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Resumo

A principal preocupacédo dos produtores de vinho é a qualidade do vinho que chega ao
consumidor, que depende da cor, transparéncia e propriedades organoléticas. No
armazenamento do vinho engarrafado, estes parametros podem sofrer alguma alteracéo
inesperada e indesejavel, como o aparecimento de precipitados ou turvacdo que
consequentemente podem conduzir a rejeicao do produto pelos consumidores.

Um dos defeitos mais comuns do vinho comercial é a turvagdo nos vinhos, devido a
instabilidade proteica, tal como o aparecimento de precipitados e depdsitos no fundo da garrafa
causados pela instabilidade tartarica e corante.

Desta forma, os testes para avaliar a estabilidade de um vinho especifico sdo muito
importantes na pratica industrial do quotidiano, para avaliar se um vinho pode-se tornar instavel
durante o armazenamento e determinar as quantidades necessarias de clarificante/estabilizante
a aplicar a cada vinho, de forma a evitar essas instabilidades. Visto que industrialmente é
necessério obter resultados rpidos, tém sido amplamente estudados novos métodos que
permitam obter resultados fidedignos para esta determina¢cdo num curto espaco de tempo.

Neste trabalho foi realizado o estudo e implementacdo de metodologias de analise de
estabilidade proteica, tartarica e corante dos vinhos que permitissem a Casa Relvas, obter
autonomia nesta avaliagdo e reduzir os custos inerentes a subcontratagdo destes servigos.

Os resultados obtidos demonstraram que o método térmico em banho-maria a 80 °C com
adicéo de tanino foi o que melhor se adequou para avaliar a estabilidade proteica.

Para avaliar a estabilidade tartarica no vinho, o método de mini-contacto permitiu uma analise
quantitativa ao contrario dos outros métodos estudados fornecendo melhores resultados.

Na avaliacao da estabilidade corante foi implementado o método de permanéncia no frio uma
vez que a melhor forma para avaliar a estabilidade de um vinho, passa por induzir essa
instabilidade de forma semelhante ao que acontece espontaneamente no vinho.

Palavras-Chave: Vinho, Estabilidade, Proteica, Tartarica, Corante, Qualidade
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Abstract

The main concern of wine producers is the quality of the wine that reaches the consumer,
which depends on color, transparency and organoleptic properties. In storage of bottled wine,
these parameters may undergo some unexpected and undesirable changes, such as the
appearance of precipitates or turbidity which may consequently lead to rejection of the product by
consumers.

One of the most common defects of commercial wine is turbidity in wines, due to protein
instability, as well as the appearance of precipitates and deposits in the bottom of the bottle
caused by tartaric instability and dye.

In this way, tests to assess the stability of a specific wine are very important in everyday
industrial practice to evaluate whether a wine can become unstable during storage and to
determine the necessary amounts of clarifier / stabilizer to be applied to each wine, in order to
avoid these instabilities. Since rapid results are industrially required, new methods have been
extensively studied to allow reliable results to be obtained for this determination in a short period
of time.

In this work the methodologies for the analysis of protein, tartaric and color stability of the
wines that allowed the Casa Relvas obtaining autonomy in this evaluation and reducing the costs
inherent to the subcontracting of these services were studied.

The results obtained demonstrated that the thermal method in water bath at 80 °C with addition
of tannin was the one that was best adapted to evaluate the protein stability.

To assess the tartaric stability in the wine, the mini-contact method allowed a quantitative
analysis unlike the other methods studied, providing better results.

In the evaluation of dye stability the cold stay method was implemented since the best way to
evaluate the stability of a wine is to induce this instability in a similar way to what happens

spontaneously.

Keywords: Wine, Stability, Protein, Tartaric, Color, Quality
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Capitulo |

1.1. A empresa “Casa Relvas”

A Casa Agricola Alexandre Relvas, recentemente denominada Casa Relvas, € uma empresa
familiar iniciada por Alexandre Relvas em 1997 no concelho de Evora e que conta ja com a
dedicacéo de duas geracdes (Wines of Portugal, s.d).

A empresa tem atualmente algumas das vinhas em duas herdades: a Herdade de S&o Miguel
e a Herdade da Pimenta.

A Herdade de Sdo Miguel, adquirida em 1997 por Alexandre Relvas, esta localizada no
concelho de Redondo e possui no total 175 ha, dos quais 35 ha sdo de vinha plantada em solos
franco-argilosos derivados de xisto. A restante area desta herdade é composta pelos sobreiros
(Quercus suber), uma das arvores tipicas do Alentejo, bem como é utilizada na criagao e
preservacdo de espécies autdctones portuguesas em vias de extingéo, tais como o “burro de
Mirandela” e o “garrano do Gerés” (Casa Relvas, s.d a).

A Herdade de Pimenta, localizada em S&o Miguel, concelho de Evora, foi adquirida em 2011
e possui 170 ha de area total, sendo que 65 ha encontram-se ocupados por vinha cujos solos
sd0 maioritariamente argilo-arenosos de origem granitica com afloramentos de granito. Na
restante area, a Casa Relvas dedica-se a criacdo de ovelhas Merino Branco e Cavalos de
Desporto (Casa Relvas, s.d b).

Revestida de cortica, a adega da Herdade da Pimenta (Figura 1.), construida em 2009 foi
projetada para producdo de vinho em larga escala estando preparada para transformar

anualmente cerca de 2,5 milhdes de quilos de uva (Casa Relvas, s.d c).

Figura 1.1: Edificio da Casa Relvas
(http://wvww.winesofportugal.info/pagina.php?codNode=132991)

Atualmente a empresa gere cerca de 350 hectares de vinha e produz 6 milhées de garrafas
por ano, 70% das quais sdo exportadas para mais de 30 paises como a Bélgica, Japao e Brasil.
Os vinhos produzidos pela Casa Relvas s@o concebidos a partir de uva maturada e colhida na

regido alentejana, proveniente de castas tradicionais do Alentejo, e por isso a sua gama de



vinhos integra a categoria de Vinho Regional Alentejano. S8o exemplo algumas das castas
utilizadas na producdo de uva, as castas brancas Antdo Vaz e Arinto e castas tintas como
Touringa Nacional, Syrah, Trincadeira, Aragonez, Alfrocheiro, entre outras (Casa Relvas, s.d d).

Hoje em dia, na Casa Relvas sdo produzidos os mais diferentes tipos de vinho, o vinho
branco, vinho rosado, vinho tinto e ainda o vinho branco num tom laranja que se caracteriza pelo
facto de a semelhanca do vinho tinto, o desengace ser parcial, realizando-se a maceracao e
fermentacao alcodlica junto com as peliculas o que da esta cloracdo alaranjada (Casa Relvas,
s.de).

Alargando os seus horizontes, a Casa Relvas converteu ainda cerca de 10 ha das vinhas da
Herdade de Sao Miguel para o modo de Producao Biolégico, produzindo assim vinho biolégico
proveniente das suas castas bem como se dedica ainda a producéo de vinho de talha.

A Casa Relvas da assim a conhecer uma vasta gama de vinhos de elevada qualidade tais
como: Herdade de Séao Miguel, Herdade da Pimenta, Ciconia, Montinho Sao Miguel, Art.Terra,
Monte dos Amigos, Sdo Miguel dos Descobridores, Atlantico, Aya, Sdo Miguel das Missdes,
Segredos de Sao Miguel e Special Edition, vinhos estes que ao longo dos anos tém vindo
conquistar inimeras medalhas de ouro em concursos internacionais e tém recebido as mais
elevadas pontuagbes da imprensa especializada como a Decanter, Wine Spectator, Wine
Enthusiast e Wine and Spirits (Wines of Portugal, s.d).

E de salientar ainda que devido ao aumento da procura turistica neste sector e de forma a
dar a conhecer aos consumidores toda esta arte que € a producéo de vinho, a Casa Relvas tem
recentemente desenvolvido um programa de Enoturismo que permite que o consumidor fique a
par de todo o processo de producéo do vinho, desde a vinha, processo de vinificagdo, passando

pelo laboratdrio até ao engarrafamento e expedi¢do do produto.



1.2.0 vinho: constituicao e processo produtivo

Segundo a Organizacéo internacional da vinha e do vinho (O1V), o vinho é a bebida resultante
exclusivamente da fermentacédo alcodlica completa de uvas frescas, esmagadas ou nao, ou de
mosto de uvas sendo que o seu teor alcodlico real ndo deve ser inferior a 8,5% vol. (OIV Code
Sheet — Issue 2015/01)

Estudos recentes tém demonstrado que o consumo moderado de vinho tinto pode ser
benéfico para a salde, ajudando a reduzir o risco de doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, alguns tipos de cancro, distirbios metabdlicos, e também pode estimular
uma resposta imune contra inflamacdes. Estes efeitos devem-se ao facto de, contrariamente a
outras bebidas alcodlicas, o vinho conter polifendis, como antocianinas, flavonois e resveratrol,
provenientes principalmente de sementes de uvas vermelhas e peles que tém um impacto
positivo na saude, gracas ao seu efeito antioxidante (Vecchio et al., 2017).

Para além destes componentes, o vinho contém ainda varios componentes quimicos
diferentes que influenciam as propriedades sensoriais do produto final em diferentes graus. A
quantidade e a composicdo de muitos desses componentes podem ser conscientemente
modificadas ao longo do processo de vinificacdo, através da escolha do método de producao
(Jones et al., 2008).

A sua composi¢do quimica inclui diversos componentes representados na Tabela 1.1:

Tabela 1.1: Principais componentes quimicos do vinho (Valsechi, 2008)

Componente Sub-Componente

Agua
(85-90 %)

Etanol (72-120 g/L)
Alcbois Glicerol (5-10 g/L)
(7-24 %) Outros: Metanol, Isopropil, etc

Provenientes da uva
Tartarico (50-90 %)
Malico (10-40 %)
Citrico (0-5 %)

Provenientes da fermentacéo
Succinico

Latico

Acético

Butirico

Férmico

Propionico

Carbénico (+ 0,5 g/L nos espumantes)

Acidos
(1-8 % - Total de 5-7 g/L)




Tabela 1.1: Principais componentes quimicos do vinho (Valsechi, 2008) (continuag&o).

Componente

Sub-Componente

AcUcares
(0-15 %)

Glucose (7-15 % na uva)
Frutose (7-15 % na uva)
Outros: Xilose e Arabinose

Substancias fendlicas
(Brancos: <350 mg/L
Tintos: < 3000 mg/L)

Taninos

Antocianinas

Flavonas

Outros: fenois acidos, etc

Outras substancias

Aldeidos: Acetaldeido

Esteres: provenientes dos acidos acético, tartarico e
malico

Vitaminas: A, C, B1, B2, B6, Biotina, Niacina, Inositol e
Acido pantoténico

Amino4cidos: Alanina, Arginina, Glicina, Histidina,
Leucina, Isoleucina, Prolina, Metionina, Lisina, Serina,
Treonina, Tirosina, Valina, Fenilalanina e Aspartato

Sais _minerais: Soédio, Potassio, Cloro, Caélcio,
Magnésio, Ferro, Manganés, Cobre, Zinco, Crémio,
Silicio, lodo, Boro, Molibdénio, Talio e Vanadio

Conservantes: SO2 ou anidrido sulfuroso ou metasulfito
e Sorbato de potassio

A produgéo do vinho é um processo que envolve varias etapas em que cada uma deve ser

executada de forma rigorosa para que no final se obtenha um vinho com elevada qualidade:

Colheita: De forma a determinar quando a uva j& se encontra apta para a colheita sédo

realizadas analises periédicas para determinar o grau de maturagéo dos frutos com o objectivo

de acompanhar a sua evolucéo.

A colheita deve ocorrer no momento certo, ou seja, quando a maturagcéo da fruta atinge os

parametros de acgUcares e acidos necessarios para obter determinado vinho. O momento da

colheita deve ser uma tarefa programada, organizada e rapida. As uvas devem ser transportadas

rapidamente até a adega, correctamente acondicionadas para evitar 0 seu esmagamento (Lona,

2003).



Recepcdo: Na chegada das uvas a adega, estas devem ser processadas imediatamente,
evitando que figuem expostas ao sol hos camifes (Lona, 2003).

Nesta fase, o procedimento adoptado na empresa refere que em primeiro lugar, a uva
receccionada é pesada e avaliado o seu estado sanitario, depois é retirada uma amostra aleatoria
de uva e encaminhada para o laboratério, onde sédo analisados alguns parametros como o pH,

temperatura, acidez e alcool provavel.

Desengace / Esmagamento: Apds a uva ser descarregada do tegdo (Figura 1.2), é feito o
desengace que envolve a remocéo das folhas e outros materiais que possam surgir, dos bagos
de uvas (Jackson, 2008).

Esta separagdo é importante, uma vez que a parte lenhosa confere sabor amargo e
adstringéncia nos vinhos. O esmagamento consiste em esmagar as uvas de forma a romper a

pelicula da uva para que se liberte 0 seu sumo, dando inicio a maceracéo (Jackson, 2008).

Figura 1.2: Uva a ser descarregada no tegéo (A); Desengace (B).

Maceracdo: A maceracdo é uma das etapas mais importantes do processo de vinificacao,
pois 0 mosto permanece em contato com as matérias-primas (sementes de uvas, peles e polpa)
levando a extracdo de nutrientes, aromatizantes e outros constituintes, como compostos
fendlicos, polissacaridos, azoto, minerais e compostos volateis. E nesta etapa que os vinhos
alcancam a estrutura aromatica, bom gosto e cor (Rivero et al., 2019).

A maceracao pode também contribuir para a estabilidade da cor, se este processo nao for

prolongado (Gémez-Plaza et al., 2002).



Fermentacdo Alcodlica: A fermentacao alcodlica é a converséo de agucares, principalmente
glucose e frutose, em etanol e diéxido de carbono (Grainger & Tattersall, 2008). Esta converséo
pode ser representada por:

CsH1206 - 2CH3CH20H + 2CO: + Energia

Como este processo pode ser realizado sem a presenca de oxigénio é considerado um
processo anaerobico. A fermentacédo alcodlica € um processo realizado pela levedura do género
Saccharomyces e deve ser realizada a uma temperatura entre 25-30 °C (Polo, 2009; Valsechi,
2008)

Remontagem: Com o aumento de CO2, 0s sélidos e as peles tém tendéncia a subir &
superficie criando uma capa flutuante, o que é uma desvantagem, visto que as peles precisam
de estar em contato com o sumo da uva para que haja uma boa extracéo de cor e taninos
(Grainger & Tattersall, 2008).

Assim, durante este processo, 0 sumo é bombeado do fundo da cuba para a parte superior
(Figura 1.3), de forma a submergir esta capa. Este processo, conhecido como remontagem, tem
o beneficio adicional de oxigenar o mosto, o que ajuda na multiplicacéo das leveduras (Grainger
& Tattersall, 2008).

Figura 1.3: Remontagem.

Transfega: neste processo o mosto é transferido de uma cuba para outra, com o objectivo de
separar a fase liquida da fase soélida. As peles e outros sélidos (massa vinica) sdo deixados para
tras na cuba de fermentacédo (Figura 1.4) para serem encaminhados para a prensa. Nesta fase,
se necessario, pode ainda ser adicionado dioxido de enxofre (Grainger & Tattersall, 2008).

O diéxido de enxofre é o conservante mais utilizado em enologia, devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, sendo essencial para o controlo de fermentacdes indesejaveis
e deterioracdo oxidativa nos vinhos, inibindo a acdo de leveduras e bactérias (Castro-Marin et
al.,2018).



Ao longo do processo de vinificacdo podem ser realizadas mais transfegas para remover as
borras e sedimentos do vinho e para clarifica-lo (Grainger & Tattersall, 2008).

Figura 1.4: Retirada das massas vinicas apos transfega do mosto.

Prensagem: A massa vinica obtida é prensada através de uma prensa (Figura 1.5), de forma
a libertar o mosto que ainda se encontra nas massas vinicas (pele e grainha). O mosto obtido na
prensagem (10 e 15 % do mosto total) tera um maior teor em taninos e pigmentos corantes.
Alguns produtores optam por fazer o seu vinho apenas a partir do mosto trasfegado, visto que o
mosto obtido através da prensa podera conter algum sabor adstringente e herbaceo (Grainger &
Tattersall, 2008).

