preparacdo dos extratos alcodlicos das uvas

O mosto das uvas foi obtido por esmagamento de 10 bagos de uvas inteiras, escolhidos
aleatoriamente de diferentes cachos da mesma casta. Ap6s o esmagamento das uvas foram
adicionados 10 ml de etanol para se obter o extrato alcodlico. Os gobelés, contento o mosto,
foram tapados com parafilme, revestidos em papel aluminio para proteger da luz, e identificados
com nome da casta, data e nUmero da amostra. Para as uvas de casta tinta recorreu-se ao mesmo
método para se obter extratos alcodlicos das peliculas, grainhas e polpa, separadamente.
Posteriormente as amostras foram filtradas e congeladas em pequenos tubos de ensaio de
plastico transparente a temperatura de -19,7 °C.

2.4 Preparacgdo das amostras para inje¢cdo no HPLC

Antes de se proceder a analise dos &cidos organicos no HPLC, os diferentes extratos
alcodlicos foram novamente diluidos e filtrados. Os extratos alcodlicos dos macerados das uvas,
da polpa e das grainhas foram diluidos numa proporc¢éo de 1:20 (V/V). Os extratos alcoolicos
da polpa e dos vinhos foram diluidos numa proporc¢éo de 1:10 (V/V). Os vinhos foram diluidos
numa proporg¢do de 1:10 (V/V). As amostras foram homogeneizadas num vértex. A filtragdo
foi realizada com recurso a membranas filtrantes com uma porosidade de 0.45 pm.
Seguidamente, as amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC). O procedimento foi realizado em triplicado para cada amostra.

2.5 Reagentes e Solventes utilizados
Os reagentes utilizados na parte experimental encontram-se descritos na tabela 2.1,

assim como o0 respetivo grau de pureza e marca de fabricante. Os reagentes utilizados
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correspondem aos acidos organicos e compostos fendlicos disponiveis no laboratério de
Enologia do Instituto Superior de Engenharia. No decorrer dos trabalhos experimentais foi
utilizada agua ultrapura (base de todas as dilui¢Ges), retirada de um sistema de purificacdo de
agua HYDROLAB modelo HLP5 com eficiéncia de 5 L/h.

Tabela 2.1 - Reagentes utilizados e respetivas especificactes do fabricante.

Compostos Grau de pureza (%) Marca
Etanol >99,9 Carlo Erba
Acetonitrilo >99,9 Chem Lab
Acido fosférico 85-90% Fluka
Acido citrico >99,5 Chem Lab
Acido succinico >99 Scharlau
Acido chiquimico >97 TCI
Acido galico >98 TCI
Acido vanilico >97 Fluka
Acido cafeico >98 Sigma
Catequina >05 TCI
Malvidina-3-glicésido 95-97,5 Sigma-Aldrich
trans-resveratrol >08 Sigma Aldrich

2.6 Preparacéo das solucdes
2.6.1 Solucdes Padréo de Calibracéo

Foram preparadas em balGes volumétricos de 100,0 + 0,1 ml solu¢Ges-mae individuais
de cada padrdo. As solugcbes-mde foram preparadas pela dissolucdo do sélido de cada analito
comercial adquirido pelo laboratério de Enologia em solucdes hidroalcoolicas contendo 15 %
de etanol (C2HsOH) (concentragcdo similar a encontrada nos vinhos) e solugfes 100 %

alcodlicas, a excecdo dos acidos organicos que foram diluidos em agua ultrapura.

A escolha das concentracfes usadas para preparar as solucdes-mde de cada analito
foram selecionadas na bibliografia em métodos semelhantes que ja se encontravam
desenvolvidos e otimizados. As solugdes- padréo de acido citrico, sucinico e chiquimico foram
preparadas segundo a descricdo de Ivanova-Petropulos et al., (2020) com concentracgdes de 1
g/L e 0,1 g/L, respetivamente. As solucBes de acido gélico e vanilico foram preparadas com

concentracdes de 1 g/L como se encontra descrito por Izquierdo-Llopart & Saurina, (2019). O
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acido cafeico e catequinas foram preparadas com concentra¢@es de 0,10 g/L como mencionam
Dias et al., (2016) e Belmiro et al., (2017). O resveratrol e as antocianinas, pela pequena
quantidade disponivel no laboratorio, foram preparados em concentracGes de 0,01 g/L e 0,002

g/L, respetivamente.

Posteriormente, os padrdes de calibragcdo foram preparados a partir de solugdes mée e
das solucGes intermedias previamente preparadas. Para este efeito foram pipetados diversos

volumes para balGes volumétricos de 100 ml £ 0,1 ml e diluidos em &gua ultrapura.

Para determinar quais as gamas de concentracao a preparar para cada solucéo padrao de
calibracéo foram, novamente, consultados alguns metodos ja desenvolvidos. Segundo Ivanova-
Petropulos et al., (2020), as solu¢des padrao de acido citrico e sucinico utilizadas para validar
0 método foram preparadas num gama de concentracdes de 0,01 a 5 g/L. Tessini et al., (2009)
mencionam concentra¢des de acido chiquimico entre 1,0 — 150 mg/L. Prasongsidh & Skurray,
(1998) menciona concentracBes para o acido galico compreendidas entre 1 mg/L e 50 mg/L. O
acido vanilico e o cafeico foram preparados com concentracdes compreendidas entre 0,05 e 50
mg/L segundo Mendoza et al., (2011). Izquierdo-Llopart & Saurina (2019) utilizaram
concentracdes compreendidas entre 0,05 e 20 mg/L para preparar os padrdes de calibracdo de
catequina e resveratrol. As solucdes padrdo de calibracdo para as antocianinas foram preparadas
numa gama de concentracdo entre 0,4 e 25 mg/L como descreve Nyman & Kumpulainen,
(2001). No entanto, estas concentracGes eram demasiado pequenas e ndo se conseguiu obter
uma reta de calibracdo. Foi necessario ir aumentando e experimentando concentra¢fes mais

elevadas nas soluc@es de calibracdo para se obter uma adequada reta de calibracao.

As gamas de concentracdo de cada solucdo padréo de calibracdo dos acidos organicos e
compostos fenolicos, resveratrol e antocianinas encontra-se descrito na tabela 2.2. De salientar
que todas as solugbes-mée e solucdes intermédias foram preparadas no proprio dia em que se

procedeu a sua leitura no HPLC.
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Tabela 2.2 - Gama de concentracdo de cada analito utilizado para construir as curvas de
calibracédo de cada padrao.

Analitos Gama de concentracdo (mg/L)
Acido citrico 500,0-1000,0
Acido succinico 500,0-1000,0
Acido chiquimico 3,0-20,0
Acido galico 2,0-30,0
Acido vanilico 2,0-40,0
Acido cafeico 10,0-50,0
Catequina 2,0-20,0
Malvidina-3-O-glicésido 5,0-9,0
trans-resveratrol 0,2-2,0

2.6.2 Fase movel

No sistema isocratico disponivel so foi possivel trabalhar com 1 eluente de cada vez
sempre com fluxo de 1 ml por minuto. Contudo para os diferentes compostos analisados foram
testados varios eluentes. O primeiro eluente A, foi uma solucéo aquosa de limpeza, preparada
com acetonitrilo e agua ultrapura Mili-Q (Mili-Q academic Milipore) numa proporcéo de 80:20
(VIV), respetivamente. O eluente B foi composto por acetonitrilo, acido fosforico (HsPOz) e
agua ultrapura numa proporcao de 0,1:0,1:99,8 (V/V). O eluente C foi preparado com
acetonitrilo, acido fosférico e agua ultrapura numa proporcdo de 35:0,1:65 (V/V),
respetivamente. O eluente D preparado com acetonitrilo, &cido fosférico e 4gua ultrapura numa
proporcéo de 15:0,1:85 (V/V) e o eluente E preparado numa proporc¢éo de 20:0,1:80 (V/V). O
pH dos diferentes eluentes foi corrigido para 2, sempre gue necessario, com algumas gotas de
acido fosforico. Os eluentes antes de utilizados foram filtrados a vacuo através de uma
membrana de Nylon de porosidade de 0,45 pum e desgaseificadas num banho de ultrassons

durante 15 minutos.

Para identificar e determinar qual o melhor eluente a utilizar foram realizados varios
ensaios, até porque como ja mencionado, 0 equipamento ndo permite o uso de gradientes.
Prepararam-se diversos eluentes com diferentes concentrac6es de acetonitrilo e &cido fosforico
para perceber qual deles separava 0s picos cromatograficos nas amostras injetadas. Desta forma,
conclui-se que para eluir acidos organicos nas amostras, o melhor eluente seria o B, para

compostos fendlicos o0 melhor eluente seria 0 C e para o resveratrol e antocianinas seriao D e
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E, respetivamente. Na figura 2.1, é possivel constatar dois exemplos de ensaios realizados para

determinar qual o melhor eluente para separar 0s picos cromatograficos de antocianinas nas

amostras.
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Figura 2.1 - Cromatograma obtido para um macerado de uvas tintas; (A) Cromatograma de
um macerado de uvas tintas eluido com acetonitrilo a 15%; (B) Cromatograma de um macerado
de uvas tintas eluido com acetonitrilo a 25%.

Neste caso particular optou-se por injetar um macerado de uvas tintas da casta Syrah
porgue como as uvas tem menores dimensdes, acaba por ter maior percentagem de pelicula e
por isso maior concentracéo de antocianinas. Assim foi injetada a amostra e verificou-se que o
eluente com acetonitrilo a 25% € o eluente capaz de fazer eluir as antocianinas presentes no

macerado e, portanto, serd o eluente mais indicado para quantificar este composto nas uvas e

nos vinhos tintos (figura 2.1B).
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2.7 Equipamento e condic¢Bes cromatogréaficas para analise por HPLC

A anélise dos diferentes compostos presentes nas uvas e nos vinhos foi realizada com
recurso a um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) HP HEWLETT PACKARD serie
1050 (“HP 1050 Series Pumping Systems”), equipado com uma bomba isocratica; um injetor
com sistema manual de injecdo e volume fixo de 20 ul, acoplado a um detetor de absor¢éo UV-
Vis ECOM (ECD 2000) e uma estacdo de controlo de dados Software CLARITY 8.4 (Clarity
Chromatography Station) (n° serie do Software 98- 14033). Foi utilizado uma coluna
NUCLEOSIL ® RP- C18 com particulas de 3 um (4,6 mm x 200 mm).

—p| ase Movel

Y

—b{ Sistema de Injecdo Manual

Coluna Cromatografica

Detetor de Absorcao UV-Vis

Bomba Isocratica

Figura 2.2 - Equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizado no
trabalho.

2.8 Determinacao do comprimento de onda étimo para cada composto

A escolha do comprimento de onda 6timo para cada composto foi feita apds consulta
bibliogréafica. Segundo Gutiérrez-Escobar et al. (2021), Peixoto et al. (2018) e Zhang et al.
(2013) para detetar acidos organicos utilizaram comprimentos de onda de 212 nm. Os
compostos fenolicos foram detetados a 280 nm, o resveratrol a 370 nm e as antocianinas a 520
nm. Na figura 2.3 apresentam-se dois exemplos de cromatogramas de um vinho tinto (MQNM)
(A) e de uvas Siria/Crato Branco (B) detetados a 212 nm. Em ambos 0s cromatogramas os picos
sdo bem resolvidos indicando que este € um bom comprimento de onda para quantificar acidos

organicos nas amostras injetadas.
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Figura 2.3 - Cromatograma de um vinho e de um extrato alcoolico de uva obtidos por HPLC

num espectro de absorcdo de 212 nm; (A) Cromatograma de um vinho tinto (MQNM); (B)
Cromatograma de um extrato alco6lico de uva Crato Branco.

Para perceber se os restantes comprimentos de onda eram adequados para identificar os
compostos injetaram-se diferentes amostras de extrato alcodlico de uvas tintas e brancas,
extratos alcodlicos das peliculas, grainhas e polpa das uvas e vinhos para cada um dos
comprimentos de onda sugeridos na bibliografia. A figura 2.4 mostra dois cromatogramas

correspondente as antocianinas presentes nas peliculas das uvas de Negra Mole (A) e as uvas
inteiras de Negra Mole (B) detetadas a 520 nm.
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Figura 2.4 - Cromatograma de um extrato alcodlico da casta Negra Mole obtido pela analise
de HPLC num espetro de absorcdo de 520 nm; (A) Cromatograma de um extrato alcodlico de
pelicula de uva Negra Mole; (B) Cromatograma de um extrato alcodlico de uvas inteiras de
Negra Mole.

Apds se verificar que 0s compostos presentes nas amostras eram detetados nestes
comprimentos de onda e os picos obtidos eram bem resolvidos injetaram-se os padrdes
individualmente. Diferentes autores sugerem que o resveratrol é detetado a um o comprimento
de onda de 370 nm, no entanto, ndo se verificaram picos bem resolvidos neste comprimento de
onda. Apds alguns ensaios verificou-se que o melhor comprimento de onda para detetar o
resveratrol foi a 410 nm. Assim, as determinacGes dos diferentes compostos foram realizadas a
4 comprimentos de onda, 212 nm, 280 nm, 410 nm e 520 nm. O &cido citrico, succinico e
chiquimico foram determinados a 212 nm. O acido gélico, vanilico, cafeico e catequinas foram

determinados a 280 nm. O resveratrol foi determinado a 410 nm e as antocianinas a 520 nm. A
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figura 2.5 corresponde a diferentes cromatogramas obtidos por HPLC de trés padrdes diferentes
a 280 nm.
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Figura 2.5 - Cromatograma de trés padr6es obtidos por HPLC num espetro de absorcdo de 280
nm; (A) Cromatograma do padrdo de catequina com pico cromatografico aos 3,52 min; (B)
Cromatograma do padrdo acido cafeico com pico cromatografico aos 4,10 min; (C)
Cromatograma do padrdo de acido vanilico com pico cromatogréafico aos 4,30 min.
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2.9 Analise dos compostos

A quantificacdo dos acidos organicos, compostos fendlicos, resveratrol e antocianinas
presentes nas uvas das castas autoctones e nos vinhos algarvios foi determinada por comparacéo
dos seus tempos de retencdo com os padrBes individuais injetados exatamente nas mesmas
condic@es. A figura 2.6 apresenta os cromatogramas obtidos para analise de uma solucéo padrao
do 4cido citrico e de um vinho branco no comprimento de onda de 212 nm. E possivel visualizar
na figura 2.6A que o pico do &cido citrico surge bem resolvido ao minuto 6,53 e que 0 mesmo
pico surge na amostra injetada com mesmo tempo de retencdo e, portanto, conseguiu-se
identificar a presenca deste composto no vinho branco (MQCB) (figura 2.6B).

A f
|\
Ny
- L)
™M
% &
et |
A [ |
|
[ 1 ‘l
[
| B
’l [
| | |
§ i) ,| {
| |
| \I | ',
\ -~ /":' "\ ," "\
S el | SN L~ =3 =R . = S
[
[ T [ T .
0 2 4 6 Tempo (min)
B l‘
Jr[[
(]
ﬁ
|
|
|
1= -
If‘"; o~
o l |“'.',I g
~ | ll' '8 =
- 'l ow |l T o
2l s | A [v2)
- o s\ N | \ ~ At
,] 4 3 L g
J \ », -~
o ,| \ s o ra N\ (¥2) <
B P M 3
PO ey LR W (. M iy~ TSRS, ...
r [ B = g
| | | |
0 > 4 6 Tempo (min)

Figura 2.6 - Cromatogramas obtidos da analise de HPLC; (A) Cromatograma obtido de uma
solucgéo padréo contento o &cido citrico com detecdo a 212 nm; (B) Cromatograma obtido da

injecdo de um vinho branco (MQCB) com detecdo a 212 nm. Volume da amostra injetado 20
pl; fluxo 1 ml/min; eluente B.
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O limite de detecdo (LD) refere-se & menor quantidade de um analito presente numa
amostra que pode ser detetado, mas ndo necessariamente quantificado enquanto o limite de
quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico corresponde a menor quantidade de um
determinado analito presente numa amostra. O limite de quantificacdo pode ser determinado
considerando trés vezes o limite de detecdo (LQ =3 x LD) (Badocco et al., 2014). Para as
antocianinas determinou-se que o limite de detecdo, ou seja, a menor concentracdo deste
presente na amostra é cerca de 0,002 g/L e, portanto, o limite de quantificacdo € de 0,006 g/L.
Os limites dos restantes analitos foram determinados de acordo o que se encontra reportado na
bibliografia (Paulo et al., 2011; Seruga et al., 2011).

2.10 Identificacdo dos compostos fenolicos pelo sistema LC-MS

As amostras foram analisadas num LC-MS Thermo Scientific ultimate 3000 UHPLC
com Waters Acquity Premier BEH e coluna C18 (2,150 mm, 1,7 mm). A fase moével foi
constituida por agua (A) e acetonitrilo (B) contendo 0.1% de &cido férmico. O gradiente
(VIV%) iniciou com 25% de acetonitrilo durante 2 minutos tendo aumentado linearmente para
90% em 5 minutos. Este foi mantido por mais 5 minutos e voltou novamente para os 25 % de
acetonitrilo em meio minuto. A sua composicdo foi mantida por mais 3,5 minutos até a corrida
seguinte. O fluxo utilizado na fase mével foi de 0,3 ml/min e o volume injetado de 10 pL. A
analise de massa foi determinada num espectrometro de massa Orbitrap Elite (Thermo
Scientific, Bremen, Germany) com uma fonte de ionizacdo Heated EletroSpray (HESI-II). A
informacdo foi obtida usando polaridade positiva e negativa. A analise por LC-MS foi realizada
em “Full scan” tendo sido a faixa de massa selecionada (m/z) compreendida entre 100,00 e
1500,00. A analise dos resultados obtidos do LC-MS foi realizada com recurso ao programa
Xcalibur 4.1 (Thermo Scientific, Bremen, Germany) e a identificacao dos diferentes compostos
nas amostras realizadas com o programa Compound Discoverer 3.3 (Thermo Scientific,

Bremen, Germany).