Figura 1.5: Prensagem das massas vinicas.

Fermentacdo Malolactica: A fermentacdo malolactica consiste na conversdo enzimética do
acido L-malico em &cido L-lactico realizada por bactérias lacticas principalmente por Oenococcus
oeni, uma espécie que suporta o baixo pH (< 3.5), alto teor de etanol (> 10 % vol.) e altos niveis
de SO:2 (50 mg/L) encontrados no vinho nesta fase. Contudo também podem estar envolvidas na
fermentacdo malolactica, estirpes mais resistentes de Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus
especialmente se o pH do vinho for superior a 3,5 (Polo, 2009).



Os principais efeitos da fermentagéo malolactica sdo o aumento do pH e a redugéo da acidez
percebida, proporcionando um sabor mais suave (Jackson, 2008). No entanto também contribui
para a complexidade do sabor e aroma do vinho e melhora a estabilidade microbiana (Polo,
2009).

Embora a maioria dos vinhos tintos se beneficie da fermentacdo malolactica, o mesmo nao
acontece com os vinhos brancos. O aroma mais suave da maioria dos vinhos brancos torna-os
mais suscetiveis a mudancas de sabor potencialmente indesejaveis induzidas pela fermentacéo
malolactica. A retencao de acidez também contribui para o seu sabor fresco o que leva a que
ndo seja realizada a fermentacéo malolactica nos vinhos brancos (Jackson, 2008). Neste caso e
como alternativa para evitar esta fermentacao o vinho pode ser tratado com diéxido de enxofre
e/ou mantido a baixas temperaturas (Grainger & Tattersall, 2008).

A fermentacdo malolactica ndo controlada também apresenta um risco de deterioracdo do
vinho devido a compostos que podem produzir sabores desagradaveis (&cido acético, fendis
volateis) ou que podem ser perigosos para a salde humana (carbamato de etilo e aminas
biogénicas) (Polo, 2009).

Estagio / Maturacado: Imediatamente apds a fermentagéo, os vinhos podem ter ainda um
gosto acido e bastante desagradavel sendo por isso necessario um periodo de maturacéo
durante o qual os taninos suavizam e 0s niveis de acidez diminuem (Grainger & Tattersall, 2008).

A maturacao do vinho pode ser realizada em cubas de inox ou barris de madeira e a escolha
do local de maturacéo e o periodo de tempo em que o vinho estara a “estagiar” dependem do
estilo do vinho a ser produzido, dos fatores de qualidade e do custo (Grainger & Tattersall, 2008).

Assim, o vinho é, portanto, armazenado até ser necessario para o engarrafamento (Grainger
& Tattersall, 2008).



1.3. Estabilidade Proteica

As proteinas sdo uma das principais macromoléculas do vinho, juntamente com
polissacaridos e polifendis, estima-se que o vinho branco contém entre 10 a 500 mg/L de proteina
cuja massa molecular varia entre 9 a 66 kDa e pontos isoelétricos de 3 a 9 (Marangon et al.,
2014).

Estas proteinas podem surgir de diversas fontes, através da adi¢cdo no vinho de agentes a
base de proteinas, como a caseina, a cola de peixe e a ovalbumina, que sao utilizados para
melhorar o aroma do vinho e a sensacéo na boca, bem como através das leveduras que libertam
manoproteinas durante a fermentacdo como resultado da lise celular (Jaeckels et al., 2017).
Estas Ultimas sdo moléculas glicosiladas com um teor de proteina de 1-9 % e que sé&o discutidas
como benéficas para o vinho, por exemplo, no que diz respeito a textura e estabilidade (Caridi,
2006). Embora sejam detectadas proteinas de leveduras como de Saccharomyces cerevisiae e
fungos filamentosos como Botrytis cinérea nos vinhos, estudos comprovaram que a maioria das
proteinas do vinho provém da polpa de uva (Batista et al., 2009).

A diversidade de proteinas que podemos encontrar nos mostos e vinhos é muito menor do
que nas uvas, uma vez que apenas proteinas sollveis sdo extraidas durante o processo de
vinificagdo, diminuicao essa que se deve a atividade proteolitica, & precipitacao por polifendis e
a condicdes desfavoraveis relacionadas aos baixos pHs e ao aumento dos teores em etanol.
Outros fatores podem também afetar o conteudo final de proteina como a variedade da uva, a
maturidade e o processo de vinificagdo (Sauvage et al., 2010).

Por conseguinte, as proteinas tém assim uma grande influéncia na qualidade do vinho, pois
apresentam uma variedade de propriedades. Estdo envolvidas, por exemplo, na turbidez do
vinho branco, nas caracteristicas organoléticas através da sua interagcdo com compostos
aromaticos juntamente com as interagdes com as quais elas podem estar envolvidas com outros
compostos de vinho, como etanol, polifendis e polissacarideos, na prote¢do do vinho contra a
precipitacdo do sal tartarico e na formacao de espuma nos vinhos espumantes (Mainente et al.,
2014).

Elas estdo de facto envolvidas em varios aspectos, alguns deles que podem prejudicar a
aceitacdo do vinho pelos consumidores, como é o caso da formacéo de turvagdo nos vinhos
brancos e rosados durante o armazenamento na garrafa. Este fendmeno € normalmente
observado ap6s o engarrafamento quando o vinho é exposto a condi¢des desfavoraveis como
temperaturas elevadas durante o armazenamento ou transporte que levam a desnaturacgéo lenta
das proteinas do vinho originando a agregacao de proteinas e floculagdo numa suspenséo turva
(Figura 1.6), levando ao aparecimento de uma névoa ou dep0osito no vinho engarrafado (Waters
et al., 2005).



Figura 1.6: Vinho proteicamente instavel (a esquerda) e estavel (a direita)

Esta névoa pouco atraente ndo afeta as caracteristicas olfativas e gustativas do vinho, no
entanto, a translucidez é de grande importancia para a qualidade do vinho, porque essa
propriedade da a primeira impressao ao consumidor, que por norma rejeita os vinhos que contém

precipitados nebulosos, independentemente do gosto do vinho (Batista et al., 2009).

Os mecanismos associados a formacao de turvagéo nos vinhos ndo sédo bem compreendidos
e ainda sao frequentemente citados como um processo de duas fases (Van Sluyter et al., 2015).
Imediatamente apds vinificagéo e clarifica¢éo, as proteinas do vinho sdo estaveis, dobradas no
seu estado nativo e o vinho é translicido (Marangon et al., 2014).
Numa primeira fase, as proteinas do vinho desdobram-se em resposta a estimulos como
elevadas temperaturas de armazenamento, resultando na exposicdo de cadeias laterais de
aminoacidos que normalmente estdo escondidas no ndcleo da proteina. As cadeias laterais
recém-expostas sdo entdo livres para se associarem com proteinas vizinhas ou com outros
componentes do vinho para formar agregados (Marangon et al.,, 2014). O mecanismo de
desdobramento de proteinas € amplamente influenciado pela temperatura, visto que
temperaturas mais altas levam a um desdobramento mais rapido da proteina (Van Sluyter et al.,
2015).

Numa segunda fase, as proteinas instaveis comecam-se a auto-agregar por meio de
interacdes hidrofobicas (Van Sluyter et al., 2015).

Recentemente, Van Sluyter e colaboradores referem ainda a existéncia de uma terceira fase
gue consiste na ligagéo cruzada de diferentes agregados de proteina em que os agregados se
tornam gradualmente reticulados devido a accao dos sulfitos e polifendis causando assim uma

unido entre os agregados de proteinas (Van Sluyter et al., 2015).

Segundo Waters et al. (1996), as proteinas responsaveis por esta turvacéo nos vinhos foram
identificadas como sendo proteinas relacionadas com a patogenicidade da uva (PR) como
proteinas semelhantes a taumatinas (TLPs) e quitinases que se encontram na faixa de 20 a
30 kDa com pontos isoelétricos (pi) entre 3 e 5 e sdo proteinas acidas (Mesquita et al., 2001).

Estas proteinas normalmente surgem no vinho branco juntamente com outras proteinas PR de
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ocorréncia menor, como por exemplo, invertases, 3-1,3-glucanases e proteinas de transferéncia
de lipidios (Marangon et al., 2012).

Esta classe de proteinas, relacionadas com a patogenicidade, séo sintetizadas na uva durante
0 amadurecimento e constituem um mecanismo de defesa das plantas contra o ataque flingico
sendo expressos em plantas saudaveis e expressos em resposta a stresses biéticos ou abiéticos
(Marangon et al., 2014). Elas séo capazes de persistir durante todo o processo de vinificacao,
principalmente devido a sua resisténcia a protedlise e a sua estabilidade em pH acido (Lambri et
al., 2012). Nesse sentido, a quantidade de polipeptideos que se acumulam nas uvas maduras e
vinhos é determinado pelas condigbes ambientais e patoldgicas que prevalecem durante o
crescimento vegetativo (Ferreira et al., 2004).

A presenca de proteina no vinho € claramente um pré-requisito para a formagéo de turvacéo
e parece geralmente aceite que quanto maior o teor de proteina total no vinho, maior a sua
tendéncia para se tornar instavel (Mesquita et al., 2001).

No entanto, outros estudos mostraram que a instabilidade proteica ndo se correlaciona bem
com o teor de proteina total do vinho e, portanto, o potencial do vinho em desenvolver a turvacéo
nao é previsivel a partir da sua concentracéo de proteina. Investigacfes revelam que cada tipo
de proteina se comporta de uma forma diferente em relagdo a sensibilidade ao calor devido as
propriedades moleculares das mesmas, o que influencia a sua téndencia natural para precipitar,
mostrando desta forma que apenas uma parte das proteinas sao responsaveis pela instabilidade
(Batista et al., 2009).

Como ja foi referido as proteinas semelhantes a taumatinas (TLPs) e quitinases podem sofrer
alteracdes na sua integridade estrutural sob certas condi¢8es, contudo nas mesmas condi¢cfes
ambas reagem de formas diferentes. Em termos de compara¢do, has mesmas condicdes, as
quitinases sdo mais instaveis ao calor e mais propensas a agregar do que as TLPs (Falconer et
al., 2010), visto que se desdobram a uma temperatura mais baixa que as TLPs, a 55 e 62 °C,
respectivamente (Van Sluyter et al., 2015). Além disso, as quitinases uma vez desdobradas pelo
calor ndo recuperaram a sua estrutura original apés arrefecimento, ao contrario de algumas
isoformas de TLPs (Marangon et al., 2014). Este desdobramento irreversivel (desnaturacéo)
mostrou conduzir & agregacéo de proteinas e subsequente precipitacdo de quitinases e das
isoformas de TPLs que desnaturam (Van Sluyter et al., 2015). Alguns estudos também relatam
a alta sensibilidade ao calor das 3-glucanases, no entanto esta Ultima classe de proteina nem
sempre é encontrada em vinhos brancos (Pocock & Rankine, 1973)

Todavia, a formacéao de turvacdo nos vinhos tem sido descrita como um processo multifatorial
pelo qual alguns fatores contribuintes tém sido propostos além das proteinas, como factores ndo
proteicos, por exemplo outros ingredientes do vinho, minerais, oligoelementos, polifendis,
polissacéridos e sulfitos, bem como diferentes condicdes ambientais, nomeadamente pH, teor
alcodlico, temperatura e forga iénica (Batista et al., 2009).

Mais recentemente, Chagas e colaboradores, identificaram o didéxido de enxofre adicionado

durante o processo de vinificagdo como um modulador no aparecimento de turvagéo visto que a
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adicdo de diéxido de enxofre em concentragdes crescentes a proteina de vinho isolada, em
solucdo modelo de vinho, desencadeou agregacéo proteica proporcional e turvacéo da solugéo
por aguecimento (Chagas et al., 2016). Em contrapartida, acredita-se que polissacarideos de
alto peso molecular, como as manoproteinas, tém funcao protetora na formacéo de turvacéo
(Jaeckels et al., 2016).

1.3.1. Métodos de avaliagcdo da estabilidade proteica
Teste térmico

Os testes por desnaturacao térmica sdo os mais utilizados na industria. Neste teste a amostra é
aguecida a uma dada temperatura durante um periodo de tempo especifico, induzindo a
desnaturacao das proteinas através do calor provocando assim a precipitacao. Apés equilibrio a
temperatura ambiente, cerca de 20 °C, é medida a turvacdo calculando a diferenca entre
amostras aquecidas e ndo aquecidas em unidades de turbidez nefelométrica (NTU) por meio de
um nefelémetro. O vinho é considerado estavel se a diferenca de turvagéo for inferior a 2 NTU
(Marangon et al., 2012).

O processo de arrefecimento € muito importante visto que, apesar de as proteinas se
desdobrarem a medida que o vinho é aquecido, o0 vinho apresenta turvacdo somente apds o
arrefecimento (Van Sluyter et al., 2015).

O método mais amplamente utilizado é o proposto em 1973 por Pocock & Rankine, que
consiste num tratamento térmico a 80 °C durante 6 h. Contudo, alguns autores executam este
meétodo durante apenas 2 h, visto que consideram que ndo € necessario sujeitar o vinho a um
tempo tdo prolongado de exposicdo ao calor, sugerindo que desta forma se obtém resultados
aceitaveis, e que a exposi¢do durante 6 h leva a que ndo s6 provoque a precipitagdo de proteinas,
como também de outras macromoléculas do vinho, ndo sendo necessario, pois na realidade o
vinho muito dificilmente sera exposto a condigfes tao drasticas. Porém, o teste térmico parece,
portanto, ser um indicador adequado do teor total de proteinas suscetiveis a precipitagdo para
determinar a quantidade de agente colante requerido para remover as proteinas ditas instaveis
do vinho. Uma preocupacao com este tipo de testes é a acelera¢do da oxidagédo e condensacgéo
de compostos fendlicos com as proteinas, a altas temperaturas, que causam precipitacao e

podem, portanto, interferir nos resultados do teste (Sarmento et al., 2000a).

Teste do Acido Tricloroacético

O teste do acido tricloroacético (TCA) € baseado na destruicdo quimica das estruturas das
proteinas a um pH abaixo de 1, e é, portanto, um método agressivo para quantificar a proteina
total (Boulton, 1980).



Neste teste, é adicionado TCA a amostra de vinho e posteriormente a amostra é submetida
a ebulicdo durante 5 min, seguida de um periodo de arrefecimento e medigédo da formacgéo de
turvacdo (Sarmento et al., 2000a).

Bentoteste

O bentoteste foi desenvolvido por Jakob em 1962, e usa uma solugéo de acido fosfomolibdico
preparado em acido cloridrico para desnaturar e precipitar as proteinas do vinho. Ele precipita a
proteina no vinho neutralizando a carga sobre as moléculas de proteina e agrega-as por
reticulagdo com o ido de molibdénio. Este método é de facil e rapida execucdo em que apenas
€ necesséria a adicdo de 4 mL de solugdo comercial de Bentotest a 40 mL de vinho e de seguida
€ medida a diferenca de turbidez antes e depois da adi¢cao de reagente Bentotest (Esteruelas et
al., 2009). A precipitacao é proporcional a quantidade de proteina presente (Zoecklein, 1991).

Uma desvantagem deste método é que tende a ser mais sensivel do que o teste térmico,

podendo assim dar origem a falsos positivos (Pocock & Rankine, 1973).

Teste do Etanol

O teste de precipitacdo com etanol baseia-se na diminuicdo da constante dielétrica, o que ira
diminuir a solubilidade da proteina, causando assim a precipitacdo das fragBes de proteina
menos soltveis no pH do vinho (Lehninger, 1973).

Neste método, 5 mL etanol puro sdo adicionados a um volume igual de amostra de vinho e
mantidos em frascos fechados a temperatura ambiente durante 2h. Seguidamente é medida a
turbidez induzida a temperatura ambiente (Sarmento et al., 2000a).

Alguns factores influenciam significativamente o desenvolvimento da turbidez neste método,
tais como a proteina total, o célcio e o pH. Resultados do estudo de Sarmento e colaboradores
mostraram que a determinacdo da dosagem do agente colante necesséria para a remocao da
proteina do vinho com base no teste do etanol é feita em excesso, porque a quantificacdo
também considera a influéncia da precipitagdo induzida pelo célcio (Sarmento et al., 2000a).

Teste de precipitacdo de taninos

O teste de precipitacéo de taninos baseia-se no pressuposto de que as proteinas precipitam
no vinho durante o armazenamento ligando-se a compostos fendlicos de elevado peso
molecular, como os taninos (Sarmento et al., 2000a).

Neste método, descrito por Mesrob et al. (1983), sdo misturados 5 mL de vinho com 0,4 mL

de solucao de tanino 1 % e deixa-se 15 min a temperatura ambiente, de seguida é levado a
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ebulicdo durante 3 min. Ap6s arrefecer € lida a turbidez contra um branco constituido apenas por
uma amostra de vinho néo tratado (Mesrob et al., 1983).

Este teste é influenciado por muitos fatores: pH, teor de proteina total, de ferro, de potassio e
ainda do teor em cobre. O teste do tanino €, portanto, afetado por muitos fatores intrinsecos do
vinho e como tal ndo é recomendado para determinar a quantidade de agente colante necessaria

para a estabilizacdo do vinho (Sarmento et al., 2000a).

1.3.2. Métodos de estabilizacdo proteica

Adsorventes

Atualmente, a maneira mais eficaz de prevenir o aparecimento de turvacdo nos vinhos
brancos e rosados é o tratamento com bentonite (Mierczynska-Vasilev et al., 2017).

Este tratamento que tem por base a troca cationica, tem sido o mais amplamente utilizado na
enologia desde a década de 1930 (Saywell, 1934).

A bentonite € uma argila carregada negativamente no pH do vinho, que interage
electrostaticamente com as proteinas carregadas positivamente, ligando-se a elas e induzindo a
sua floculagéo, arrastando estas para o fundo dos depdsitos (Lambri et al., 2012). Este agente
clarificante € composto principalmente por cerca de 75% de montmorilonita. A montmorilonita
(MMT) possui uma estrutura multicamada de plaquetas formadoras de hidrosilicato de aluminio
(Mierczynska-Vasilev et al., 2017).

Porém, o uso de bentonite é dispendioso e apresenta varias desvantagens do ponto de vista
da qualidade (Marangon et al., 2014).

Embora a bentonite seja eficaz na remogéo de proteinas responsaveis pela formacgédo de
turvacdo nos vinhos brancos e rosados, como absorve de forma ndo especifica moléculas
carregadas positivamente, 0 seu uso pode afetar adversamente a qualidade do vinho tratado,
pois ira absorver ndo apenas 0s componentes relacionados com o aparecimento de turvacao,
como também levard a remoc¢do de compostos arométicos e polifendis, que sdo benéficos para
as propriedades sensoriais como a cor, sabor e aroma, levando a perdas de qualidade
(Gonzalez-Neves et al., 2014; Jaeckels et al., 2017).

Outra desvantagem, é que como a bentonite incha quando aplicada no vinho e por ter
caracteristicas de sedimentagéo pobres, 3 a 10 % do volume do vinho é perdido nas borras de
bentonite (Mierczynska-Vasilev et al., 2017). O uso de bentonite também tem vindo a ser uma
preocupacéo do ponto de vista ambiental visto que a eliminac&o da bentonite utilizada constitui
uma fonte ndo negligencidvel de residuos bem como o seu manuseio também é uma
preocupacédo em questbes de seguranca e de salde ocupacional associados a inalacao do pé
da bentonite (Sauvage et al., 2010).

Apesar de existirem varias estratégias para combater a formacdo de proteinas do vinho, a

remocao de proteinas instaveis através da utilizagdo de bentonite continua a ser a operacao mais
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eficiente de estabilizacéo de proteinas nos vinhos. Diversas alternativas de adsorventes tém sido
propostas, mas nenhuma provou ser suficientemente eficaz para substituir a bentonite
(Marangon et al., 2012).

Segundo o estudo de Sarmento e colaboradores que, testou a possibilidade de utilizacdo de
outros adsorventes como a bentonite sddica tratada termicamente, argilas adsorventes de baixa
expansdo, resinas de troca i6nica e outros adsorventes de proteinas como silica gel,
hidroxiapatita e alumina, cujos resultados mostraram que algumas resinas de troca ibnica como
argilas adsorventes de baixa expansdo e silica gel, ttm um bom potencial para adsorver
proteinas (Sarmento et al., 2000b).

O estudo desenvolvido por Cabello-Pasini et al. (2005), indicou que a utilizagdo de polissacarideos
como carragenina e acido alginico extraidos de algas marinhas podem ter uma maior capacidade
de estabilizagcdo do vinho sem modificar a composigdo de taninos dos vinhos.

Segundo De Bruijn et al. (2009) a utilizacéo do trocador de catibes SP-Trisacryl-M permite
remover 76% das proteinas do vinho enquanto a bentonite consegue remover 95 % das
proteinas do vinho.

O didéxido de zircénio (ZrOz) também foi uma opgéo, investigada por Pashova et al. (2004),
por ser um material adsorvente de proteinas que pode ser regenerado e, portanto, reutilizado. O
ZrO2 apresentou potencial para remover proteinas formadoras de turvagdo durante e apos a
fermentacdo. Entretanto, apesar de ZrO2 mostrar-se promissor e a capacidade de ser regenerado
com um simples procedimento de lavagem, estudos efectuados por Salazar et al. (2006)
demonstraram uma reduc¢do na quantidade de polifendis removidos do vinho em relagdo ao uso
de bentonite, no entanto a percentagem de remocéo de proteina continua a ser baixa quando
comparada com a utilizag@o de bentonite.

Outro potencial polissacarideo adsorvente de proteina é a quitina, um componente que se
pode encontrar no exoesqueleto de crustaceos. A sua estrutura torna-a seletiva para a ligacéo a
quitinases (Van Sluyter et al.,, 2015). O efeito da quitina [poli-(N-acetil-1,4-B-D-
glucopiranosamina)], um polimero natural abundante e de baixo custo, foi avaliado por Vincenzi
et al. (2005) que observou que este polimero podia remover proteinas do vinho envolvidas na
formacédo de turvacdo mais especificamente que a bentonite. No entanto, os efeitos tanto na
qualidade organolética como na estabilidade a longo prazo dos vinhos tratados com quitina

teriam ainda de ser determinados nas condi¢des reais de vinificagéo (Vincenzi et al. 2005).

Pasteurizacdo “Flash”

Como as proteinas PR sao instaveis ao calor, varios autores investigaram os efeitos da
pasteurizacdo instantdnea para a sua remocao (Marangon et al., 2012).

Investigacbes demonstraram que 0s vinhos sujeitos ao processo de pasteurizacdo
apresentam melhorias quanto a estabilidade proteica, mas tem um efeito prejudicial na qualidade

do vinho (Ferenczy, 1966).



Pesquisas posteriores realizadas por Francis et al. (1994) constataram que o aquecimento do

vinho por um curto periodo a 90 °C néo teve efeitos sensoriais negativos.

Ultrafiltracdo

A ultrafiltragcdo também pode ser eficaz na remocgéo de proteinas causadoras do aparecimento
de turvacéo nos vinhos, embora o processo ndo seja seletivo e possa levar a grandes perdas de
outros componentes importantes do vinho, incluindo polissacarideos (Van Sluyter et al., 2015).

Segundo Ferreira et al. (2001) a ultrafiltracdo com membranas de 10 kDa de corte permite
uma boa e eficiente eliminacéo das proteinas dos vinhos.

Esta aplicacdo tem ainda a desvantagem dos altos custos dos equipamentos necessarios
para este processo.

Enzimas proteoliticas

Outra possivel solucédo seria desenvolver enzimas proteoliticas capazes de degradar estas
proteinas instaveis do calor, de modo a impedir a sua agregacdo durante a producdo de vinho
(Marangon et al., 2014).

Vérios autores investigaram os efeitos da utilizacdo de enzimas proteoliticas microbianas tais
como as de Aspergillus niger (Bakalinsky & Boulton, 1985), Saccharomyces cerevisiae (Feuillat
et al., 1980) e Botrytis cinerea (Girbau, 2004). No entanto, em cada estudo, as enzimas
proteoliticas ndo foram capazes de degradar efetivamente as proteinas PR da uva por causa de
sua alta resisténcia a protedlise e porque as condicdes de temperatura do vinho sao
desfavoraveis a atividade enzimatica (Marangon et al., 2012).

Um estudo de Pocock et al. (2003) mostrou que a combinacdo de enzimas proteoliticas com
tratamentos térmicos de vinho a 90 °C durante 1 min, reduziu a necessidade de utilizacdo da

bentonite em 50-70 % sem afetar os perfis sensoriais (Marangon et al., 2012).

Atualmente tém sido estudadas ainda algumas alternativas, em que uma delas testada por
Mierczynska-Vasilev et al. (2017) passa por desenvolver uma tecnologia de separacao
magnética que permita uma separacao rapida e eficiente das proteinas causadoras de turvagdo
nos vinhos.

Esta técnica envolve uma modificagdo na superficie das nanoparticulas de ago de forma a
criar locais de fixacao para as proteinas do vinho que por sua vez séo agarradas por uma forca
magnética externa. Isto pode levar ao desenvolvimento de uma nova tecnologia para a remogao
magnética rapida e seletiva de proteinas indesejaveis, relacionadas com a patogénese dos
vinhos (Mierczynska-Vasilev et al., 2017).
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Uma grande vantagem é que com esta técnica € possivel remover as proteinas sem alterar
significativamente a composigéo fendlica dos vinhos (Mierczynska-Vasilev et al., 2017), visto que
como as substancias fendlicas presentes nas uvas também estdo envolvidas na formacéo de
turvagao por interagirem com as proteinas (Tian et al., 2019), estas acabam também por serem
eliminadas, ao contrario da utilizacdo de métodos como a aplicacdo de bentonite.

Recentemente, Mierczynska-Vasilev et al. (2019) refere que a vantagem de usar o
revestimento de plasma na superficie das nanoparticulas, passa por permitir adaptar
precisamente a quimica da superficie das particulas com funcionalidades conhecidas e
desejadas.

Neste estudo, foram examinadas uma série de revestimentos de superficie que possuem
cargas positivas ou negativas fornecendo assim diferentes mecanismos de interacdo com as
proteinas, influenciando desta forma a eficiéncia de remocédo de proteinas formadoras de
turvacéo do vinho (Mierczynska-Vasilev et al., 2019). No estudo foram testados mondmeros de
alilamina, acido acrilico e 2-metil-2-oxazolina para produzir revestimentos de plasma ricos em
grupos funcionais amina, carboxilo e oxazolina, cujos resultados demontraram que os trés
revestimentos sdo capazes de adsorver proteinas de vinho, apresentando o grupo carboxilo
maior eficiéncia, seguido do grupo oxazolina e por ultimo o grupo amina (Mierczynska-Vasilev et
al., 2019).

1.4.Estabilidade Tartarica

A instabilidade tartarica nos vinhos é um sério problema enol6gico nos vinhos engarrafados,
visto que esta instabilidade pode causar a formacdo de precipitados no fundo da garrafa
(Malacarne et al., 2013).

Embora o aparecimento desses cristais (Figura 1.7) em garrafas de vinho seja um processo
natural, que ndo afeta nem o sabor nem o odor, € considerado indesejavel tanto pelos
consumidores como pelos produtores (Artigas et al., 2003).

Figura 1.7: Vinho tartaricamente instavel (A) e estavel (B)
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Uma causa frequente da perda de estabilidade de um vinho é a formacgé&o de sais cristalinos
provenientes do acido tartarico, que na presenca de catides K* e Ca2* podem surgir na forma de
bitartarato de potassio (THK), tartarato de potassio (TKz), tartarato de calcio (TCa) e ainda na
forma de tartromalato de célcio (Ribéreau-Gayon et al., 2006). No entanto o bitartarato de
potassio e, em menor grau, o tartarato de calcio, sdo a causa mais comum desta instabilidade
(Lasanta & Gémez, 2012).

O hidrogenotartarato de potassio (THK), geralmente conhecido como bitartarato de potassio
€ um constituinte natural da uva. A fermentacéo alcodlica durante a producéo de vinho leva a
uma diminuigcdo na solubilidade deste sal devido a presenca de etanol (Gongalves et al., 2003),
pois enquanto o bitartarato de potassio € muito solivel em agua (Tabela 1.2), é relativamente
insolavel em alcool. Assim, numa solucdo alcodlica diluida a 10 % v/iv e a 20 °C, a sua
solubilidade é de apenas 2,9 g/L. Como a concentracdo de potassio no vinho é geralmente tao
elevada como 780 mg/L, isto €, 3,76 g/L de THK, a concentracdo do sal € superior a sua
solubilidade, o que leva a que uma parte fique sollvel e a restante precipitavel (Ribéreau-Gayon
et al., 2006).

Tabela 1.2: Solubilidade em agua a 20 °C em g/L do Acido L-tartarico e os seus principais

sais presentes no vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Acido Tartéarico Bitartarato de Potassio Tartarato de Calcio
(H2T) (THK) (TCa)
49 g/L 5,7g/L 0,53 g/L

Assim, a formacéo dos cristais envolve trés fases: a fase de sobressaturagéo, fase de
nucleacéo e a fase de crescimento (Salgues et al., 1982).

A fase de sobressaturacéo, ocorre quando o produto de concentracdes ultrapassa o valor do
produto de solubilidade, passando a existir assim uma solucéo sobressaturada onde ocorre a
precipitacdo de cristais. Contudo a sobressaturacdo € necesséaria, mas ndo suficiente para a
ocorréncia de fenbmenos de nucleacdo e cristalizacdo espontanea, sendo precisa também
energia (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A fase de nucleacéo consiste na formacdo de um pequeno cristal, conhecido como n(cleo,
numa fase liquida, que corresponde a criagdo de uma interface entre estas duas fases. Isto
requer uma grande quantidade de energia, conhecida como energia superficial interfacial
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Em sobressaturacdes tipicas do vinho, a precipitagdo € induzida por nucleagdo heterogénea
(McKinnon et al., 1994).

A fase de crescimento, como 0 nome indica, é a fase em que apo6s a formacao de nudcleos
estaveis, os cristais se desenvolvem por ligacédo de ides potassio e bitartarato de potassio, nos

pontos ativos das superficies dos nucleos de cristalizacao ja formados (Boulton, 1982).

18



Os principais fatores que influenciam a cinética de cristalizacdo do bitartarato de potassio
(THK) no vinho séo o teor alcodlico, a temperatura, o pH e a matéria coloidal embora a for¢a
i6nica também tenha um papel significativo (Malacarne et al., 2013).

O teor de alcool presente no vinho, é um factor condicionante na formacéo de bitartarato de
potassio, pois estas duas variaveis sao inversamente proporcionais, ou seja, a medida que o teor
alcodlico aumenta, a solubilidade do bitartarato de potassio (THK) diminui (Ratsimba et al., 1989).
Desta forma, o teor de alcool no vinho, como ja foi referido anteriormente, aumenta durante a
fermentacdo alcodlica o que provoca assim uma diminuicdo da solubilidade do bitartarato de
potassio.

As temperaturas de armazenamento podem também ser decisivas no desencadeamento da
cristalizacéo do bitartarato, dado que a taxa de precipitacdo € maior quando o vinho é submetido
a baixas temperaturas (Zoecklein 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2006). Um vinho sobressaturado
serd muito mais sensivel a uma diminuicéo da temperatura, levando a precipitacédo do bitartarato
de potassio (Lubbers et al., 1993).

A taxa e a extenséo da precipitacdo também dependem do pH inicial do vinho (McKinnon et
al.,, 1994). Contudo também coexistem no vinho diferentes equilibrios relacionados com a
dissociacdo do acido tartarico (THz2) e a precipitagdo do bitartarato de potdssio (THK) e do
tartarato de célcio (TCa), equilibrios esses que dependem do pH (Lasanta & Gémez 2012). Por
exemplo, a percentagem de tartarato presente na forma de bitartarato de potassio (THK) é
maxima a pH 3,7 que, em conjunto com outros fatores referidos anteriormente, faz com que a
precipitagdo seja maior neste ponto (Zoecklein 1988).