2.11 Determinacéo da atividade antioxidante dos vinhos do Algarve
2.11.1 Método ABTS™

A atividade antioxidante foi determinada utilizando como oxidante o radical ABTS * e
segundo o0 método descrito em Santos et al. (2014) com algumas modificagdes. A solucdo de
ABTS " foi preparada misturando 7 mM de ABTS e 140 mM de persulfato de potassio. A
solucgéo foi guardada no escuro e a temperatura ambiente para reagir durante 16 h antes de ser
utilizada. Posteriormente, o ABTS ™ foi diluido em etanol até se conseguir uma leitura de
absorvancia de 0.680 e 0.720 a 734 nm (1:20-1:50 (V/V)). Juntou-se 30 pl de amostra e 3 ml
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de ABTS* e colocou-se a solucdo a incubar a temperatura de 30 °C. Os valores de absorvancia
das amostras foram lidos a 734 nm depois de 6 minutos no escuro. Como branco foi utilizado
etanol. As leituras foram realizadas em triplicado. A percentagem de diminuicdo da absorvancia
a 734 nm (% inibicdo) foi calculada pela formula: 1=[(As-Aa)/Ag]*x100, onde I= ABST*
percentagem de inibigcdo, Ag= absorvancia do branco (t=0 min) e Aa= absorvancia da amostra
de vinho no fim da reacéo (t=6 min) (Paixdo et al., 2007).

2.11.2 Teor de fenois totais (FT)

A analise de compostos fendlicos presentes nos vinhos Algarvios foi realizada de acordo
com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (FC) descrito em Curvelo-Garcia et al.,
(1981) com algumas modificacdes. As medidas das absorvancias e as concentracdes das
solucdes padrdo de acido galico permitiram obter uma curva de calibracdo e possibilitar a
determinacdo da concentracdo de fendlicos nas amostras de vinhos algarvios. A curva de
calibracdo foi preparada a partir de 0, 1, 2, 3, 5, 8 e 10 ml de solucdo padrao de &cido galico ao
qual foi adicionado 5 ml de reagente FC (Capitulo VI Anexo I11). No que respeita aos vinhos,
foi utilizado 1 ml de amostra (adequadamente diluida), 20 ml de carbonato de sodio 20% e 5
ml do reagente FC. As absorvancias dos padrdes e das amostras foram lidas a 765 nm depois
de 2 h de reacdo a temperatura de 24 °C. As leituras foram realizadas em triplicado. Foram
obtidos resultados com elevada reprodutibilidade para os padrdes (r> > 0,9998) e as amostras.
Os valores foram determinados pela equacdo da reta de calibracdo (y=0,0099x-0,002,

r’=0,9998) e expressos em mg equivalentes de &cido galico (GAE) I (Paixdo et al., 2007).

2.12 Anélise Estatistica

Todas as medi¢bes foram realizadas em triplicado. Os resultados das medicGes sao
apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticas entre grupos de amostras
foram determinadas usando uma andlise de variancia unifactorial. As diferencas foram
consideradas significativas quando p <0,05. A andlise estatistica de todos os resultados e a
elaboracdo dos gréficos foram realizadas com recurso ao programa IMB SPSS, e Microsoft
Excel 365.
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3. Resultados e Discusséo
3.1 Caracteristicas fisico-quimicas das uvas de castas autdctones na regido do Algarve.
No sentido de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das duas castas foi feito contacto
com um produtor da Quinta da Tor em Loulé que disponibilizou a vinha para recolher as uvas
pretendidas da casta Crato Branco e de outras castas disponiveis para compara¢do. Os cachos
de uva Negra Mole foram disponibilizados por um contacto na Adega Cooperativa de Lagoa.
As andlises fisico-quimicas foram realizadas as uvas de cada casta e ao extrato alcodlico obtido
dessas mesmas uvas. Os resultados obtidos dos pardmetros fisico-quimicos encontram-se
descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Caracteristicas fisico-quimicas das uvas de castas autdctones da regido do
Algarve.

Amostra Massa (g) Diimetro Altura (mm) pH Brix Densidade do sumo
equatorial (mm) das uvas (g/cm?)
Crato Branco 239* +£12 14,6 +0,01 16,8%+ 0,05  3,63*+0,02 25,5%+ 0,05 1,1028* +0,0001
Negra Mole 29.7P+19 15,6 £0,05 16,1°+ 0,05  3,38% +0,06 353F +0,1 1,09395+ 0,0010

Os resultados correspondem a média e desvio padréo de trés repeti¢des, sendo que para cada repeti¢do se utilizou 10 bagos
escolhidos aleatoriamente de diferentes cachos de cada casta. Em cada coluna, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de
diferencas significativas com um nivel de significancia de 95% (p<0,05) (n=3).

Das castas autdctones estudadas, a casta que apresentou menor massa e menor didmetro
equatorial foi a Crato Branco sendo também a casta que apresentar menor teor em sélidos
solGveis (grau Brix). Contrariamente, a casta Negra apresenta, de forma geral, maiores
dimensGes e maior teor de solidos soltveis. Numa analise estatistica foi possivel determinar
que ndo existem diferencas significativas entre a casta Crato Branco e Negra Mole quanto a
altura e didmetro dos bagos das uvas. Contudo, existem diferencgas significativas (p < 0,05)

entre as duas castas quanto aos restantes parametros fisico-quimicos determinados.

3.2. Curva de Calibracéo

As construgdes das curvas de calibragio foram realizadas a partir de pelo menos cinco
solugdes-padrdo com diferentes concentracdes obtidas de solugcdes-mae de cada analito como
se encontra descrito no ponto 2.6. As curvas de calibragdo obtidas por HPLC para cada

composto encontram-se nos Anexo | e Il.

As equac0es das retas de calibragdo obtidas, assim como o coeficiente de determinagéo

(r?) de cada umas das retas encontram-se apresentadas na tabela 3.2. De acordo com a referida
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tabela verifica-se que os resultados obtidos apresentam pouca variagéo, uma vez que os valores

de coeficiente de determinacéo se encontram muito proximos de 1.

Tabela 3.2 - Curva de calibracdo obtidas para cada analito.

Gama de o
. Coeficientes | Tempo
] Concentragdes
Analito de de A Abs
] de padrdes de Equacdo da Reta L B
determinado ) B determinacéo | Retengdo [ (nm)
Calibracgéo )
(R?) (min)
(mg/L)
Acido citrico 500,0-1000,0 Y=583,17x-1,5983 0,999 6,38 212
Acido succinico 500,0-1000,0 Y=317,38x+1,9582 0,999 7,44 212
Acido 3,0-20,0 Y=42,485x-2,2309 0,999 4,69 212
chiquimico
) Y=23,398x+14,859 0,999
Acido gélico 2,0-30,0 3,17 280
Y=2,9335x+1,7075 0,999
Y=15,337x+5,2413 0,999
Acido vanilico 2,0-40,0 4,29 280
Y=1,7245x+1,6341 0,999
Y=28,702x-10,534 0,999
Acido cafeico 10,0-50,0 4,13 280
Y=30,865x-19,881 0,998
Y=6,2367-2,2041 0,998
Catequina 2,0-20,0 3,46 280
Y=4,944%x-2,3014 0,998
Malvidina-3-O Y=9,9605x+0,4319 0,999
a ‘;'icgé?éo' ) 5,0-9,0 4.29 520
9 Y=59517x+0,2067 0,099
trans- 0.2-2,0 Y=6,1391x+0,2223 0,998 3,70 410
resveratrol

As curvas de calibracdo para os acidos organicos foram obtidas pela dissolucdo do analito em agua ultrapura. As
curvas de calibracdo dos compostos fendlicos foram obtidas numa mistura etanol- agua 15:85 (azul) e numa
mistura 100% etanol (vermelho).
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Como ja mencionado, foram elaboradas diferentes curvas de calibracdo com diferentes
concentragdes de padrdo e, por regresséo linear, obtiveram-se as equagdes das retas no modelo
y=ax+b (tabela 3.2), que foram utilizadas para o calculo dos teores dos diferentes compostos,

(Y1)

substituindo-se a varavel “x” pela area do pico dos compostos obtidos por HPLC.