Assim, qualquer tratamento a que vinho seja sujeito, que cause alteracdes no pH, tais como
a ocorréncia de uma fermentagédo malolactica pode provocar a precipitacdo de bitartarato. Esta
€ a principal razdo pela qual a estabilidade do bitartarato de potassio deve ser verificada apés o
armazenamento, imediatamente antes do engarrafamento (Zoecklein 1988).

A presencga de determinadas macromoléculas no vinho pode também inibir o crescimento de
nacleos e a consequente cristalizagdo do THK. Estas macromoléculas, conhecidas como
"coléides protectores”, incluem taninos condensados e proteinas, e também glicidos
poliméricos, tais como pectinas e gomas, isto é, polissacaridos neutros. Além destas
macromoléculas quimicas, existem também polimeros mais complexos que podem ser
responsaveis pela inibicdo da cristalizacdo, como glicoproteinas, como por exemplo
manoproteinas provenientes de leveduras (Lubbers et al., 1993).

Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2006) o vinho tinto tem um teor em fendis mais elevado do

que o vinho branco e os seus taninos condensados tém um forte efeito inibidor.

O tartarato de célcio (TCa) € um sal relativamente insol(vel, dez vezes menos sollvel do que
o bitartarato de potéssio (Tabela 1.2) (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

A estabilizagdo dos vinhos para evitar a precipitagdo do tartarato de calcio ndo é um processo
facil, pois a cristalizacdo do bitartarato de potassio nao induz a do tartarato de célcio, pelo

contrario, a cristalizacao do TCa pode induzir a do THK. Além disso, a prevencédo da precipitagdo
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de tartarato de calcio € ainda mais complicada pelo facto de a solubilidade de TCa ndo ser muito
sensivel a temperatura (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

Embora a cinética de cristalizacéo do TCa seja maior que a da THK, o tempo necessario para
a nucleagdo espontanea do TCa € muito maior. Portanto, isto leva a que a precipitacdo de
tartarato de calcio geralmente ocorra no vinho ap6s varios anos de envelhecimento (Ribéreau-
Gayon et al. 2006).

De forma a combater estas precipitacdes tartaricas, foram desenvolvidas diversas técnicas
que sdo aplicadas actualmente durante o processo de vinificacdo para evitar a formacdo destes
depésitos, reduzindo assim a concentracéo de potassio e acido tartarico nos vinhos (Bosso et al.
2015).

1.4.1. Métodos de avaliacdo da estabilidade tartarica

Teste de permanéncia no frio

Este teste permite a avaliacdo qualitativa da estabilidade tartarica do vinho, visto que esta
avaliagcdo se baseia na observagdo visual da presenca de cristais na amostra, apés ser
submetida a temperaturas de refrigeracdo (Malacarne et al., 2013).

O procedimento passa por colocar uma amostra de vinho, cerca de 100 mL a 0 °C (também
pode ser avaliada a -4 °C) durante 4 a 6 dias. Apos este periodo, a presenga de cristais THK é
avaliada visualmente (Bosso et al., 2016). Se houve a formacado de cristais na amostra, o vinho
€ considerado instavel, todavia se ndo se observar a formacao de cristais, o0 vinho é considerado
estavel.

Este método tem a vantagem de ser simples, de facil execucdo sem necessitar de henhum
equipamento especifico, 0 que em termos de custos é bastante positivo. Em contrapartida é
demorado na obtencdo de resultados e por ser um teste de natureza qualitativa a precisdo dos
resultados é baixa, visto que o controlo de temperatura é dificil nos equipamentos de

z

refrigeracdo, como é 0 caso do congelador e/ou frigorifico, podendo assim afectar o
desenvolvimento dos cristais (Lasanta & Gdémez, 2012). Na indlstria este € o método
tradicionalmente usado, contudo é algo desvantajoso porque cada vez mais a indUstria quer obter

resultados rapidos e concisos.

Teste de mini-contacto

Outro sistema de previsdo da estabilidade tartarica baseia-se no teste de mini-contato, no
qual o vinho a baixa temperatura é mantido em contato com o THK e a diminuicdo da

condutividade é medida ap6s determinado tempo (Benitez et al., 2003a).



O teste de mini-contato baseia-se na nucleagcdo secundaria dos cristais THK em que a
cristalizacéo é induzida pela adicdo de cristais THK ao vinho sob agitagcdo continua. O processo
de cristalizacdo pode ser monitorizado por pesagem (Mdiller-spath, 1977), medindo o teor de
potassio, ou mais facilmente por condutimetria (Dunsford & Boulton, 1981). A perda de peso, a
diminuicdo do teor de potassio ou a diminuicdo de condutividade estdo positivamente
correlacionados com o grau de instabilidade dos vinhos (Bosso et al., 2016).

Neste teste cerca de 100 mL de vinho sdo agitados de forma constante a temperatura de
0,0 £ 0,1 °C apbs a adicao de 4 g/L de THK, por um periodo de 10 min. O resultado advém da
diminuicdo da condutividade (uS/cm) durante o teste. Desta forma, a baixa temperatura e a
presenca de cristais THK agindo como nucleos de cristalizagao estimulam a precipitacao tartarica
em vinhos instaveis. Nesses casos, observa-se uma diminuicdo dos ides na solugdo e,
consequentemente, uma diminui¢cdo da condutividade (Malacarne et al., 2013).

Uma empresa privada propds também um teste de mini-contato que consiste em medir o
decréscimo de condutividade do vinho a 0 °C, a 5-10 min apds a adi¢do de 10 g/L de cristais
THK (Bosso et al. 2016). Quanto maior a diferenca na condutividade, maior a instabilidade
tartarica (Bosso et al. 2015). Deste modo o risco de sedimentacdo de THK é alto quando a

diminuigdo de condutividade é maior que 40-45 pS/cm (Angele, 1992).

Determinacdo da temperatura de saturacdo

A temperatura de saturacao (Ts) do THK no vinho, representa o nivel de saturagdo do vinho
neste sal, e é medida pelo método politermal (Benitez et al., 2003b). Este método estudado por
Wurdig, Muller e Friedrich em 1982, mede a condutividade elétrica durante um ciclo de
temperaturas crescentes de duas amostras, um controle e outro com adicdo de THK, sendo Ts a
temperatura na qual as condutividades das duas amostras sado iguais (Lasanta & Gémez 2012).

A determinacdo datemperatura de saturacdo apesar de ser mais rapida tem ainda a
vantagem de basear-se na solubilizagdo de THK no vinho, que € um fenédmeno muito mais fiavel
e reprodutivel do que os métodos baseados em cristalizagdo induzida que sdo menos

reprodutiveis (Gongalves et al., 2003).

1.4.2. Métodos de estabilizacao tartarica

Existem préticas enoldgicas que permitem a estabilizagédo dos vinhos contra as precipitagdes
tartaricas que consistem principalmente em técnicas subtrativas destinadas a remover uma
guantidade variavel de ides potassio e/ou bitartarato de acordo com o grau de instabilidade, como
a estabilizagdo por frio, troca iénica ou eletrodialise (Bosso et al. 2016).

Outra técnica também autorizada € o uso de aditivos que funcionam como inibidores do

crescimento dos cristais THK e da formacdo de precipitado, como o acido metatartérico,
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manoproteinas extraidas de leveduras e gomas de celulose como a goma ardbica ou
carboximetilcelulose (CMC) (Malacarne et al., 2013). Por vezes, estes aditivos sédo também
adicionados aos vinhos estaveis, para reduzir ainda mais os riscos de precipitacdo causados por

alterag6es na estrutura coloidal durante o envelhecimento do vinho (Bosso et al. 2016).

Estabilizacdo a frio

Entre as técnicas utilizadas nesta area, o tratamento pelo frio € actualmente o método mais
aplicado. Esta técnica envolve o arrefecimento do vinho até uma temperatura préxima do seu
ponto de congelacdo e 0 armazenamento em tanques isotérmicos durante um periodo de
aproximadamente uma semana com a finalidade de provocar a precipitacéo do sal THK (Benitez
et al. 2004). Posteriormente, € necessario proceder a filtragdo do vinho, por forma a retirar o
precipitado deste.

No entanto, esta técnica € dispendiosa e nem sempre é totalmente eficaz, devido a
precipitacdo ser por vezes incompleta, pois é um processo lento. Além disso, alguns endlogos
pensam que as propriedades organoléticas do vinho sdo afetadas pela refrigeracéo,
especialmente em vinhos com alto teor em polifendis, devido a sua precipitacdo simultanea com
os cristais THK (Artigas et al., 2003).

Por forma a garantir a completa estabilidade do vinho podem ser utilizados tratamentos
adicionais como ja referidos, o acido metatartarico, manoproteinas, carboximetilcelulose, resinas

de troca idnica e eletrodialise (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Troca idnica

O tratamento por troca i6nica é baseado em resinas que possuem uma matriz polimérica e
grupos funcionais ionizados ligados covalentemente, eletricamente neutralizados por i6es
moveis com carga elétrica oposta que podem ser trocados com os ibes do vinho, reduzindo assim
a sua concentracao no vinho e minimizando a precipitacdo de tartaratos (Ibeas et al., 2015).

Existem trés maneiras diferentes de utilizar resinas de troca i6nica na estabilizacdo do
tartarato no vinho: o uso de uma resina de troca catiénica na forma protonada onde os iGes de
potassio/célcio no vinho sdo substituidos pelos protdes da resina como H *, 0 uso de resina de
troca anionica na forma hidroxilo onde os i6es OH - sdo trocados pelo aniéo tartarato ou outros
anibes, e um tratamento misto no qual potdssio e tartarato sao trocados por H*e OH -,
respectivamente, com duas resinas (uma catidnica e outra aniénica), com o objetivo de trocar
um bitartarato de potassio por agua (Ibeas et al., 2015).

Contudo o primeiro método, a troca catidnica, € o Unico autorizado na Unido Europeia

(Regulamento (CE) n.° 606/2009) para o tratamento de vinhos, visto que o0s outros dois métodos
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sédo susceptiveis de causar mudancgas significativas nas caracteristicas analiticas e organoléticas

dos vinhos (Lasanta et al., 2013).

Electrodialise

A eletrodialise consiste na separacao de ides de cargas diferentes, recorrendo a membranas
permeaveis seletivas, sob a acdo de um campo elétrico. Estas membranas correspondem a uma
matriz polimérica, na qual os grupos funcionais ionizados sdo covalentemente fixados (Benitez
et al., 2003b).

Neste processo o vinho circula em canais confinados por membranas seletivas de catides
e/ou anides que pela acdo de um campo elétrico externo normal as membranas, os ides sdo
forcados a migrar para os elétrodos dando origem a uma corrente de vinho “pobre” em ides.

Existem dois tipos de membranas: as catidnicas, que sdo unicamente permeaveis aos catides
(K* Na* e Ca**), e as anibnicas que sao permeaveis unicamente aos anides (HT-) (Santos et al.,
2000).

Uma caracteristica importante desta técnica é o facto de, durante a circulagéo do vinho, existir
uma area superficial reduzida de contacto com as paredes da membrana sendo esta uma
vantagem por néo interferir com os compostos do vinho que desempenham um papel importante
nas suas propriedades organoléticas. Ao contrario da filtracéo ou processos de troca iénica onde
o vinho se infiltra através de meios porosos com extensas areas de superficie que conduzem
frequentemente a fendmenos de adsorcdo de moléculas organicas que podem afectar as
propriedades organoléticas dos vinhos (Goncalves et al., 2003).

Outro ponto positivo desta técnica € a flexibilidade na extensdo da extracdo dos ibes de
bitartarato de potassio que em contraste com a precipita¢do a frio onde a remocao de THK é fixa,
a electrodidlise oferece a possibilidade de alcangar qualquer grau de remogédo de THK através
da variagdo do tempo de operagdo. No entanto, actualmente a indUstria ndo faz uso deste
potencial sendo executada com o estabelecimento de um grau fixo de desionizagéo (Gongalves
et al., 2003). O efeito do tratamento com electrodialise depende assim da taxa de desionizagéo
utilizada, que varia entre 24 e 26 % para os vinhos brancos e rosados, e de 8 para 13 % para 0s

vinhos tintos (Moutounet et al., 1997).

Aditivos inibidores do crescimento de cristais

Podem ainda ser aplicados aditivos ao vinho que tem como fung¢éo inibir o crescimento dos
cristais THK e consequentemente a formacéo de precipitados no vinho. Todavia todos os aditivos
usados para estabilizar os vinhos contra as precipitagfes de bitartarato de potassio tém alguns

limites.
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O acido metatartarico (MTA) é muito eficaz em todas as tipologias de vinho, mas apresenta
alguma instabilidade ao longo do tempo (Bosso et al., 2015).

As manoproteinas sdo obtidas da hidrolise da parede celular de leveduras que inibem
a cristalizagéo de sais de tartarato diminuindo a temperatura de cristalizagédo (Guise et al., 2014).
Porém estas tém uma eficacia variavel dependendo composicdo de vinho e, portanto,
necessitam de testes preliminares para avaliar a sua eficacia e para determinar a dose ideal, que
é especifica para o vinho a ser tratado (Bosso et al., 2015).

As gomas de celulose também apresentam alguma eficacia para prevenir a estabilidade
tartarica, uma vez que sao coldides protectores. Um exemplo, é o carboximetilcelulose (CMC)
gue € um derivado de celulose obtido por esterificagdo dos grupos alcool primario livres das
unidades de glicopiranose ligadas por ligag6es glicosidicas 8 (1-4). O uso de CMC como produto
enoldgico foi aprovado em Agosto de 2009 na Unido Europeia, no entanto ja antes era aplicado
na inddstria de alimentos desde os anos quarenta como emulsionante (E466) (Ribéreau-Gayon
et al., 2006).

Em enologia o CMC pode ser obtido com diferentes graus de substituicdo (DS) que
corresponde ao numero de unidades de glicose substituidas por grupos carboxilicos em relagédo
as unidades totais de glicose, e com diferentes graus de polimerizagéo (DP) que corresponde ao
comprimento da cadeia, ou seja, ao nimero médio de unidades de glicose nha molécula
polimérica. Em teoria, a eficiéncia deste aditivo depende assim destes factores, sendo que para
um CMC com um dado grau de polimerizacdo, quanto maior for o grau de substituicdo mais
eficaz € como coldide protector (Guise et al., 2014).

A adicdo de CMC no vinho faz com que as moléculas de CMC por serem carregadas
negativamente, vao interagir com a superficie eletropositiva dos cristais de hidrogenotartarato de
potassio (THK), onde os iBes de potassio sdo acumulados, inibindo assim o seu crescimento
(nucleacdo). O CMC também pode atuar complexando o potassio, diminuindo a quantidade de
ibes livres envolvidos na formacdo dos cristais, 0 que leva a que 0s cristais crescam mais
lentamente na presenca de CMC, este efeito é devido a competicdo entre as moléculas CMC e
os ides bitartarato (Crachereau et al., 2001).

Porém o uso deste inibidor tem a limitac@o de ser estavel e eficaz em vinhos brancos mas,

em contrapartida, afeta a estabilidade da cor em vinhos tintos (Bosso et al., 2015).
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1.5. Estabilidade Corante

A cor é sem dlvida, um dos atributos mais importantes na qualidade de um vinho tinto.

Este parametro é o primeiro atributo avaliado no vinho pelos consumidores durante a
degustacéo e é considerado muito importante, pois reflete algumas das suas virtudes e defeitos,
como por exemplo a idade e se foi submetido a um processo especifico de envelhecimento
(Marquez et al., 2014). A cor pode também indicar se o vinho foi bem feito, ou seja, se foi
produzido a um pH apropriado e a uma acidez adequada, sendo que inimeros outros fatores
podem afetar a cor do vinho, entre eles 0 método de vinificacdo, o tempo e condi¢cdes de
armazenamento (Jackson, 2008; Gémez-Plaza et al., 2002).

Os compostos fendélicos como antocianinas, mondmeros e polimeros de flavandis (catequinas
e procianidinas), flavonéis e acidos fendlicos desempenham um papel importante na
estabiliza¢@o da cor em vinhos tintos durante o armazenamento (Garcia-Falcon et al., 2007).

Os compostos fendlicos séo os principais agentes responsaveis pela cor do vinho, seja branco
ou tinto e séo extraidos gradualmente da casca da uva durante a maceracéo e transferidos para
0 mosto (Gémez-Plaza et al., 2002). Além de desempenharem um papel importante na
estabilidade de cor, os compostos fendlicos influenciam também outras propriedades sensoriais,
como adstringéncia e amargura (Marquez et al., 2014).

A composicéo do fenol € um aspecto importante nos vinhos tintos de alta qualidade e o seu
comportamento esta relacionado com o seu estado coloidal. Todos os vinhos tém essa
caracteristica, mas alguns mais que outros, especialmente quando os métodos de vinificacdo
promovem a sua alta extracdo (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Esta matéria coloidal pode surgir numa maior concentracdo se as uvas forem danificadas
devido a doencgas, como por exemplo a podridao, se forem sujeitas a elevadas temperaturas
durante a fermentacdo ou operacdes mecanicas excessivas como esmagamento,
bombeamento, remontagem excessiva e agitacdo das borras, o que leva a extracéo forcada de
moléculas instaveis como polissacarideos ndo hidrolisados da casca da uva ou polissacarideos
exocelulares de fungos (Ribéreau-Gayon et al., 2006). O seu perfil e concentragdo depende
ainda da variedade da uva, grau de maturagdo e regido onde as uvas foram cultivadas sendo
também influenciado pelas diferentes préticas viticolas e técnicas enolégicas, como a utilizacdo
de aditivos, tais como enzimas, leveduras ou taninos durante o processo de vinificagédo (Cliff et
al., 2007). Alguns autores afirmam que leveduras, mais especificamente as com baixo teor em
B-glicosidase tém um efeito protetor na cor do vinho, enquanto que as enzimas facilitam a
extracdo de polifendis e a polimerizacdo de taninos com antocianinas, evitando sua degradagdo
e perda e, portanto, instabilidade de cor durante o armazenamento do vinho (Marin, 2003; Revilla
& Gonzalez-San José, 2003; Pérez-Lamela et al., 2007).

As antocianinas sao as moléculas fendlicas mais importantes nos vinhos tintos responsaveis
pela tipica cor vermelha azulada dos mostos e vinhos jovens durante a fase inicial de producao
(Marquez et al., 2014).
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No entanto, as antocianinas sdo compostos altamente instaveis, muito suscetiveis a
degradacédo. A sua extragcdo durante a producéo de vinho desencadeia numerosas reagfes que
levam a mudangas na estrutura quimica, cor e estabilidade desses pigmentos que, por sua vez,
se estabilizam devido a interagdo das antocianinas com outros compostos do vinho. A sua
estabilidade é influenciada pela exposicdo ao oxigénio, a luz solar ou UV, mudancas no pH,
temperatura, estrutura e concentracédo das antocianinas, presenca de enzimas e de compostos
complexantes, como outros flavonodides, acidos fendlicos e ides metalicos, o que pode causar
uma reducéo na sua cor (Czibulya et al., 2015).

Durante a etapa de vinificagdo e envelhecimento, a cor do vinho muda de acordo com o efeito
destes compostos, sofrendo principalmente reacbes de copigmentacdo, cicloadicdo,
polimerizagéo e oxidagdo. A medida que o tempo de armazenamento na garrafa aumenta, estas
reacBes ocorrem para formar substancias mais estaveis que alteram as tonalidades inicialmente
azuladas dos vinhos jovens para criar tons castanhos-avermelhados em vinhos envelhecidos
uma vez que as antocianinas sdo progressivamente transformadas em novos pigmentos, por
exemplo, piranoantocianinas (Marquez et al., 2014; Eiro & Heinonen, 2002).

A copigmentacdo € um fendmeno em que pigmentos e outros componentes organicos nao
coloridos como é exemplo os &cidos fendlicos, formam associa¢Bes ou complexos moleculares
de forma a proteger as formas coloridas mais sensiveis das antocianinas monoméricas
estabilizando-as evitando assim a sua degradacao (Rivero et al., 2019). A copigmentacdo da
antocianina da cores mais brilhantes, mais fortes e mais estaveis do que as expressas apenas
pela antocianina (Eiro & Heinonen, 2002).

Contudo, foram identificados varios parametros que podem afetar o fenémeno de
copigmentacao no vinho tinto, tais como a temperatura, pH, for¢a idnica e teor alcodlico, o dioxido
de enxofre e o tempo de armazenamento (Dallas, 2006).

A adi¢do de didxido de enxofre no momento do esmagamento da uva potencia a transferéncia
de polifendis das peles para 0 mosto sendo que a estrutura da cor pode ser afetada de forma a
refletir o efeito antioxidante do SO: por proteger o mosto da oxidagao de polifendis (Gomez-Plaza
et al., 2002).

Também os agentes de colagem utilizados na estabilizagdo proteica do vinho, podem ter
efeitos adversos na cor dos vinhos, por exemplo a bentonite utilizada para a adsorcédo de
proteinas pode indiretamente adsorver fenois que se complexaram com proteinas e também se
pode ligar a antocianinas, resultando numa perda de cor (Donovan et al., 1998).

Outro aspecto vital na obtencao de cor nos vinhos tinto é a duracdo da maceracao, porém o
tempo deve ser determinado de acordo com as variedades e espécies das uvas. Como a cor do
vinho tinto se deve maioritariamente as antocianinas, um maior tempo de contato com a pele
esta diretamente correlacionado com uma maior concentracdo de antocianinas nos vinhos, no
entanto parte das antocianinas pode também ser fixadas em partes solidas, ser reduzido a uma
forma incolor e participar em reacdes de condensacdo com outros compostos. A maceracao
pode também contribuir para a estabilidade da cor, se este processo nédo for prolongado (Gomez-
Plaza et al., 2002).
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Tal como as antocianinas, também os flavan-3-ols e taninos aumentam a sua concentracao
durante a fermentagdo em contacto com a pele sendo que o0s taninos continuam a ser extraidos
mesmo apos o0s niveis de antocianina atingirem um méximo. Uma caracteristica dos taninos é
que tém a capacidade de estabilizar as antocianinas e consequentemente a cor do vinho
(Gomez-Plaza et al., 2002).

Um dos factores mais importantes que esta relacionado com as mudancas de cor no vinho é
a temperatura de armazenamento, visto que o vinho ao ser armazenado esta sujeito a
temperaturas que podem influenciar a degradacéo do pigmento e a polimerizacéo. As reacdes
gue envolvem compostos fendlicos dependem da temperatura, e por isso o vinho evolui melhor
guando armazenado a baixas temperaturas ao contrario de temperaturas mais altas que
promovem mudancas mais rapidas na cor do vinho (Gémez-Plaza et al., 2002).

No armazenamento, além da temperatura também a duracdo do armazenamento € muito
importante, visto que as mudangas mais rapidas na composicao de cores do vinho ocorrem
durante o primeiro ano de armazenamento. Essas altera¢gfes levam a diminui¢do de antocianinas
causadas por trés mecanismos diferentes, tais como a formagéo de polimeros mais estaveis por
copigmentagcdo com flavan-3-ols ou flavondis, condensacao direta entre antocianinas, flavanoéis
e acetaldeido mediadas entre eles e/ou a formag&o de copolimeros com a quinona da molécula
de &cido cafeico e antocianinas (Garcia-Falcén et al., 2007; Gomez-Plaza et al., 2002). Estas
reaccdes de polimerizagdo que consistem na transformacdo de pigmentos monoméricos de
antocianinas por formas oligoméricas mais estaveis surge tanto na presenga como na auséncia
de oxigénio e ocorrem através do armazenamento de vinho em garrafas de vidro em condi¢8es
essencialmente anaerdbicas (Gomez-Plaza et al., 2002).

A estabilidade da cor durante o envelhecimento esta também relacionada com o grau de
polimerizacéo entre antocianinas e outros compostos fenélicos (Pérez-Lamela et al., 2007).

Em suma, o tempo de maceracgéo e as condi¢cdes de armazenamento sdo os principais fatores
gue influenciam a cor do vinho (Gomez-Plaza et al., 2002).

Com vista a obter vinhos tintos jovens com as melhores caracteristicas de cor e que se
mantenham estaveis durante o armazenamento, as condi¢des de vinificacdo mais adequadas
envolvem a utilizacdo de SOz no momento do esmagamento da uva, tempos de maceragéo
longos, mas ndo em demasia, e temperaturas de armazenamento inferiores a 20 °C (Gémez-
Plaza et al., 2002).

1.5.1. Métodos de avaliacdo da estabilidade corante

Teste de permanéncia no frio

A matéria corante nos vinhos tintos € parcialmente coloidal e, portanto, susceptivel de

precipitar (Figura 1.8) a baixas temperaturas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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Figura 1.8: Vinho instavel (A) e estavel (B)

Assim, o teste que permite avaliar a estabilidade corante no vinho consiste na simulacdo de
condigdes de baixa temperatura a que um vinho esta sujeito durante o seu armazenamento. Este
teste baseia-se no arrefecimento do vinho até uma temperatura proxima do seu ponto de
congelacéo, cerca de 0 °C durante um periodo de 24 h, por forma a observar se existe
precipitagdo de matéria corante para determinar se um vinho se encontra estavel em relacdo a
matéria corante (Enartis, s.d.).

Este método tanto pode ser usado como método para avaliar a estabilidade da matéria
corante do vinho como para o estabilizar, passando assim da escala de laboratério para a escala

industrial visto que sdo métodos semelhantes com a mesma finalidade.

1.5.2. Métodos de estabilizacdo corante

Estabilizacdo a frio

Este método além de resultar como tratamento para a estabilidade tartarica, também pode
ser utilizado na obtencdo da estabilidade corante, visto que a precipitacdo da matéria corante
pode ocorrer no vinho quando sujeito a temperaturas mais baixas (Ribereau-Gayon, 1977).

Assim, de modo a obter uma melhoria na estabilidade corante, o vinho pode ser submetido a
temperaturas abaixo de 0 °C, proximo ao seu ponto de congelamento durante algum tempo, por
forma a desencadear a precipitagdo da matéria corante dita “instavel”’. Apés esta precipitagéo o
vinho deve ser clarificado por filtracdo para eliminar o precipitado obtido no fundo dos depésitos
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Esta técnica é eficaz na purificacdo de novos vinhos, bem como na estabilizacéo da cor e
clareza, particularmente em vinhos tintos engarrafados jovens (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Algumas das desvantagens desta técnica é que ndo é um tratamento permanente, dado que
apo6s alguns meses ou alguns anos de envelhecimento pode novamente surgir precipitacao de
matéria corante, alguns vinhos também parecem perder muito corpo, aroma e sabor apés esta
operagédo bem como o alto custo de compra e operacdo de equipamentos de estabilizacdo a frio
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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Coloides de protecdo

De forma a evitar a precipitacdo de matéria corante nos vinhos, podem ser utilizados "coléides
de protecdo". Os coléides de protegcao, como por exemplo a goma arabica e as manoproteinas,
impedem a floculacdo de colbides instaveis, mantendo as particulas em suspensao (Gayon et
al., 2006).

A goma ardbica € uma mistura de polissacarideos e glicoproteinas, que Ihe conferem as
propriedades de uma cola e ligante e a sua aplicacéo passa por prevenir a precipitacao de fendis
e matéria corante nos vinhos tintos (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Tradicionalmente nos vinhos jovens, o problema da instabilidade de matéria corante era
solucionado através da utilizacdo de agentes de colagem com ovalbumina ou gelatinas,
eliminando assim a matéria corante instavel por floculacdo. A goma ardbica é igualmente eficaz,
embora atue impedindo a floculagdo da matéria corante instavel, em vez de a eliminar (Ribéreau-
Gayon et al., 2006).

A adicdo de goma arabica no vinho aumenta assim significativamente a estabilidade de cor
da antocianina, no entanto um aumento na sua concentracdo pode levar a reducédo da sua
eficacia devido a uma alteragdo na conformagéo das moléculas de goma que impedem a sua
exposi¢do as antocianinas (Mariod, 2018).

O tratamento através da utilizacdo da goma ardbica apresenta diversas vantagens, como por
exemplo o facto de ter um efeito instantaneo e, portanto, adequado para vinhos que devem ser
engarrafados rapidamente, ndo diminui a cor, pois ndo reduz a quantidade total de matéria
corante e tem um efeito permanente. Esta Ultima vantagem é muito importante visto que, apesar
de nos métodos tradicionais a matéria corante coloidal ser eliminada, esta pode voltar a formar-
se regularmente durante o envelhecimento, ou seja um vinho pode voltar a ser instavel a baixas

temperaturas apenas alguns meses depois de ser “colado” (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.6.0bjectivo

Este trabalho que teve como objectivo a implementacdo de metodologias de anélise de
estabilidade proteica, tartarica e corante em vinhos que permitissem a Casa Relvas, obter a
autonomia necessdria a esta avaliagdo e reduzir assim 0s custos internos inerentes a
subcontratacdo deste tipo de servigos.

Com vista a esta finalidade, este trabalho passou por:

= Caracterizar fisica e quimicamente os diversos vinhos utilizados neste estudo;

= Avaliar a estabilidade proteica dos vinhos branco e rosado na presenca e auséncia de

tanino;

= Avaliar a estabilidade tartarica dos vinhos branco, rosado e tinto;

= Avaliar a estabilidade corante do vinho tinto;

» Determinar os métodos que melhor se adequam a determinacdo das diversas

estabilidades dos vinhos;
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Capitulo Il

2. Materiais e Métodos

De forma a avaliar a estabilidade dos vinhos, foram selecionados 3 vinhos com caracteristicas
diferentes, sendo estes um vinho branco de 2017, um vinho rosado de 2017 e um vinho reserva
tinto de 2016 originarios da regido do Alentejo, denominados ao longo do estudo de vinho branco,
vinho rosado e vinho tinto, respectivamente.

Ap6s recolha dos vinhos das cubas em que estavam armazenados, foi realizada a sua
filtracdo em filtros com porosidade 0,45 um, por forma a eliminar particulas em suspenséo e
tornar o vinho translicido, posteriormente foram engarrafados em garrafas de vidro sob
condi¢des de assepsia.

Os métodos testados para avaliar a estabilidade dos vinhos neste estudo, ja se encontravam

previamente selecionados pela empresa Casa Relvas de forma a agilizar o processo.

2.1.Andlise suméria dos vinhos

Foram realizadas analises dos parémetros fisico-quimicos de cada vinho, sob a forma de
produto semi-acabado, antes do inicio dos ensaios, com o0 objectivo de conhecer as
caracteristicas do vinho logo apds o engarrafamento. A analise destes parametros foi realizada
tendo em atencao que a temperatura ambiente deve estar proxima de 20 °C.

As metodologias utilizadas sdo as implementadas pela Casa Relvas, adaptadas e

estabelecidas pelos métodos de referéncia.

2.1.1. Determinacao do Di6xido de Enxofre Livre e Total

Para quantificar o SO: livre e total foi utilizado o método de arrastamento seguido de
titrimetria: OIV-MA-AS323-04A (Regulamento (CEE) n°® 2676/90), em que foram adicionados
num baldo de fundo redondo, 20 mL do respectivo vinho e 10 mL de HsPOa4 25 % (v/v), de seguida
num baldo periforme de dois colos adicionou-se 10 mL de H202 0,3 % (v/v) e 3 gotas de indicador
misto/universal. Apds 15 min a borbulhar no aparelho de Frantz Paul da marca Verexa, o 4cido
sulfarico formado foi titulado com uma solugdo de NaOH 0,01 M até apresentar uma cor azul

esverdeada. O resultado, em mg/L, da fraccao livre foi obtido através da seguinte equacao,

SO; Livre = Viiwlante X 16
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Para a quantificacdo do SO: total o procedimento foi semelhante, no entanto neste caso
levou-se o baldo que continha a amostra a ebulicdo no mesmo periodo de tempo e foi
posteriormente titulado obtendo através do mesmo calculo a quantidade de SO2 combinado, em
mg/L, tendo em atencéo que a quantidade de SO: total resulta da soma do SO: livre com 0 SO2
combinado.

SO: total = SO2 livre + SO2 combinado

Na determinacéo do teor de SO: livre e total presente nos vinhos, foi utilizado também o
método enzimatico realizado pelo Y15 da BioSystems.