3.3 Determinacéo dos diferentes compostos nas uvas e vinhos

A identificacdo dos acidos organicos e compostos fendlicos presentes nas castas
autoctones e nos vinhos produzidos na regido foi realizada por HPLC a partir do tempo de
retencao e area obtido para o padréo de cada composto. Desta forma, conseguiu-se quantificar
nas uvas e nos vinhos acidos orgéanicos, compostos fenolicos e antocianinas em comum. A
figura 3.1 é um exemplo de perfil de &cidos organicos presentes nas uvas Negra Mole e nos

vinhos, obtidos a partir desta, identificados por HPLC.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo/minutos
—— UwaNegra Molg =-—— MQNM -—— Paxa = HEV

Figura 3.1 - Acidos organicos presentes nas uvas e nos vinhos produzidos a partir da casta
Negra Mole (HPLC). 1-acido tartarico, 2- acido malico, 3-acido lactico, 4-acido citrico, 5-
acido sucinico.

Pela observacdo da figura 3.1 verifica-se que existem acidos organicos comuns nas uvas
e nos vinhos, como € o caso do &cido tartarico (1) e malico (2). O acido lactico (3) e o0 &cido
sucinico (5) apenas se encontram presente nos vinhos pois resultam dos processos
fermentativos. Contudo o acido sucinico apenas foi detetado num dos vinhos tintos produzidos
com a casta Negra Mole, Morgado do Quintdo Tinto. Também foi identificada a presenca de

acido citrico (4) nas uvas e nos vinhos.
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( % AN
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo/minutos

Pelicula Negra Mole =——— MQNM —— Paxia =  HEBEV

Figura 3.2- Antocianinas presentes na pelicula das uvas Negra Mole e nos vinhos
produzidos a partir desta (HPLC). 1- Malvidina-3-O-glicosido.

Como mostra a figura 3.2 verifica-se que existe, pelo menos, uma antocianina (1)
presente nos vinhos roseé e tinto, assim como na pelicula das uvas da casta Negra Mole. Optou-
se por comparar a pelicula das uvas com os vinhos, uma vez que € nas peliculas que se encontra
maior parte das antocianinas. Desta forma, e como o padrdo otimizado no HPLC foi da
Malvidina-3-O-glicésido, é possivel afirmar que esta antocianina é comum nas peliculas das
uvas e nos vinhos estudados. A maior quantidade desta antocianina foi encontrada nas peliculas
das uvas da casta Negra Mole, seguidamente, no vinho Morgado do Quintdo Negra Mole (tinto),
Paxé (Tinto) e Herdade do Barranco do Vale (Rose).

3.4 Quantificacdo de acidos organicos nas uvas e vinhos algarvios

A quantificacdo de acidos organicos nas uvas e nos vinhos foi determinada a partir das
retas de calibracdo e pelas areas dos picos de cada acido obtido pela analise em HPLC das
amostras injetadas. A quantidade de &cidos organicos presentes nas uvas das castas autoctones
e estrangeiras produzidas no Algarve encontra-se descrita na tabela 3.3 e a quantidade destes
acidos presente nos vinhos algarvios encontra-se descrito na tabela 3.5. Foi ainda determinada
a quantidade de acidos organicos nas peliculas, grainhas e polpa das uvas da casta tinta Negra

Mole e Syrah. Os resultados encontram-se na tabela 3.4.
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Tabela 3.3 - Teores de acidos organicos encontrados nas uvas das castas autoctones e na casta
Syrah (média £ desvio padréo) (n=3).

Castas autdctones e estrangeiras produzidas no Algarve

Crato Branco Negra Mole Syrah
Acidos organicos (mg/kg de
matéria seca)
Acido tartarico 378,1“+ 0,8 387,9“+ 0,6 785,1° + 0,8
Acido malico 141,2+ 0,2 57,80° + 0,1 83,5" + 0,4
Acido chiquimico 0,492¢ £ 0,001 0,717% + 0,001 0,796 + 0,003
Acido citrico nd 0,0944 + 0,0002 nd

nd — abaixo do limite de detecdo. Em cada linha, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Os resultados indicam que as uvas da casta tinta Syrah apresentaram maior teor de
acidos organicos (869,9 mg/kg matéria seca), seguindo-se as uvas Crato Branco (520,1 mg/kg
matéria seca) e as uvas Negra Mole (446,7 mg/kg matéria seca). Por falta de referéncias na
literatura acerca das castas Crato Branco e Negra Mole determinou-se o teor de &cidos organicos

nas uvas Syrah produzida no Algarve para comparar a concentracao destes nas uvas.

A natureza e concentracdo de acidos organicos sdo importantes para as caracteristicas
organoléticas das uvas. O 4&cido tartarico foi o composto mais abundante nas uvas,
principalmente nas uvas tintas Syrah (785,1 + 0,8 mg/kg de matéria seca). O &cido malico foi
outro dos &cidos que se encontram em maior quantidade, estando presente de uma forma mais
acentuada na casta Crato Branco (141,2 + 0,2 mg/kg matéria seca). O acido tartarico e malico
sdo o0s acidos organicos mais abundantes nas uvas e nos vinhos, sendo que 0s seus teores se
encontram relacionados com a estabilidade quimica e biolégica dos vinhos (Curvelo-Garcia &
Barros, 2015). A sua quantidade nas uvas é geralmente utilizada para determinar a data de
colheita, uma vez que o seu comportamento durante a maturacao das uvas é diferente (Silva &
Queiroz, 2016). O acido chiquimico encontra-se em quantidades muito reduzidas nas uvas e o
acido citrico apenas foi detetado nas uvas da casta Negra Mole. Este acido é encontrado em
pequenas quantidades nas uvas maduras e desparece durante os processos fermentativos sendo

que a sua presenca nos vinhos é quase nula.
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Tabela 3.4 - Teor de acidos organicos presentes nas uvas das castas tintas Negra Mole e
Syrah (média £ desvio padrédo) (n=3).

Acidos organicos (mg/g de matéria seca)

Grainha Pelicula Polpa
Negra Mole
Acido tartarico 0,15*+ 0,02 0,08 + 0,01 0,39"+ 0,05
Acido malico 0,027* + 0,001 0,105° + 0,001 0,053%+ 0,001
Acido chiquimico nd nd nd
Acido citrico nd nd nd
Syrah
Acido tartarico 0,07*+ 0,01 0,14% + 0,01 0,09%+ 0,01
Acido malico 0,030* £ 0,001 0,05* + 0,001 0,046° + 0,005
Acido chiquimico nd 0,0008 + 0,0001 nd
Acido citrico nd nd nd

nd-abaixo do limite de dete¢do. Em cada linha, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

A tabela 3.4 mostra a quantidade média de acidos organicos presentes nas diferentes
partes das uvas tintas Negra Mole e Syrah produzidas na regido. Pela observacédo dos resultados
constata-se que o acido tartarico é o que se encontra em maior quantidade em todas as partes
das uvas estudadas. No entanto, é na grainha (0,15 + 0,02 mg/g matéria seca) e polpa (0,39 +
0,05 mg/g matéria seca) da casta Negra Mole que este acido se encontra em maioria. O acido
malico encontra-se em maiores quantidades na pelicula e na polpa das uvas de ambas as castas
tintas. Um estudo realizado para determinacdo de &cidos organicos nas uvas tintas e brancas
produzidas na regido do Douro revelam que as quantidades presentes nas diferentes partes das
uvas sdo superiores as encontradas nas uvas produzidas no Algarve. O mesmo estudo menciona
gue a maior quantidade de &cido tartarico e malico se encontra presente na polpa e nas peliculas,
e, portanto, os resultados obtidos estdo em conformidade com os reportados (Mota et al., 2018).
A quantidade de acido chiquimico é baixa como seria de esperar, assim como a quantidade de

acido citrico que nao foi detetada.
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Tabela 3.5 - Teores de &cidos organicos presentes em vinhos da regido do Algarve (média +
desvio padrdo) (n=3).