Inicialmente, foi colocada num poc¢o de amostra cerca de 1mL da amostra a analisar e depois
colocou-se este na rack de amostras. De seguida programou-se a amostra no software
informatico selecionando a técnica “FREE SULFITE” e “TOTAL SULFITE”, respectivamente de
modo a dar seguimento a analise. Apés terminar o equipamento forneceu diretamente o valor de

SO: livre e SO total, em mg/L, presentes na amostra.

2.1.2. Determinacao da Acidez Volatil

A determinacéo da acidez volatil foi realizada por dois métodos distintos. Sendo um deles o
meétodo de destilagdo seguido de titrimetria, ou seja, composto por duas fases: destilacéo e
titulacao.

Na destilagao foi utilizado o aparelho Cazenave Ferré, em que foi colocada agua destilada
num erlenmeyer e adicionado a um chapinador, 10 mL de vinho e 1 mL de H202 0,1 % (v/v). De
seguida, foi montada a ampola de retrogradagdo no conjunto e ap0s se iniciar a ebulicdo foram
recolhidos 100 mL de destilado, que posteriormente lhe foi adicionado 3 gotas de fenolftaleina e
entdo titulado com uma solu¢do de NaOH 0,1 N até se obter a cor rosa persistente.

A quantidade de acidez volatil, em g/L, foi obtida através da seguinte equacao,

Acidez volatil = Vitlante X 0,60

Para determinar este pardmetro recorreu-se também ao método enzimatico realizado de
forma semi-automatica pelo equipamento Y15 da BioSystems.

Inicialmente, foi colocada num poc¢o de amostra cerca de 1 mL da amostra a analisar e depois
colocou-se este na rack de amostras. De seguida programou-se a amostra no software
informatico selecionando a técnica “ACETIC ACID” de modo a dar seguimento a analise. Apos

terminar o equipamento forneceu diretamente o valor de acidez volatil em g/L.
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2.1.3. Determinagé&o da Acidez Total

O método analitico utilizado nesta determinacéo foi a titrimetria com indicador de azul de
bromotimol (Regulamento (CEE) n° 2676/90).

Para determinar a acidez total foram adicionados a um erlenmeyer 10 mL de amostra, 50 mL
de agua destilada e 3 gotas de azul de bromotimol que posteriormente foram titulados com uma
solugdo de NaOH 0,1 N até a solugéo apresentar uma cor azul esverdeada. A acidez total, em g

acido tartarico/L, foi calculada através da seguinte equacao,

Acidez total = Viituante x 0,75

2.1.4. pH

O parédmetro de pH foi determinado recorrendo ao método potenciométrico, utilizando o
potenciémetro Crison GPL 21+ (Regulamento (CEE) n°® 2676/90; OIV, 2018).
Foi previamente executada a calibragdo do potenciémetro antes de iniciar a andalise, de seguida
mergulhou-se o elétrodo de pH na amostra de vinho e procedeu-se a leitura, sendo o resultado

final o valor de duas leituras consecutivas iguais.

2.1.5. Titulo Alcoométrico Volumico Adquirido

Para determinar o teor de alcool em cada vinho recorreu-se ao ebuliémetro analdgico, em
gue numa primeira fase executou-se a calibracdo do aparelho através da determinacéo do ponto
de ebulicdo da &gua, tendo em atencéo que a temperatura ambiente deve estar especialmente
a cerca de 20 °C, visto que nesta analise a temperatura interfere com a analise. Apés determinar
a temperatura de ebulicdo da agua, foi colocada na caldeira do ebuliémetro a amostra a analisar,
apos esta entrar em ebulicéo verificou-se a temperatura a que estabilizou e com auxilio do disco

de célculo leu-se diretamente o titulo alcoométrico volumico adquirido (% vol).

2.1.6. Aclcares: Glucose-Frutose

Para quantificar acUcares como a glucose e frutose recorreu-se ao método enzimatico
executado pelo equipamento Y15 da BioSystems.

Inicialmente, foi colocada num poco de amostra cerca de 1 mL da amostra a analisar e depois
colocou-se este na rack de amostras. De seguida programou-se a amostra no software
informatico selecionando a técnica “GLUCOSE + FRUTOSE” de modo a dar seguimento a
andlise. Apo6s terminar o equipamento forneceu diretamente o valor total de glucose-frutose, em

g/L, presentes na amostra.
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2.1.7. Acido L-Malico

Na determinacédo da quantidade de acido L-malico presente nos vinhos, foi utilizado o método
enzimatico realizado pelo Y15 da BioSystems.

Inicialmente, foi colocada hum poc¢o de amostra cerca de 1 mL da amostra a analisar e depois
colocou-se este na rack de amostras. De seguida programou-se a amostra no software
informético selecionando a técnica “L-MALICO” de modo a dar seguimento & analise. Apds

terminar o equipamento forneceu diretamente o valor de quantidade de acido L-malico, em g/L.

2.1.8. Cor

A determinacéo da cor, em termos de tonalidade, foi realizada com base na observagé&o visual
dos diferentes vinhos.

O procedimento passa por introduzir uma quantidade do vinho até, no méximo, 1/3 do copo,
de seguida inclina-se o0 mesmo cerca de 45° sobre um fundo branco por forma a avaliar a

tonalidade do vinho, classificando-o de acordo com a seguinte lista:

Matriz Cores

Amarelo Esverdeado

_ Amarelo Citrino
Vinho Branco

Amarelo Dourado

Ambar

Rosa

Vinho Rosado Salméo

Laranja

Vermelho Violeta

Vermelho Ruby
Vinho Tinto

Vermelho Acastanhado

Aloirado

2.2.Avaliacao da Estabilidade Proteica

De forma a avaliar a estabilidade proteica dos varios vinhos (branco e rosado) efetuaram-se
alguns ensaios que tém por base a medicao da turbidez dos vinhos (NTU) quando submetidos a
dois fatores que provocam instabilidade proteica: temperatura elevada e a presenca de tanino.

Tendo em conta que o objectivo é perceber qual a quantidade necessaria de agente colante
para que cada vinho fique estavel, foram previamente aplicadas no vinho diferentes doses de

bentonite pura (Pluxbenton N), agente colante utilizado pela Casa Relvas, previamente hidratada
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na proporcao de 1:20 e deixou-se em contacto com o vinho cerca de 2 dias. Apo6s este periodo
de tempo o vinho foi filtrado a 0,45 um com filtros de membrana nitrato de celulose. As doses de
bentonite testadas foram 0, 40, 60 e 80 g/hL, selecionadas de acordo com os limites legais de
aplicacdo deste agente.

Apbs o procedimento anterior foram preparados ensaios em que apenas foi analisado o vinho
na presenca das diferentes doses do agente colante e, também foram preparados ensaios com
o vinho sujeito a diferentes doses do agente colante e na presenca de tanino em que foram
aplicados 250 g/hL de tanino galico (Enartis Tan Blanc) que precipita proteinas e ajuda a

perceber o efeito da presenca da rolha no vinho, simulando o vinho engarrafado.

2.2.1. Sistema Bentocheck

Numa cuvete de amostra foram pipetados 10 mL de amostra dos ensaios dos varios vinhos
descritos em 2.2 a temperatura ambiente e procedeu-se a leitura da sua turbidez (T1) em NTU
no turbidimetro HANNA HI83749. De seguida, foi adicionado a essa cuvete 1 mL de reagente

Bentocheck e aguardou-se 1 min antes de fazer a nova leitura (T2).

O vinho é considerado proteicamente estavel se respeitar a respectiva condicao,
T2-T1<2NTU (ensaio na auséncia de tanino)

T2-T1<10NTU (ensaio na presenca de tanino)

2.2.2. Banho-maria

Num erlenmeyer foram introduzidos 100 mL de amostra dos ensaios dos varios vinhos
descritos em 2.2 e foi realizada a temperatura ambiente a leitura da turbidez inicial (T1) em NTU
no turbidimetro HANNA HI83749 com o auxilio de uma cuvete de amostra.

Colocou-se a amostra de vinho no banho-maria termostatico VWR a uma temperatura de 80 °C
e posteriormente foram recolhidos 10 mL ao fim de 30 min, 2 h,4h e 6 h.
Apo6s o arrefecimento da amostra a temperatura ambiente foi medida novamente a turbidez (T2).

O vinho considera-se proteicamente estavel se respeitar a respectiva condigéo,
T2-T1<2NTU (ensaio na auséncia de tanino galico)

T2-T1 <10 NTU (ensaio na presenca de tanino galico)
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2.3.Avaliacéo da Estabilidade Tartéarica

Para avaliar a estabilidade tartarica dos trés diferentes tipos de vinhos, o vinho foi exposto a
factores que evidenciam essa instabilidade como baixas temperaturas e presenca de bitartarato
de potassio.

De forma a conhecer a quantidade de gomas que deve ser adicionada ao vinho para que este
fique estavel foram preparados ensaios utilizando Cellogum L (estabilizante tartarico a base de
goma de celulose) e Citrogum (estabilizante coloidal a base de goma arabica), visto que sao os
estabilizantes tartaricos utilizados pela Casa Relvas.

O Cellogum L é uma solucdo aquosa a base de carboximetilcelulose sddica, com baixa
viscosidade e elevado grau de substituicdo, especifica para aplicacdo em enologia e conforme o
Codex Enolégico Internacional. Utilizada na preparagdo dos vinhos, inibe a formacédo e
crescimento dos cristais de bitartarato de potassio e previne, assim, o aparecimento de
precipitados na garrafa.

O Citrogum é uma solu¢do de goma ardbica, com um baixo teor em calcio e € altamente
eficaz na prevencéao da precipitacdo de tartarato.

Foram preparados ensaios testando as doses 0, 100, 150 e 200 mL/hL de Cellogum L no
vinho branco e rosado e 0, 50, 100, 150 e 200 mL/hL de Citrogum no vinho reserva tinto

selecionadas de acordo com os limites legais de aplicagéo.

2.3.1. Teste de permanéncia no frio

Foram realizados diversos ensaios em condi¢des distintas, com o intuito de aferir qual o
método que melhor se adequa a determinacao da estabilidade tartérica.

Realizaram-se 3 ensaios em separado, em que se colocaram erlenmeyers contendo 100 mL
de cada amostra descrita em 2.3 no congelador vertical Orima ORS 91 F em varias condi¢des
de tempo e temperatura: -4 °C durante 24 h, -4 °C durante 4 dias e 0 °C durante 4 dias.

Apés este periodo deixou-se a amostra atingir a temperatura ambiente e por fim verificou-se

se houve a precipita¢do de cristais representando estes a instabilidade da amostra.

2.3.2. Teste mini-contacto

Neste teste foi quantificada a estabilidade tartarica dos vinhos baseada na variacdo da
condutividade do vinho com a adicao de bitartarato de potassio.
A condutividade foi lida no equipamento MVP ICON da BIOCONTROL.

Para determinar este parametro foi medida a condutividade inicial (C1), em pS, a cerca de

0°C sob agitacdo, em 100 mL de amostra de cada ensaio descrito em 2.3 e de seguida
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adicionou-se 4 g/hL de bitartarato de potassio. Ap6és 10 min em agitacdo a cerca 0 °C, foi
novamente medida a condutividade (C2) em puS.
O vinho considera-se tartaricamente estavel se respeitar a respectiva condi¢cdo estabelecida
pela Casa Relvas,
C2-C1<30uS

2.4. Avaliacéo da Estabilidade Corante

2.4.1. Teste de permanéncia no frio

De forma a avaliar a estabilidade corante, que neste caso foi apenas realizada no vinho tinto,
foram colocados 100 mL da amostra a analisar num erlenmeyer e posteriormente deixou-se no
congelador vertical Orima ORS 91 F a 0 °C durante 24 h. Apés este periodo de tempo, deixou-
se a amostra chegar a temperatura ambiente e observou-se.

O vinho considera-se instavel se no fundo do erlenmeyer existir depdsito e/ou precipitado.

Foram testadas as doses de 0, 50 e 100 mL/hL de Maxigum selecionadas de acordo com 0s
limites de aplicacéo deste.

Maxigum é um estabilizante coloidal obtido a partir de Acacia verek que possui um grau

elevado de eficacia na prevencéo da precipitacdo de matéria corante.
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Estabilidade proteica, tartarica e corante em vinhos: Implementacdo de metodologias de analise
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Capitulo Il

3. Resultados e Discussao

3.1.Andlise suméria dos vinhos

Antes do inicio dos ensaios foram realizadas analises dos parametros fisico-quimicos de cada
vinho, com o objetivo de conhecer as caracteristicas do vinho logo apés o engarrafamento.

Os ensaios foram realizados utilizando trés tipos de vinhos: vinho branco, vinho rosado e
vinho tinto.

Na Tabela 3.1 sdo apresentados o0s valores correspondentes a todos os parametros

analisados em cada vinho.

Tabela 3.1: Valores determinados nos parametros fisico-quimicos analisados em relacéo a

cada vinho.

Parametro Vinho Branco Vinho Rosado Vinho Tinto

Titulo alcoométrico volimico
adquirido (% vol.) 12,50 12,80 13,50
Acidez Total (g acido tartarico/L) 5,25 5,36 5,51
Destilacéo e
Acidez Volétil (g titrimetria 0,21 0,36 0,60
acidoacetico L) | e imatico 0,19 0,35 0,58
A”ftSt.amfr.”o © 42,88 38,08 35,20
SO, Livre (mg/L) itnmetna
Enzimatico 46,00 43,00 40,00
A”t"?‘ts’t.amfr.“o © 120,00 111,68 89,60
SO, Total (mg/L) itrimetria
Enzimatico 125,00 119,00 101,00
pH 3,41 3,42 3,66
Acido L-Malico (g/L) 1,08 0,73 0,03
Glucose-Frutose (g/L) 0,47 1,31 0,62
Cor Amarelo Citrino Rosa Vermelho Ruby




ApOs observar os resultados obtidos para o vinho branco, rosado e tinto (Tabela 3.1),
podemos afirmar que todos os parédmetros analisados se encontram dentro dos limites legais
exigidos.

O titulo alcoométrico volimico adquirido é determinado em % volimica e de acordo como o
Reg. (CE) n° 491/2009, Anexo Il — 1 a) o seu valor deve ser igual ou superior a 9 % vol., assim
podemos concluir que os valores de TAVA obtidos para o vinho branco, rosado e tinto estéo de
acordo com os valores legislados, dado que foram obtidos os valores de 12,5, 12,8 e 13,5 % vol.,

respectivamente.

Os valores de acidez total, expressos em gramas de acido tartarico por litro, obtidos no vinho
branco, rosado e tinto foram de 5,25, 5,36 e 5,51 g/L de acido tartarico, respectivamente, também
se encontram dentro dos limites legais estabelecidos no Reg. (CE) n® 491/2009, Anexo IlI- 1 d)

que diz que deve ser ndo inferior a 3,5 g/L de acido tartarico.

A acidez volatil, expressa em gramas de acido acético por litro foi determinada em cada vinho
por dois métodos distintos, o0 método enzimatico e o método de destilacéo e titrimetria em que
se pode observar que ndo houve diferengas significativas nos resultados obtidos em cada
meétodo visto se ter obtido resultados bastante semelhantes. Conforme o Reg. (CE) n° 606/2009,
Anexo | C- 1 b) e c) os valores limite de acidez volatil séo diferentes em relacéo ao tipo de vinho,
nos vinhos brancos e rosados este parametro deve ser inferior ou igual a 1,1 g/L de &cido acético,
contudo nos vinhos tintos este deve ser inferior ou igual a 1,2 g/L de &cido acético, o que
demonstra estar de acordo com os valores obtidos nesta determinagéo por qualquer um dos dois

métodos.

O teor de diéxido de enxofre total também foi determinado através de dois métodos: método
de arrastamento e titrimetria e pelo método enzimatico. Ao comparar os resultados obtidos nos
dois métodos, podemos constatar que existiu uma ligeira diferenca nos resultados. No vinho
branco e rosado a diferenca nao é significativa, no entanto no vinho tinto podemos verificar uma
diferenca maior, que podera estar associada ao facto de no método enzimatico ndo ter sido
usado o reagente descolorante que vem com o kit de reagentes, mas sim agua destilada podendo
assim interferir na quantificacéo deste parametro visto que ao contrario do vinho branco e rosado,
o vinho tinto é muito mais opaco.

Os valores legalmente exigidos para o diéxido de enxofre total, ao contrario dos restantes
parametros varia de acordo com a quantidade de acguUcares, glucose + frutose, presentes no
vinho. De acordo com o Reg. (CE) n° 606/2009, Anexo | B — A. 1.a) e b), vinhos com teor de
acucares inferior a 5 g/L, que é o caso dos vinhos em estudo, os valores de didxido de enxofre
total deve de ser no maximo 150 mg/L no caso dos vinhos tintos e de 200 mg/L no caso dos
vinhos brancos e rosados. Na observacéo dos resultados obtidos para os trés vinhos, é possivel
afirmar que estes se encontram em conformidade com as condi¢des descritas pelo regulamento

referido anteriormente.
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Tendo em conta o teor em agUcares, glucose + frutose obtido para cada um dos trés vinhos
€ viavel estabelecer a categoria em que se enquadram os vinhos utilizados neste estudo. Assim
e de acordo com o Reg. (CE) n® 607/2009, Anexo XIV — Parte B podemos considerar 0s vinhos
branco, rosado e tinto, na categoria dos vinhos secos, dado que o teor de aglcares € inferior a
4 g/L.

O diéxido de enxofre livre, o pH e o acido L-malico sdo parametros que nao estao legislados
e por isso nao existem limites legais exigidos. No entanto, em relacédo ao dioxido de enxofre livre,
a empresa Casa Relvas tem estabelecido o valor minimo de 30 mg/L de forma a garantir a
protecdo do vinho. Tendo em conta os resultados obtidos, podemos afirmar que como os valores
estdo acima de 30 mg/L, esta condicdo foi respeitada. Por outro lado, para determinar este
pardmetro foram utilizados também dois métodos diferentes: o0 método de arrastamento e
titrimetria e 0 método enzimético, os quais ndo mostraram uma diferenca significativa dando a

indicagdo que ambos os métodos estdo concordantes.

Da mesma forma, o acido L-malico apesar de nao legislado, a empresa Casa Relvas tem
estabelecido que o teor em acido L-malico deve ser o menor possivel, preferencialmente perto
de 0 g/L, esta condicdo tem o objectivo de evitar que na existéncia de possiveis bactérias lacticas

o vinho ndo tenha &cido malico suficiente para ser convertido em &cido lactico.

Em relacdo ao pH dos vinhos, na bibliografia é descrito que os valores de pH dos vinhos
variam de 2,8 a 4,0, e normalmente os vinhos tintos apresentam valores de pH mais elevados
do que os vinhos brancos (Ribéreau-Gayon et al., 2006; Jackson, 2008). Contudo na empresa
também esta estipulado que os vinhos alentejanos brancos e rosados, devem ter um pH de 3,2
a 3,6 e os tintos devem ter um pH compreendido entre 3,4 e 3,8.

Desta forma é possivel afirmar que o pH dos trés tipos de vinho estdo dentro dos valores
referidos e também podemos observar que o vinho branco e rosado tém um pH mais semelhante
e 0 vinho tinto tem um pH mais alto que os restantes vinhos o que se encontra em conformidade

com o descrito anteriormente.
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3.2.Estabilidade Proteica

Os ensaios de estabilidade proteica, como referido anteriormente, apenas foram realizados
no vinho branco e vinho rosado, cujos resultados foram analisados e comparados com 0s
resultados obtidos pelo laboratério externo.

Os resultados apresentados séo resultado da média de cerca de 20-30 réplicas no caso do
método do bentocheck e cerca de 17 réplicas no método do banho-maria, sendo que todos os

resultados foram sujeitos ao teste Q de rejeicao de resultados com 90 % confianca.

3.2.1. Sistema Bentocheck

A utiliza¢8@o da solucdo Bentocheck é uma forma rapida e facil de perceber se um vinho se
encontra estavel proteicamente. Esta solugdo ao ser adicionada no vinho provoca a
desnaturacdo de possiveis proteinas instaveis no vinho que se traduz pelo aparecimento de
turvacéo, podendo este ser quantificado. Posto isto e de forma a averiguar se € um bom método
para determinacgéo deste tipo de estabilidade, foram realizados dois ensaios. No primeiro ensaio
foi adicionada ao vinho a solugdo de bentocheck e no segundo ensaios além de adicionada a
solugédo de bentocheck, também foi adicionado tanino galico a 5 %, introduzindo assim mais um
factor destabilizante no vinho. Para determinar a dose de bentonite, Pluxbenton N, com a qual o

vinho obtém a estabilidade foram testadas as doses de 0, 40, 60 e 80 g/hL de Pluxbenton N.

i) Vinho Branco
Sao apresentados na Tabela 3.2 os resultados obtidos em cada método testado e para cada

dose de bentonite aplicada no vinho branco.

Tabela 3.2: Variagcdo de turbidez, com e sem tanino, obtida para cada dose de Pluxbenton N

testada no vinho branco e respectiva avaliagdo.

Dose Pluxbenton N (g/hL) ATurbidez (NTU) Avaliagéo
0 61,76 = 9,07 Instavel
'% 40 0,99+ 0,61 Estavel
% 60 0,37+0,14 Estavel
K 80 0,27 £ 0,12 Estavel
0 74,29 + 15,64 Instavel
o
% 40 1,06 + 0,58 Estavel
% 60 0,69 + 0,25 Estavel
° 80 0,44 £ 0,21 Estavel
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Para uma melhor visualizagéo dos resultados, é apresentado na Figura 3.1 um gréfico que

ilustra a turbidez em funcéo da dose de bentonite aplicada no vinho.

® Sem tanino

® Com tanino

50,00

40,00

ATurbidez (NTU)

30,00
20,00
10,00

0,00 ® o e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Dose bentonite (g/hL)

Figura 3.1: Efeito de diferentes doses de Pluxbenton N na varia¢&éo de turbidez no vinho branco.

ii) Vinho Rosado

Sao apresentados na Tabela 3.3 os resultados obtidos em cada método testado e para cada
dose de bentonite aplicada no vinho rosado.

Tabela 3.3: Variagdo de turbidez, com e sem tanino, obtida para cada dose de Pluxbenton N
testada no vinho rosado e respectiva avalia¢ao.

Dose Pluxbenton N (g/hL) ATurbidez (NTU) Avaliagao
0 0,30 £ 0,24 Estavel
% 40 0,16 + 0,09 Estavel
;E: 60 0,14 + 0,07 Estavel
g 80 0,18+ 0,11 Estavel
0 0,19+ 0,11 Estavel
o
% 40 0,10 £ 0,05 Estével
% 60 0,13+ 0,10 Estavel
° 80 0,18 + 0,10 Estavel
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Para uma melhor visualizagéo dos resultados, é apresentado na Figura 3.2 um gréfico que

ilustra a turbidez em funcéo da dose de bentonite aplicada no vinho.
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Figura 3.2: Efeito de diferentes doses de Pluxbenton N na variacdo de turbidez no vinho rosado.

Com base nos resultados obtidos pelo método do bentocheck com e sem tanino, podemos
observar na Figura 3.1, que no vinho branco a adi¢éo de tanino causou um aumento de turvacéo,
guando comparado com os valores obtidos sem a adicéo de tanino o que demonstra que é de
facto verdade que o tanino provoca instabilidade no vinho visto que este composto é susceptivel
de se ligar as proteinas provocando a sua precipitacao.

Também podemos constatar na Tabela 3.2 que quanto maior é a dose de bentonite aplicada
no vinho, mais estéavel o vinho branco se encontra, uma vez que os valores de turvacdo diminuem
com a dose de bentonite aplicada.

Em relacéo a avaliagdo da estabilidade do vinho branco, é possivel estabelecer a dose
minima de bentonite a qual este vinho se encontra estavel em ambos os métodos. No teste sem
tanino, o valor maximo tabelado a que um vinho se encontra estavel é de 2 NTU e no teste com
tanino é de no maximo 10 NTU.

Tendo em conta estas condi¢des seria sugerida assim a aplicagdo de 40 g/hL de Pluxbenton
N, dado que o valor de turbidez obtido foi de 0,99 + 0,61 NTU no caso do teste sem tanino e de
1,06 £ 0,58 NTU no teste com adi¢ao de tanino ao vinho.

Em contrapartida, no vinho rosado é possivel observar na Figura 3.2 também uma diminuicdo
na turbidez com o aumento da dose de bentonite aplicada, no entanto ndo € significativa uma
vez que os valores de turbidez estdo muito proximos uns dos outros. Esta situagcdo pode ser

explicada pelo facto de o vinho ja se encontrar estavel sem a aplicacdo de qualquer quantidade
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de bentonite, ja que ao analisar a Tabela 3.3 o valor de turbidez sem qualquer aplicacéo de
bentonite foi de 0,30 = 0,24 NTU no caso do teste sem tanino e de 0,19 + 0,11 NTU no teste
com adicao de tanino, ou seja bastante inferior ao valor maximo em que um vinho esta estavel.
Como estes valores de turvagéo estdo muito baixos, demonstra que o vinho se encontra muito
estavel e por isso qualquer adicdo de bentonite ndo aumentara a estabilidade do vinho.

No entanto, como medida de seguranca, a Casa Relvas prefere que seja aplicada uma dose
minima de bentonite por forma a garantir a estabilidade e consequentemente a qualidade do

produto. Com base nisso, seria recomendada a aplicacao de 40 g/hL de Pluxbenton N.

3.2.2. Banho-maria

Tal como no método anterior, neste método também foram avaliados diversos factores, como a
utilizacé@o de tanino e ainda a avaliacdo do tempo de exposi¢do a temperatura de 80 °C, para
estabelecer quais as melhores condi¢cdes que optimizam este método. Para determinar a dose
de bentonite a que o vinho fica estavel e comparar ambos os métodos foram testadas as doses
de 0, 40, 60 e 80 g/hL de Pluxbenton N.

i) Vinho Branco
Na Tabela 3.4 sdo apresentados os resultados obtidos em cada método testado para cada

dose de bentonite aplicada no vinho branco, ao longo do tempo no banho-maria a 80 °C.

Tabela 3.4: Variacdo de turbidez ao longo do tempo, obtida para cada dose de Pluxbenton N

testada no vinho branco.

Dose ATurbidez (NTU)
Pluxbenton N
(9/hL)
0 0,35+ 0,39 0,24 + 0,15 0,68 + 0,33 3,23+ 2,00
% 40 0,12+ 0,11 0,12 + 0,08 0,22+ 0,12 0,50 + 0,26
;E: 60 0,20+ 0,16 0,23+ 0,16 0,31+0,21 0,54 + 0,35
7 80 0,09 £ 0,09 0,13+0,13 0,22 + 0,17 0,31+0,21
0 53,77 +14,60 | 71,08+ 1523 | 88,76 +16,84 | 116,56 + 9,60
'% 40 0,64 + 0,46 3,12+2,82 7,76 £5,15 10,67 + 5,97
% 60 0,08 £ 0,17 0,54 + 0,45 1,71 +1,20 3,54+ 2,04
° 80 0,02 + 0,05 0,06 = 0,09 0,61 + 0,46 1,46 £ 1,13
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Para uma melhor visualizacédo dos resultados, é apresentado na Figura 3.3 e Figura 3.4, 0s
graficos que ilustram os valores de turbidez ao longo do tempo de permanéncia no banho-maria

a 80 °C para cada dose de bentonite aplicada no vinho branco, sem e com tanino,
respectivamente.
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Figura 3.3: Variacao de turbidez em funcao do tempo de permanéncia no banho-maria a 80 °C

sem tanino, para cada dose de bentonite aplicada no vinho branco e respectivos desvios-padrao.
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Figura 3.4: Variacdo de turbidez em funcdo do tempo de permanéncia no banho-maria a 80 °C

com tanino, para cada dose de bentonite aplicada no vinho branco e respectivos desvios-padréo.



1) Vinho Rosado
Na Tabela 3.5 séo apresentados os resultados obtidos em cada método testado para cada dose

de bentonite aplicada no vinho rosado, ao longo do tempo no banho-maria a 80 °C.

Tabela 3.5: Variacdo de turbidez ao longo do tempo, obtida para cada dose de Pluxbenton N

testada no vinho rosado.

Dose ATurbidez (NTU)
Pluxbenton N
(9/hL)
0 0,01 + 0,02 0,01 + 0,02 0,03 + 0,04 0,03+ 0,04
% 40 0,03 + 0,03 0,07 + 0,09 0,15+ 0,10 0,09 + 0,07
% 60 0,04 + 0,03 0,04 + 0,04 0,28 + 0,19 0,19+0,12
7 80 0,04 + 0,06 0,02 + 0,05 0,12+0,12 0,06 + 0,07
0 0,08 + 0,08 0,20 + 0,11 1,62 + 1,87 1,81+ 1,65
o
% 40 0,00 + 0,00 0,02 + 0,02 0,23 + 0,02 0,44 + 0,42
% 60 0,05 + 0,06 0,06 + 0,08 0,56 + 0,60 1,23 + 1,62
° 80 0,06 + 0,07 0,06 + 0,07 0,34+ 0,24 0,85+ 0,81

Para uma melhor visualiza¢do dos resultados, é apresentado na Figura 3.5 e Figura 3.6, 0s
gréficos que ilustram os valores de turbidez ao longo do tempo de permanéncia no banho-maria

a 80 °C para cada dose de bentonite aplicada no vinho rosado, sem e com tanino,

respectivamente.
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Figura 3.5: Variacdo de turbidez em funcdo do tempo de permanéncia no banho-maria a 80 °C

sem tanino, para cada dose de bentonite aplicada no vinho rosado e respectivos desvios-padréo.
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Figura 3.6: Variacao de turbidez em funcao do tempo de permanéncia no banho-maria a 80 °C

com tanino, para cada dose de bentonite aplicada no vinho rosado e respectivos desvios-padrao.

Considerando os resultados expostos na Tabela 3.4 e Tabela 3.5, é possivel constatar que
os resultados sem e com adi¢éo de tanino ao vinho apresentaram alguma diferencga, os valores
que resultaram do teste do banho-maria com tanino foram mais altos quando comparados com
os obtidos sem adicdo de tanino. Como ja foi referido anteriormente, o tanino causa instabilidade
no vinho, e como a instabilidade é evidenciada pelo aumento de turvac¢éo no vinho justifica assim
que os valores obtidos, medidos em NTU, tenham sido mais altos no teste com tanino.

No caso do vinho branco, ao observar a Figura 3.3 e Figura 3.4, que corresponde ao método
do banho-maria a 80 °C sem e com tanino, respectivamente, vé-se uma evolucdo na estabilidade
do vinho ao longo do tempo de permanéncia no banho a 80 °C tanto sem, como com tanino.

E possivel observar que ao longo do tempo no banho, o valor de turvagéo aumenta, ou seja,
a estabilidade do vinho diminui. Assim, € viavel presumir que, quanto mais tempo o vinho estiver
sujeito a temperatura de 80 °C mais fica instavel, sendo que as 6 h foi o tempo a que o vinho
apresentou uma menor estabilidade. Isto demonstra que a estabilidade do vinho é influenciada
pelo calor e consequentemente pelo tempo em que esté exposto a este.

Por outro lado, também se pode constatar que tal como nos outros métodos, a estabilidade
aumenta com o aumento da dose de bentonite aplicada no vinho, tornando assim possivel indicar
a quantidade de bentonite a que o vinho obtém a estabilidade proteica.

Na analise sem tanino, considerando os valores de turvacdo da Tabela 3.4, o vinho branco
apresentou numa mesma dose, resultados estaveis e instaveis, por exemplo sem adicionar
qualquer bentonite, os resultados foram inferiores a 2 NTU ao longo das 4h, o que indica que o
vinho se encontrava estavel, no entanto as 6h no banho o vinho passou a estar instavel

apresentando o valor de 3,23 + 2,00 NTU.
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Tendo em conta este resultado de instavel as 6 h e que na dose seguinte de 40 g/hL de
Pluxbenton N, as 6 h o vinho ja indicou um valor de 0,50 + 0,26 NTU, inferior a 2 NTU, segundo
este método sem tanino, seria recomendada a aplicagdo de 40 g/hL de Pluxbenton N.

No entanto, ao avaliar os resultados obtidos com a adicdo de tanino, observa-se que ao
contrario dos resultados anteriores com a dose de 40 g/hL de Pluxbenton N, o vinho as 6h esta
instavel apresentando um valor de 10,67 £ 5,97 NTU, e por isso superior a 10 NTU.