Vinhos algarvios

MQCB QP HBV MQNM Paxa
Ac. organicos
_(g/L)

Ac. tartérico 2,1°+0,8 1,7+04 6,13 + 0,1 2,4°+14 1,4+ 0,0
Ac. malico 1,8+ 0,5 1,8°+0,5 1,6 +£0,3 1,9¢+1,4 2,9"+0,2
Ac. lactico 0,02*+ 0,01 0,03*+0,01 0,03*++0,01 0,04 + 0,03 0,05 + 0,01

Ac. chiquimico  0,001* + 0,002 nd nd 0,012 + 0,001 0,013 + 0,001
Ac. citrico 0,0006* + 0,0004 nd nd 0,0007*+ 0,0004 nd
Ac. succinico nd nd nd 0,001 + 0,0002 nd

nd-abaixo do limite de dete¢do. Em cada linha, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Pela analise dos resultados descritos na tabela 3.5 verifica-se que, de forma geral, a
concentracdo de acidos organicos nos vinhos tintos da casta Negra Mole é superior aquela
encontrada nos vinhos brancos de Crato Branco sendo que o acido tartarico é aquele que se
encontra em maior quantidade. Os valores quantificados deste acido encontram-se de acordo
com valores ja publicados para vinhos tintos e brancos (0,95-6,50 g/L) (Coelho et al., 2018).
O acido lactico ndo foi detetado nas uvas, uma vez que resulta dos processos fermentativos e,
portanto, s6 se encontra nos vinhos. Nas amostras de vinhos tinto encontrou-se em maior
quantidade no vinho Pax& (0,05+ 0,01 g/L).

A concentracdo de &cido chiquimico e citrico encontra-se em quantidades relativamente
pequenas nos vinhos sendo que em alguns casos ndo se atingiu o limite de detecdo. O &cido
citrico detetado em todos os vinhos é menor que 1 g/L, encontrando-se de acordo com a
legislagdo. Este acido pode ser adicionado ao vinho para corrigir a acidez, o que exige o seu
controlo. O acido sucinico resulta da atividade metabolica das leveduras durante a fermentacéo.
Segundo De Klerk (2010), os vinhos tintos demasiado &cidos apresentam concentracfes de
acido succinico que variam entre 0,5-1,5 g/L. A concentracdo demasiado elevada deste acido
indica que ocorreu algum problema durante a fermentagdo alcoodlica e tal como o &cido citrico
deve ser um parametro a ter em atencdo. Nos vinhos estudados verifica-se que os teores de
acido sucinico sdo baixos (<0,001 g/L) levando a aceitar que ndo ocorreu nenhum problema

durante a fermentacdo dos vinhos.
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3.5 Quantificacdo de compostos fenolicos nas uvas e vinhos algarvios

Os compostos fendlicos foram determinados por HPLC num comprimento de onda de
280 nm. Estes contribuem para a qualidade organolética dos vinhos. O perfil e a composicéao
de determinados polifenois tem sido utilizados como ferramenta para certificacdo (Cosme et
al., 2021). Os resultados da quantificacdo dos compostos fendlicos nas uvas e nos vinhos
encontra-se descrito na tabela 3.6 e 3.7.

Tabela 3.6 - Teor de compostos fenolicos nas uvas das castas autoctones da regido do
Algarve (média £ desvio padrdo) (n=3).

Castas autdctones do Algarve

Uvas Crato Branco ~ Uvas Negra Mole

Compostos fendlicos (mg/g matéria seca)

Catequina 15,5+ 3,0 15,6+ 3,6
Acido vanilico nd nd
Acido galico nd nd

Acido cafeico nd 1,61 +0,01

nd - abaixo do limite de detecdo. Em cada linha, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Os compostos fenolicos encontram-se em diferentes quantidades nas uvas. Verificou-se
a presenca de catequina nas uvas das duas castas autdctones, sendo que a sua quantidade é muito
semelhante em ambas as castas. Também foi detetada a presenca de acido cafeico nas uvas da
casta Negra Mole (média de 1,61 + 0,01 mg/g matéria seca). Os restantes compostos fendlicos
ficam abaixo do limite de detecdo. O teor de catequina encontrado na uva tinta autdctone do
Algarve € superior ao encontrado nas uvas tintas produzidas na regido do Douro (0,56 - 2,50
mg/g residuo). Ja o teor de acido cafeico encontrado nas uvas tintas autdctones do Algarve
também é superior ao encontrado nas uvas tintas da regido do Douro (0,52 - 0,76 mg/g residuo)
(Tournour et al., 2015).

Em relacdo as uvas Crato Branco, o teor de catequina detetado é muito inferior ao
encontrado noutras castas brancas em Portugal, como por exemplo a casta Moscatel (59,43

mg/g matéria seca) e a casta Malvasia Fina (106,42 mg/g matéria seca) (Leal et al., 2020).

Os compostos fendlicos sdo encontrados, principalmente nas peliculas e nas grainhas,
enquanto na polpa, a concentracdo destes € muito baixa. Curiosamente, apenas foi detetada
catequina na polpa da casta Negra Mole (13,5 = 0,1 mg/g matéria seca). Podem existir mais

compostos fendlicos nas diferentes partes das uvas, mas as quantidades sdo demasiado baixas
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para serem detetadas. Importante serd mencionar que a quantidade destes compostos nas uvas
e consequentemente, nos vinhos depende da prépria casta e de fatores ambientais (Merkyté et
al., 2020).

Tabela 3.7 - Teor de compostos fenolicos presentes nos vinhos da regido do Algarve (meédia +
desvio padréo) (n=3).

Vinhos algarvios

MQCB QP HBV MQNM Paxa

Compostos
fendlicos (mg/L)

Catequina 194,01+ 0,01 328,94°+0,02  147,02+0,05 157,09°+0,01 41,52"+0,01

Ac. vanilico nd nd 2,3842 + 0,0002 nd nd
Ac. galico nd nd 40,64“+ 0,003 66,773° + 0,002 nd
Ac. cafeico 9,56* + 0,00 26,31 + 0,01 nd 39,45 + 0,01 nd

nd -abaixo do limite de detecdo. Em cada linha, o mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Pela observacgdo da tabela 3.7 é possivel verificar que a catequina se encontra presente
em todos os vinhos monocasta algarvios estudados. A catequina apresenta valores de
concentracdo médio que variam entre 41,52 e 328,9 mg/L sendo que a maior quantidade deste

composto fendlico se encontra no vinho tinto Morgado do Quintdo Negra Mole.

O acido vanilico foi detetado em concentracbes muito baixas e apenas num dos vinhos
em estudo. O &cido galico foi detetado em dois vinhos, sendo que ambos séo tintos. Um estudo
desenvolvido por Visioli et al., (2020) referente a quantidade dos diferentes compostos
fendlicos em vinhos menciona concentragcdes de 0,0 a 3,2 mg/L de acido vanilico para vinhos
tintos e de 0,1 a 1,2 mg/L para vinhos brancos. O mesmo estudo menciona valores de acido
galico de 0,0 a 126 mg/L em vinhos tintos e de 0,0 a 11 mg/L em vinhos brancos, e valores de
acido cafeico de 0,0 a 77 mg/L em tintos e de 0,0 a 7 mg/L em brancos. Comparando os valores
obtidos no estudo acima mencionado e os valores obtidos nos vinhos do Algarve verifica-se
gue se encontram de acordo, com excecao do teor de acido cafeico nos vinhos brancos algarvios
que é superior. Os compostos fenodlicos sdo muito importantes nos vinhos brancos porque se
encontram na pelicula das uvas. No entanto, estes compostos encontram-se em concentragdes

muito baixas e talvez por isso ndo tenham sido todos detetados.
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3.6 Quantificacdo de antocianinas em uvas, peliculas e vinhos do Algarve

As antocianinas sdo dos principais pigmentos responséveis pela cor nos vinhos tintos e
rosés. Estes pigmentos encontram-se localizados nas peliculas das uvas sendo que a antocianina
mais abundante nas uvas é a Malvidina-3-O-glicésido. A quantidade de antocianinas varia de
acordo com a localizagdo geogréfica, gendtipo, tipo de técnicas de cultivo aplicadas,
intensidade e tempo da maceracdo (Simonetti, 2018).

A andlise individualizada das antocianinas foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia obtido a 520 nm, utilizando como padrdo a Malvidina-3-O-glicésido por ser a
mais comum nas uvas tintas. Neste trabalho, foi determinada a quantidade deste composto
presente em peliculas e em uvas da casta tinta Negra Mole produzida na regido do Algarve. Os
resultados da quantificacdo nas uvas e nos vinhos sdo apresentados na tabela 3.8 e 3.9,
respetivamente.

Tabela 3.8 - Teor de antocianinas presente nas peliculas e no macerado de uvas inteiras da casta
Negra Mole produzidas no Algarve (média + desvio padrdo) (n=3).

Amostras Pelicula (mg/g de pelicula seca) Uvas (mg/g matéria seca)
Negra Mole 0,070* + 0,001 0,030%+ 0,005

Na linha, 0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com um nivel de significancia de 95%
(p<0,05).

Pela observacdo dos resultados expressos na tabela 3.8 verifica-se que é nas peliculas
gue se encontra maior quantidade de antocianinas. O teor de antocianinas nas peliculas da casta
Negra Mole é superior ao teor de antocianinas encontrado nas uvas (0,02-0,03 mg/g matéria),
uma vez que é nas peliculas que se concentram grande parte deste pigmento. Foram verificadas
diferencas significativas na quantidade de antocianinas nas peliculas e uvas da casta Negra
Mole (p<0,05). Para comparacdo foi determinado o teor de antocianinas nas uvas Syrah
produzidas no Algarve (0,120 + 0,001 mg/g matéria seca) e verificaram-se que estas
apresentaram maior teor de antocianinas do que as presentes na casta Negra Mole. Sabe-se,
ainda, que a quantidade de antocianinas presente nas pelicula das uvas Casteldo do Algarve
rondam os 0,06-1,1 mg/g de pelicula seca, teores ligeiramente superiores aos encontrados nas
peliculas das uvas Negra Mole do Algarve (Galego & Da Silva, 2020). Tal facto é esperado
uma vez que as castas Syrah e Casteldo apresentam bagos completamente escuros e a casta

Negra Mole apresenta bagos com diferentes coloragdes.

42



Tabela 3.9 - Teor de antocianinas presente em diferentes vinhos do Algarve monocasta tinta
Negra Mole (média + desvio padrao) (n=3).

Amostras Tipo de Vinho Antocianinas (mg/L)
HBV Vinho tranquilo (Rosé) 110,5*+ 0,1
MQNM Vinho tranquilo (Tinto) 420,6° +0,1
Paxa Vinho tranquilo (Tinto) 277,1"+0,3

Na mesma coluna, o mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com um nivel de significancia de
95% (p<0,05).

O teor de antocianinas, expresso em Malvidina-3-O-glicdsido, no vinho rose feito com
a casta Negra Mole do Algarve é inferior ao encontrado em vinhos tintos preparados com a
mesma casta (tabela 3.9). O teor de antocianinas presentes no vinho rosé HBV ¢ inferior ao
encontrado nos outros dois vinhos tinto. N&o existem dados sobre as antocianinas presentes em
vinhos roses e tintos reportados para a casta Negra Mole do Algarve. No entanto, segundo um
estudo realizado por Galego & Da Silva (2020) o teor de antocianinas presentes em vinhos rosé
preparados com a casta Casteldo do Algarve variou entre 1,4 - 12,7 mg/L, valor inferior ao
detetado no vinho rosé Negra Mole (média de 110 mg/L). Como ja mencionado, os teores de
antocianinas nas uvas e nos vinhos sdo altamente variaveis dependendo de diversos fatores
incluindo a casta, estado de maturacdo e a propria tecnologia de producdo. Para além disto, os
vinhos rosé podem ser preparados com diferentes procedimentos. Podem ter tempos de
maceracdo de 1 ou mais horas, ou podem ser macerados em minutos, podem também ser

preparados por mistura.

3.7 Quantificagédo do resveratrol

Nas uvas, a sintese primaria de resveratrol da-se nas peliculas sendo que a concentracao
deste composto é baixa ou quase inexistente na polpa. A diferenca na quantidade de resveratrol
nos vinhos resulta do processo fermentativo. Na vinificagcdo dos vinhos tintos, a pelicula esta
em contacto com o mosto existindo maior concentracdo de resveratrol em vinhos tintos
(Gerogiannaki-Christopoulou et al., 2006). Na tabela 3.10 encontram-se os resultados obtidos
para a quantificacdo de resveratrol nas peliculas, grainhas e polpa da casta Negra Mole e nos

vinhos tintos e brancos algarvios.
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Tabela 3.10 - Teor de resveratrol encontrado em diferentes partes das uvas da casta autéctone
Negra Mole e em vinhos algarvios (média + desvio padrdo) (n=3).

Produto Unidade Trans-
Resveratrol
Pelicula Negra Mole Hg/g extrato seco 3,54+0,01
Grainha Negra Mole Hg/g extrato seco 1,69+ 0,01
Polpa Negra Mole Hg/g extrato seco 0,76 £ 0,01
Vinho Tinto Herdade Barranco do Vale 2019 mg/L 5,801 + 0,004
Vinho Tinto Morgado do Quintdo Negra Mole 2020 mg/L 4,409 + 0,001
Vinho Tinto Paxa Negra Mole 2019 mg/L 5,389 = 0,004
Vinho Branco Morgado do Quintdo Crato Branco 2018 mg/L 6,97 £ 0,01
Vinho Branco Quinta da Penina 2021 mg/L 9,94 +0,01

Os teores de resveratrol encontrados nas peliculas das uvas da casta Negra Mole sdo
inferiores aos encontrados nas peliculas de outras castas produzidas no Algarve, como por
exemplo na casta Syrah e Casteldo (8,6 pg/g de casca seca e 19,8 pg/g de casca seca,

respetivamente) (Galego & Da Silva, 2020).

De acordo com os valores reportados em Paulo et al., (2011), a quantidade de trans-
resveratrol encontrado nos vinhos tintos portugueses varia de 0,05 — 10,9 mg/L e portanto 0s
valores obtidos para os vinhos tintos do Algarve encontram-se de acordo com 0 que ja se
encontra publicado. No caso dos vinhos estudados é o Quinta da Penina que apresenta o teor
mais elevado em resveratrol, sendo que seria de esperar maiores teores de resveratrol nos vinhos
tintos. De forma geral, a quantidade de resveratrol € superior nos vinhos tintos, mas as
concentracdes podem variar de acordo com a origem e tipo de uvas, processo de vinificacdo e
até infecdo flngica das vinhas (Concenco et al., 2019). E possivel que existam menos infecoes
fangicas no Algarve por ter pouca humidade e muitas horas de sol. Estudos realizados em 4
vinhos tintos do Algarve indicaram teores em trans-resveratrol variando entre 0,13 e 6,1 mg/L
e, portanto, os resultados encontram-se de acordo com 0s teores ja encontrados em vinhos

algarvios (Galego, 2015).
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3.8 Diferencas entre compostos das duas castas algarvias por LC-MS

A técnica de HPLC permitiu quantificar os principais compostos presentes nas uvas e
nos vinhos. Com o intuito de conhecer mais compostos presentes nas uvas autoctones da regido
do Algarve, que ndo foram possiveis quantificar por HPLC, foram realizadas analises por LC-
MS. As amostras foram analisadas em modo de ionizag&o positiva e negativa, e 0S compostos
identificados a partir dos dados do compound discoverer encontram-se nas tabelas 3.11 e 3.12.

Os compostos identificados pela mzCloud apresentam uma semelhanca igual ou superior a 85%.

Tabela 3.11 - Compostos identificados na casta Negra Mole pelo LC-MS

Tempo de Nome Formula m/z (+/-) mzCloud
retencdo | “match”
0.887 Acido Treonico (L-Threonic acid) C4HgOs 135.03071 (-) 94.9
1.056 Acido Furéico (2-Furoic acid) CsH 403 | 111.00925 (-) 94.1
1.072 Acido Gluconico (Galactonic acid) | CeH1207 | 195.05130 (-) 99.6
7.909 Triptofano (Tryptophan) CuH12N20; | 203.08373 (-) 99.5
11.092 Isoquercetina (Quercetin-3p-D- C21H20012 | 463.08947 (-) 88.6

glucoside)
30.137 Acido Ursolico (Ursolic acid) CaoHsg03 | 455.35461 (-) 90.5
14.030 Astilbin C21H22011 | 449.11002 (-) 87.5
10.927 | Acido Isoferulico (Isoferulic acid) | CioH1004 | 177.05368 (+) 99.5
11.455 Cianidina (Kuromanin) C21H20011 | 449.10457 (+) 95.6
31.954 Acido Oleico (Oleic acid) C18H3402 | 283.26190 (+) 92,5

Pela observacdo da tabela 3.11 é possivel verificar que foram varios os compostos
identificados pelo modo de ionizacdo negativo. O primeiro composto identificado foi o &cido
treonico, um metabolito do &cido ascorbico (vitamina C) utilizado pelas plantas contra o stress
oxidativo resultante das altas/baixas temperaturas ou ataques de patdgenos das videiras
(Dalicuba et al., 2021). Foi identificado &cido gluconico, um derivado da glicose, associado a
espécie da Botrytis cinerea (Fardelone et al., 2021). A presenca deste composto pode indicar
que as uvas Negra Mole tinham sofrido contaminacdo com este patdgeno e consequentemente
afetar as caracteristicas organoléticas do vinho com elas produzidas. De entre 0s compostos
presentes nas uvas Negra Mole foi identificada a isoquercetina, um flavonoide importante no
desenvolvimento da coloragdo do vinho, uma vez que atua como co-pigmento das antocianinas
(Gramza-Michatowska et al., 2019). Também foi identificada nas uvas Negra Mole uma

antocianina, a cianidina.
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Tabela 3.12 - Compostos identificados na casta Crato Branco por LC-MS

Tempo de Nome Formula m/z (+/-) mzCloud
retencdo “match”
0.849 Glutamina (D-(-)-Glutamine) CsH10N2O3 | 145.06261 (-) 98.7
0.889 Acido Glutdmico (L-Glutamic | CsHoNOs | 146.04695 (-) 94.4

acid)
14.184 Isoquercetina (Quercetin-3p — C21H20012 | 463.09005 (-) 98.8
D-glucoside)
13.921 Rutina (Rutin) Co7H30010 | 611.15894 (+) 99.7
14.510 Reynoutrina (Reynoutrin) CooH18011 | 435.09000 (+) 98.0
15.576 Kaempferol Ci1sH100s | 287.05352 (+) 96.0

Também pela técnica de LC-MS foi possivel identificar os compostos presentes nas
uvas Crato Branco. Segundo a tabela 3.12 verifica-se a presenca de Kaempferol, um flavondide
que varia da cor branca ao amarelo contribuindo diretamente para a cor e o poder antioxidante
nos vinhos brancos (Castillo-Murioz et al., 2010). Ainda outro composto detetado e importante
pelo seu contributo para a satde foi a rutina que apresenta elevado poder antioxidante e ajuda

no combate a células cancerigenas (Damin et al., 2019).

De forma geral, os principais &cidos organicos e compostos fendlicos encontram-se
presentes em ambas as castas algarvias em quantidades muito semelhantes, a exce¢do do &cido
malico que se encontra duas vezes mais na casta Crato Branco do que na casta Negra Mole
(tabela 3.3). Pelas andlises realizadas por LC-MS descritas nas tabelas 3.11 e 3.12 verifica-se
gue, na maioria, 0s compostos identificados na casta Negra Mole ndo sdo 0s mesmos
identificados na casta Crato Branco. A isoquercetina é um composto comum as duas castas.
Contudo, existem compostos que apenas serdo encontrados na casta Negra Mole como €é o caso

da cianidina.

46



3.9 Identificacdo de acidos organicos e compostos fenolicos nos vinhos por LC-MS

A andlise das diferentes amostras de vinho foi preparada de forma a obter o maximo de
informacdo possivel. Cada amostra foi analisada, em modo de ionizag&o positivo e negativo. A
técnica de LC-MS permitiu identificar outros compostos presentes no vinho e confirmar a

presenca dos acidos organicos e compostos fenolicos identificados por HPLC.

A presenca do acido malico no vinho QP e do 4cido tartarico no Vinho MQNM foram
dois dos acidos confirmados por LC-MS. Também a presenca do &cido sucinico e do composto
fenolico, catequina, no vinho tinto MQNM foi confirmado pela técnica de LC-MS (modo
negativo) (figura 3.3). Para além da confirmacdo destes, foi possivel identificar outros
compostos presentes nos vinhos algarvios, como por exemplo o acido salicilico (figura 3.4), a
quercetina, ambos com propriedades antioxidantes, e o acido gentisico (acido benzdico)
utilizado como conservante alimentar. Foi identificado o acido ferdlico e o &cido fumarico,
geralmente utilizado para inibir a fermentacdo malolactica ou evitar a transformacéo do acido
malico e manter a frescura do vinho em zonas quentes e o &cido cumarico, um dos &cidos
cindmicos mais importantes (DuBois et al., 2021). Como ja mencionado a identificacao teve
como base o0s tracos de LC-MS, os padrbes de fragmentacdo, sendo atribuidos sinais m/z aos

diferentes compostos segundo o peso molecular (MW) dos fragmentos obtidos (tabela 3.13).

Tabela 3.13 - Caracteriza¢do dos compostos fenélicos encontrados nos vinhos por LC-MS em
modo negativo, nomeadamente, tempo de retencdo (Rt), peso molecular (MW) e padrdo de
fragmentacédo (m/z).

N° Rt (min) Compostos MW Maior fragmento (m/z)
1 1.005 Acido fumérico 132 71 (100)

2 13.92 Acido salicilico 138 90, 93, 126

3 5.945 Acido gentisico 154 109 (100)

4 12.552 Acido cumérico 164 119 (100)

5 10.607 Acido fertlico 194 134, 165, 178

6 17.800 Quercetina 302 151, 179, 193, 229

Negrito corresponde ao pico base (100%)
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Figura 3.3 — Espetro de massa para o vinho MQNM (m/z 0-300) e respetivos fragmentos para

identificacdo da catequina obtido por LC-MS (modo negativo).
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Figura 3.4— Espectro de massa para o vinho MQNM (m/z 50-150) e respetivos fragmentos para

identificacdo do acido salicilico obtidos por LC-MS (modo negativo).
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Figura 3.5 - Espectro de massa para o vinho MQNM (m/z 0-300) e respetivos fragmentos para

identificacdo da Quercetina obtido por LC-MS (modo negativo).
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3.10 Caracterizacao do perfil de antocianinas da Casta Negra Mole por LC-MS

O perfil das antocianinas das peliculas de uva da casta Negra Mole, vinhos tintos e rosé
do Algarve desta mesma casta foi estudado por HPLC com detecdo a 520 nm. As antocianinas
mais abundantes nas peliculas e nos vinhos séo a malvidina-3-O-glicosido. A analise posterior
por LC-MS (modo positivo) permitiu confirmar a identificagdo das antocianinas mais
abundantes. Com base nos tracos de LC-MS e nos padrdes de fragmentacédo, foram verificados
sinais m/z = 493, 535 e 639 que correspondem a malvidina-3-O-glicésido, malvidina-3-O-

acetilglicosido e malvidina-3-O-coumaroilglicosido, respetivamente (Tabela 3.14).

Tabela 3.14 - 130 tipico e padrao de fragmentacédo das diferentes antocianinas identificadas nas
peliculas das uvas Negra Mole e nos vinhos produzidos com esta casta.

N° Antocianina M* Fragmento e abundancia (%)
1 Malvidina-3-O-glicésido 493 MS?[493]: 331 (100)
2 Malvidina-3-O-acetilglicésido 535 MS?[535]: 331 (100)
3 Malvidina-3-O-coumaroilglicésido 639 MS?[639]: 331 (100)

Como ja mencionado a natureza das antocianinas detetadas por HPLC foram
confirmadas por espectrometria de massa (LC-MS). A Figuras 3.6 corresponde aos espetros de

massa obtido por LC-MS para identificar antocianinas nas uvas e nos vinhos Negra Mole.
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3.11 Determinagéo da Atividade antioxidante dos vinhos algarvios

A atividade antioxidante foi determinada nos cinco vinhos do Algarve através de duas
reacOes especificas que permitem testar a capacidade antioxidante, nomeadamente, método
ABTS e 0 método dos fenois totais. Os resultados encontram-se expressos na tabela 3.15.

Tabela 3.15 - Propriedades antioxidantes dos vinhos algarvios analisados e as respetivas
castas autoctones (média * desvio padrao) (n=3).

Amostras Vinho Casta %ABTS (inibicao) FT (mg/L)°
HBV (Rosé) Negra Mole 68,57+ 0,03 44871“ £ 0,001
Paxa (Tinto) Negra Mole 69,59“ £ 0,01 48500“ £ 0,001

MQNM (Tinto)? Negra Mole 78,91 £ 0,01 72596° + 0,001

MQCB (Branco) Crato Branco 29,607 + 0,01 23028 + 0,002

QP (Branco) Crato Branco 57,05° + 0,01 34550 0,003

Na mesma coluna, o0 mesmo simbolo significa a ndo existéncia de diferencas significativas com um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

@ amostras diluidas 1:5
byvalores expressos em mg equivalentes de 4cido galico (GAE) I

Segundo os resultados apresentados na tabela 3.15 verifica-se que o poder antioxidante
varia consoante o método aplicado. De forma geral, 0s vinhos rosé e tinto apresentam maiores
quantidades de fendis totais que corresponde a maior poder antioxidante. O vinho tinto
Morgado do Quintdo foi o que apresentou maior quantidade de fendis totais (72596 + 0,001
mg/L). A concentracdo de fendis totais presentes nos vinhos apresentou diferencas
significativas (p <0,05). O teor de fenois totais em vinhos algarvios produzidos com a casta
Negra Mole € superior ao encontrado nos vinhos da regido da Madeira produzidos com a casta
Tinta Negra (1827 mg/L). O vinho rosé produzido a partir da casta Negra Mole do Algarve
também apresenta maior teor de fendis totais que os vinhos rose produzidos com a casta Tinta
Negra da Madeira (665 mg/L) (Paix&o et al., 2007).

Pelo método ABTS ¢ possivel verificar que sdo os vinhos tintos que apresentam maior
percentagem de inibicdo (média de 73,92%) seguindo-se o vinho rose (68,57%) e 0s vinhos
brancos algarvios (média 43,34%). Verificaram-se diferencas significativas entre o vinho tinto
MQT e os vinhos tintos P (p <0,05). Também se verificaram diferencas significativas entre os
dois tipos de vinho branco sendo que é o Vinho branco Quinta da Penina que apresenta maior
poder antioxidante. A percentagem de inibicdo determinada para vinhos rosé produzidos com
a casta Negra Mole do Algarve € superior ao encontrado no vinho rosé da Madeira produzido

com a casta Tinta Negra (57% ABTS) (Paixéo et al., 2007).
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4. Concluséo

A realizacdo deste trabalho permitiu otimizar e validar métodos analiticos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detetor UV-Vis, com modo de eluicdo isocratico, para
determinacdo de acidos organicos e compostos fendlicos em vinhos e uvas de duas castas
algarvias, Negra Mole e Crato Branco. Com a alteracdo da fase movel e comprimento de onda
foi possivel otimizar e adaptar métodos, ja usados em sistemas onde é possivel usar gradientes
com varios eluentes em simultaneo, ao contrario do que acontece nos sistemas isocraticos, onde
apenas é possivel usar um unico eluente. Em paralelo, foi utilizado o LC-MS para identificacdo

de diferentes compostos presentes nas uvas e nos vinhos.

Na casta Negra Mole verificou-se que a quantidade de acido tartarico, chiquimico e
citrico € mais elevada gque na casta branca Crato Branco. Contudo € a casta branca que apresenta
maior quantidade de &cido malico. Também se constatou que é na polpa da uva Negra Mole
que se encontra maior quantidade de &cido tartarico e na pelicula que se encontra maior
guantidade de acido malico. O &cido tartarico e malico sdo os acidos organicos mais abundantes
nas uvas sendo utilizados muitas vezes para determinar a data de colheita, uma vez que o seu
comportamento oscila durante a maturacao das uvas. Relativamente a composic¢do fenolica das
uvas das castas autdctones foi determinado que é a catequina que mais predomina nas uvas
sendo que também foi detetado e quantificado o &cido cafeico presenta nas uvas Negra Mole.
A maior quantidade de resveratrol foi, curiosamente, verificada na pelicula das uvas Negra
Mole. Nos vinhos algarvios verificou-se a presenca de &cido tartarico, malico e lactico. Também
foi determinado &cido chiquimico e citrico em alguns dos vinhos, mas em concentraces
relativamente baixas. A catequina foi o Unico composto fendlico quantificado em todos os
vinhos estudados. Foi o vinho Morgado do Quintdo Negra Mole que apresentou maior teor de
antocianinas e o vinho branco Quinta da Penina que apresentou maior teor de resveratrol. Pelo
método de LC-MS foi possivel identificar as antocianinas predominantes na casta autoctone
Negra Mole e verificou-se que prevalecem a Malvidina-3-O-glicésido, Malvidina-3-O-

acetilglicésido e Malvidina-3-O-coumaroilglicésido.

Ainda pela técnica de LC-MS foi possivel identificar a presenca de acido fumarico,

gentisico, cumarico, ferdlico, salicilico e Quercetina nos vinhos algarvios.

O maior poder antioxidante foi verificado nos vinhos tintos, nomeadamente, no vinho

Morgado do Quintdo Negra Mole, que apresentava igualmente maior teor em polifenois totais.
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6. Anexos
Anexo | — Curvas de calibracdo obtidas por HPLC para cada analito estudado preparado a partir

de uma solucdo-maée hidroalcoolica a 15%, com respetiva equacao da reta.
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Anexo I1- Curvas de calibragéo obtidas por HPLC para cada analito estudado preparado a partir

de uma solucdo-mae hidroalcéolica a 100%, com respetiva equacao da reta.
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Anexo I11- Reta de calibracdo obtida para determinacdo dos fendis totais
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The Algarve wine region is in the southernmost of Portugal and it is characterized by climatic conditions, namely the Atlantic
Ocean maritime influence, the presence of mountains in the north and the approximately 3000 hours of sunshine per year.
However, the most important factor in the identity and character of Algarve wines is the diversity of its viticulturally heritage.
The identity of Algarve wines is the native grape varieties, the red grape variety “Negra Mole” and the white grape variety
“Crato Branco” or “Siria”. The “Negra Mole” was the basis for the famous clarete and palhete Algarve wines?. This variety has
a peculiarity of containing red, white and rose berries in the same grapes bunch. If a gently pressed is used a fresh white wine
can be obtained. An intense press originates a fruity and fresh light rose wine. When macerated for a long time, light red
wines are found. “Crato Branco”, is a white native grape variety that produces fruity wines with citrus aromas. Most of the
wines produced by this variety are fortified and originate unique wines in Portugal. According to some authors, the quality of
a wine is directly related to the chemical composition of the grapes. Grapes are considered one of the largest sources of
phenolic compounds compared to other fruits and vegetables. Different grape varieties result in different organoleptic and
sensory characteristics (flavour and colour). The presence of certain organic acids in the grapes also affects the organoleptic
characteristics of the wines. The main objective of the present work was to study the organic acids and phenolic compounds
in these two autoctone grape varieties.
Tartaric, malic, lactic, gallic, vinylic, caffeic, shikimic and citric acids, catechin anthocyanins and resveratrol were analysing
using reverse-phase high efficiency liquid chromatography at different wavelengths23.
“Negra Mole” variety having the highest concentrations of tartaric acid (387.9 + 0.6 mg/kg dry weight) and “Crato Branco”
the highest content of malic acid (141.2 + 0.2 mg/kg dry weight). The amounts of shikimic acid and citric acid detected in the
two native grape varieties were very low. The highest amount of resveratrol (3.54 + 0.01 pg/g dry weight) and anthocyanins
as expected, was also found in “Negra Mole” grapes skin (0.07 + 0.01 mg/g dry weight). In general, the red grape variety
“Negra Mole” has a higher content of phenolic acids and the “Crato Branco” grape variety has a higher content of organic
acids. In the Algarve wines studied, it was found that the red wines obtained from the “Negra Mole” grape variety presented
a higher quantity of tartaric acid (6.13+ 0.03 g/L) as found in grapes from the same variety, figure 1.

1

Figure: 1 - “Negra Mole” chromatogram grape (blue) and wine (red). 1 — tartaric acid, 2 — malic acid, 3- lactic acid e 4 — citric acid

The amount of malic acid in the analysed red and white Algarve wines were very similar. As observed in the grapes, the
concentrations of shikimic and citric acid in the wines were not detected or were detected in very low concentrations, almost
inexistent. Anthocyanins were only quantified in rose and red wines produced from the “Negra Mole” grape variety and their
concentration was higher in red wines (420.56+0.01 mg/L). In rose wines, the anthocyanins content can vary from 1 to 13
mg/L depending on the production technology used. Curiously, the highest amount of resveratrol was not detected in the
red and rose wines as it happens with the grapes but in the white wines produced from the white “Crato Branco” variety
(9.94+0.01 mg/l).
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Phenolic compounds play an important role in the quality of wine, particularly on colour and astringency.* A phenolic
compound more detailed study is necessary to improve the knowledge of these grape varieties and the wines produced by
them.

Acknowledgements: We would like to thank “Quinta da Tor” the grape and wine samples.
Funding: This work was financially supported by European Structural and Investment Funds (FEEI) - Feder, within the scope of the project
SAICT-ALG/39590/2018.

References
1-  J. Maganita. Historia Viticola do Algarve (3).
2-  A.Robles, M. Fabjanowicz, T. Chmiel, J. Plotka-Wasylka. TrAC Trens in Analytical Chemistry. 120 (2019), 115630.
3- K. Taseo, M. Stefova, V. Ivanova-Petropulos, Maced. J. Chem. Chem. Eng. 35 (2) (2016) 225-233.
4- A Victoria, O.A. Antoce, |. Geana, Ovidius Uni Annals of Chem. 25 (1), (2014) 47-52.

Publicagéo selecionada para Comunicagdo em Painel e publicada no livro de resumos do(a)
XVI1 Encontro de Quimica dos Alimentos, XVIEQA.

Publicacio :: Aceite

Caro(a)/Dear Ludovina Rodrigues Galego,

Temos o prazer de informar que a sua publicagio foi selecionada para Comunicagcio em Painel e serd publicada no livro de resumos do(a) XVI

Encontro de Quimica dos Alimentos, XVIEQA.

Participante: Ludovina Rodrigues Galego

Titulo da Publicacdo: Contribution to the chemical characterization of Algarve grapes and wines natives’ varieties “Negra Mole™ and “Crato Branco™
Tipo de apresentacdo: Comunicacio em Painel

Mais informagdes sobre a apresentacdo serde disponibilizadas no devido tempo. Esteja atento ao seu e-mail € as atualizagdes na pagina do encontro.
Caso necessite de alguma informagio adicional contacte por faver a comissio organizadora.

Com os melhores comprimentos’ Best regards,

Oflia Anjos

ofelia@ipch.pt

66