Em suma, e tendo em conta estes dados, seria recomendada a aplicacdo de 60 g/hL de
Pluxbenton N, visto que na presenca de tanino o vinho branco esta mais sujeito a instabilidade
devido ao facto de o tanino provocar a precipitacéo de proteinas e por isso este método permite
maior seguranga em termos de estabilidade proteica.

Estes resultados, quando comparados com 0s resultados obtidos no ensaio do Bentockeck,
néo se encontram de acordo, visto que anteriormente com a dose de 40 g/hL de Pluxbenton N o
vinho ja era considerado estavel. Isto poder4 por em causa se a avaliacdo da estabilidade do
vinho a 80 °C durante 6 h ser& levar o vinho a um extremo desnecessario.

Ao analisar os resultados do vinho rosado representados na Figura 3.5 e Figura 3.6, observa-
se que ao longo do tempo de permanéncia no banho a 80 °C tanto sem, como com tanino ha um
aumento da instabilidade do vinho. Contudo esta varia¢géo foi menor, em compara¢cdo com o que
sucedeu com o vinho branco, especialmente sem adi¢do de tanino ao vinho, pois neste caso 0s
valores de turvacdo ndo variaram muito, mantendo-se um tanto estaveis e proéximos uns dos
outros, ao contrario do método com a adi¢do de tanino, cuja variagdo fez-se notar mais, sendo
possivel observar um aumento gradual da turvacéo e assim da instabilidade proteica.

Tal como anteriormente, para o outro vinho, neste vinho também é possivel verificar, mesmo
ndo sendo esta alteracdo muito notavel, que ao aumentar a dose de bentonite, a turvacdo do
vinho diminui ficando assim o vinho mais estavel.

Sem aplicar qualquer quantidade de bentonite no vinho rosado, sem e com tanino, ambos os
resultados foram estaveis, mesmo apos as 6 h exposto ao banho-maria a 80 °C, cujos resultados
foram de 0,03 + 0,04 NTU e 1,81 + 1,65 NTU, respectivamente. A semelhanca do ensaio com o
bentocheck também neste ensaio é recomendada a aplicagdo de 40 g/hL de Pluxbenton N no
vinho rosado, visto que o que prevalece é a seguranc¢a da qualidade do vinho.

Por forma a validar estes resultados obtidos pelo método do banho-maria a 80 °C durante 6
h, foi pedido a um laboratério externo que executasse em paralelo, ambos os métodos (sem e
com tanino) com estes vinhos, cujos resultados (Anexo |) foram bastante semelhantes. Os
resultados mostraram que, por exemplo no vinho branco com aplicacéo de 40 g/hL de Pluxbenton
N, também foi obtida instabilidade com tanino as 6 h. Contrariamente, no vinho rosado, sem
aplicacédo de bentonite, ou seja, 0 g/hL de Pluxbenton N, o resultado sem tanino as 6 h foi de
instavel, ao contrario do resultado obtido internamente, no entanto verificamos que a partir das
4 h no banho, as leituras de turvacdo aumentam de forma bastante rapida ao contrario das

restantes, o que pode dar a indicagdo de um possivel erro.

Ap6és estes resultados, a empresa decidiu optar por utilizar este método do banho-maria a

80 °C com a aplicagdo de tanino, e realizar o ensaio durante as seis horas pois este teste mostrou
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que pode desta forma servir como um bom indicador da estabilidade no vinho, visto que leva o
vinho a condi¢des extremas, garantindo assim a estabilidade do mesmo sob quaisquer condi¢es
a que possa estar sujeito desde o engarrafamento, expedicao e transporte até ao consumidor.

Contudo, também seria importante avaliar por outro lado, se a utilizagédo deste método nestas
condicdes ndo podera dar uso a uma utilizacéo excessiva de bentonite, visto que foi demonstrado
por Lira et al. (2015) que a bentonite tem efeitos negativos no aroma do vinho, sendo importante
a otimizacao da dose e 0 momento da sua aplicacdo. Neste artigo, os resultados mostraram que
a adicdo de bentonite durante a fermentacéo (especialmente no meio e fim) reduziu a dose total
necessaria para a estabilizagao proteica de vinhos e manteve as suas caracteristicas sensoriais
(Lira et al., 2015).

3.3.Estabilidade Tartarica

Ap6és realizados os diferentes ensaios para determinar a estabilidade tartarica nos trés vinhos:
vinho branco, vinho rosado e no vinho tinto, os resultados foram analisados e comparados com

0s resultados obtidos pelo laboratério externo.

3.3.1. Teste de permanénciano frio

Um dos ensaios realizados foi o teste de permanéncia do frio, no qual o vinho foi submetido
a trés condicdes diferentes: -4 °C durante 24 h, -4 °C durante 4 dias e 0 °C durante 4 dias.

i) Vinho Branco
Para determinar a dose de Cellogum L com a qual vinho branco obtém a estabilidade tartarica,
foram realizados ensaios testando as doses de 0, 100, 150 e 200 mL/hL de Cellogum L.
Apé6s atingir a temperatura ambiente foram obtidos os seguintes resultados qualitativos

apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Avaliacdo da estabilidade tartarica em funcéo da dose de Cellogum L testada no

vinho branco.

Avaliacéo
Dose de Cellogum L (mL/hL)
-4 °C, 4 dias 0 °C, 4 dias
0 Instavel * Instavel Instavel
100 Estavel Estavel Estavel
150 Estavel Estavel Estavel
200 Estavel Estavel Estavel

Nota: Instavel- Com cristais; Estavel- Sem cristais
*cristais pouco desenvolvidos
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i) Vinho Rosado
Para determinar a dose de Cellogum L com a qual vinho rosado obtém a estabilidade tartarica,
foram realizados ensaios testando as doses de 0, 100, 150 e 200 mL/hL de Cellogum L.
Apés atingir a temperatura ambiente foram obtidos os seguintes resultados qualitativos
apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: Avaliacdo da estabilidade tartarica em funcao da dose de Cellogum L testada no

vinho rosado.

Avaliacéo
Dose de Cellogum L (mL/hL)
-4 °C, 4 dias 0 °C, 4 dias
0 Instavel * Instavel Instavel
100 Estavel Estavel Estavel
150 Estavel Estavel Estavel
200 Estavel Estavel Estavel

Nota: Instavel- Com cristais; Estavel- Sem cristais
*cristais pouco desenvolvidos

iii) Vinho Tinto
Para determinar a dose de Citrogum com a qual vinho tinto obtém a estabilidade tartarica,
foram realizados ensaios testando as doses de 0, 50, 100, 150 e 200 mL/hL de Citrogum.
Apé6s atingir a temperatura ambiente foram obtidos os seguintes resultados qualitativos

apresentados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Avaliacdo da estabilidade tartarica em funcéo da dose de Citrogum testada no vinho

tinto.
Avaliacao
Dose de Citrogum (mL/hL)
-4 °C, 4 dias 0 °C, 4 dias
0 Instavel * Instavel Instavel
50 Estével Estavel Estével
100 Estével Estavel Estével
150 Estavel Estavel Estavel
200 Estavel Estavel Estavel

Nota: Instavel- Com cristais; Estavel- Sem cristais

*cristais pouco desenvolvidos
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Ao analisar os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados para cada vinho
apresentados nas Tabela 3.6, Tabela 3.7 e Tabela 3.8, observa-se que todos os métodos
apresentaram resultados semelhantes em termos de avaliagéo da estabilidade tartérica.

Desta forma, € assim possivel estabelecer a dose do respectivo estabilizante tartarico que
permite tornar o vinho tartaricamente estavel.

Tendo em conta a andlise dos resultados, o vinho branco e rosado estd estavel com a
aplicacdo de 100 mL/hL Cellogum L e no caso do vinho tinto é necessaria a aplicacdo de 50
mL/hL de Citrogum.

Contudo, apesar de em todos 0s ensaios se ter obtido o mesmo resultado, existiram
diferencas no que foi observado em cada ensaio. Quando o vinho foi sujeito a -4 °C durante 24 h
observou-se a presenca de cristais menos desenvolvidos quando comparado quando o vinho foi
sujeito a -4 °C durante 4 dias e 0 °C durante 4 dias que permitiu uma melhor visualizacdo dos
cristais. Este fendmeno pode dever-se ao facto de como o vinho foi mantido no frio durante um
curto periodo de tempo, os cristais tiveram pouco tempo para se desenvolver.

Por isso e tendo em conta que este método € um método qualitativo e assim sujeito a alguns
erros, devido a sua avaliagdo através da observacdo, os métodos de permanéncia no frio que
permitem uma melhor avaliagdo da estabilidade tartarica, sdo aqueles em que o vinho foi mantido
a -4 °C durante 4 dias e 0 °C durante 4 dias.

No entanto, como estes dois métodos demoram algum tempo, mais precisamente 4 dias até
obter o resultado, a nivel industrial isto ndo responde as necessidades, uma vez que é necessario
obter resultados rapidos e fidveis, num curto espago de tempo. Desta forma, foi testado o método

de mini-contacto, visto que € um método quantitativo e rapido.

3.3.2. Teste mini-contacto

Neste teste as doses testadas foram as mesmas que para o teste de permanéncia no frio e
foi aplicado 4 g/hL de bitartarato de potassio. Os resultados apresentados séo resultado da média
de cerca de 12 réplicas, sendo que todos os resultados foram sujeitos ao teste Q de rejeicéo de
resultados com 90 % confianga.

i) Vinho Branco
Apos leitura da condutividade inicial e ao fim de 10 min a 0 °C, foi calculada a variacédo da

condutividade durante os 10 min, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 3.9.

52



Tabela 3.9: Variacdo de condutividade para cada dose de Cellogum L testada no vinho branco

e respectiva avaliagéo.

Dose Cellogum L (mL/hL) ACondutividade (pS) Avaliacao
0 171+ 28 Instavel
100 207 Estével
150 22+6 Estavel
200 17+ 4 Estavel

Para uma melhor visualizagdo dos resultados, é apresentado na Figura 3.7 um grafico que

ilustra a condutividade em fung&o da dose do respectivo estabilizante tartarico aplicado.
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Figura 3.7: Variacdo de condutividade em funcdo da dose de Cellogum L testada no vinho

branco e respectivos desvios-padréo.

i) Vinho Rosado
Apos leitura da condutividade inicial e ao fim de 10 min a 0 °C, foi calculada a variacédo da

condutividade durante os 10 min, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10: Variacdo de condutividade para cada dose de Cellogum L testada no vinho rosado

e respectiva avaliagéo.

Dose Cellogum L (mL/hL) ACondutividade (pS) Avaliacao
0 176 + 27 Instavel
100 22+8 Estével
150 239 Estavel
200 19+6 Estavel

Para uma melhor visualiza¢éo dos resultados, é apresentado na Figura 3.8 um gréfico que

ilustra a condutividade em fun¢&o da dose do respectivo estabilizante tartarico aplicado.
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Figura 3.8: Variacdo de condutividade em funcdo da dose de Cellogum L testada no vinho

rosado e respectivos desvios-padréo.

iii) Vinho Tinto
Apos leitura da condutividade inicial e ao fim de 10 min a 0 °C, foi calculada a variagdo da

condutividade durante os 10 min, cujos resultados sdo apresentados na Tabela .
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Tabela 3.11: Variacdo de condutividade para cada dose de Citrogum testada no vinho tinto e

respectiva avaliagao.

Dose Citrogum (mL/hL) ACondutividade (pS) Avaliacéo
0 59 + 16 Instavel
50 269 Estavel
100 24+14 Estével
150 229 Estavel
200 208 Estavel

Para uma melhor visualizagdo dos resultados, é apresentado na Figura 3.9 um grafico que

ilustra a condutividade em fung&o da dose do respectivo estabilizante tartarico aplicado.
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Figura 3.9: Variacdo de condutividade em funcdo da dose de Citrogum testada no vinho tinto e

respectivos desvios-padrao.

Com base nos resultados obtidos por este método em qualquer um dos trés vinhos,
verificamos que pela andlise da Figura 3.7, Figura 3.8 e Figura 3.9, como seria de prever, a
condutividade diminui @ medida que a dose de estabilizante aumenta, ou seja, quanto maior for
a concentracdo de estabilizante tartarico adicionada ao vinho mais estavel tartaricamente o vinho
fica.

O valor maximo de condutividade a que um vinho se encontra estavel € de 30 uS e foi

estabelecido pela Casa Relvas ao avaliar diversas referéncias.
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Desta forma ao analisar os resultados obtidos em cada um dos vinhos, verificamos que no
vinho branco (Tabela 3.9) a dose de Cellogum L necessaria para estabilizar o vinho
tartaricamente € de 100 mL/hL, visto apresentar um valor de condutividade de 20 + 7 uS que é
inferior a 30 uS.

Da mesma forma, no vinho rosado (Tabela 3.10), no minimo deve ser aplicada a dose de 100
mL/hL de Cellogum L cujo valor de condutividade obtido foi de 22 + 8 uS.

No vinho tinto (Tabela 3.11) foi testado outro estabilizante, o Citrogum, o qual torna este vinho
tartaricamente estavel com a aplicacdo de no minimo 50 mL/hL de Citrogum correspondente ao
valor de condutividade de 26 + 9 uS.

Desta forma, € possivel afirmar que tal como no estudo de Gerbaud et al. (2010) verificou-se
gue a CMC inibe a cristalizagdo de KHT e o seu efeito inibitério aumentou exponencialmente
com o aumento da concentracdo de CMC, o que demontra que a CMC tem um forte efeito inibidor
sendo assim eficiente na estabilidade tartarica (Gerbaud et al., 2010).

Por comparacéo dos resultados obtidos com os resultados do laboratério externo (Anexo | e
II), é possivel afirmar que estes corroboram estes resultados, uma vez que em termos de
avaliacdo, os resultados foram os mesmos, ou seja, as doses de aplicacdo recomendadas de
Cellogum L no vinho branco e rosado foi de 100 mL/hL e de Citrogum no vinho tinto foi de 50
mL/hL, o que da a indicacdo que este método pode assim ser utilizado na determinacdo da
estabilidade tartérica dos vinhos.

Ao analisar os desvios-padrédo obtidos em cada ensaio, é de destacar que os valores se
encontram um pouco altos. Este facto pode dever-se as condigbes em que este método foi
executado. Um exemplo é a temperatura inicial e final a que é feita a leitura da condutividade,
pois como é sabido, a condutividade depende da temperatura e devido a auséncia de um
equipamento que permita ler a condutividade no momento certo, ou seja a 0 °C, esta pode variar,
que neste caso foi 0 que aconteceu, devido a impossibilidade de manter a temperatura.

De forma a executar este método 0 mais isento de desvios e assim similar com o que um
equipamento, por exemplo o CheckStab faz, que é o arrefecimento da solucdo até 0 °C, lendo
imediatamente a condutividade e mantendo a temperatura a 0 °C durante todo periodo de tempo
em ensaio. Neste caso esse arrefecimento da solugdo foi feito num congelador até cerca de
0£0,5 °C, foi lida a condutividade e mantida num agitador cuja temperatura foi controlada com
gelo. Apds os 10 min, ou seja, quando foi realizada a segunda leitura a temperatura ja ndo era
igual & inicial, no entanto foi controlada de forma a que fosse cerca de 0 + 0,5 °C. Devido a esta

diferenca de temperaturas inicial e final, os valores podem assim ter sido condicionados.
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3.4.Estabilidade Corante

Para determinar a dose de Maxigum com a qual o vinho tinto obtém a estabilidade em relacao

a matéria corante, foram realizados ensaios testando as doses de 0, 50 e 100 mL/hL de Maxigum.

3.4.1. Teste de permanéncia no frio
Neste ensaio o vinho testado é o vinho tinto, este foi mantido a 0 °C durante 24 h sendo que
para cada ensaio foram realizadas seis réplicas.

Na Tabela 3.12 sdo apresentados os resultados de cada ensaio ap6s este periodo de tempo.

Tabela 3.12: Avaliagdo qualitativa para cada dose de Maxigum testada no vinho tinto.

Dose de Maxigum (mL/hL) Observactes Avaliacéo
0 Sem formacéo de depdsito Estavel

50 Sem formagéo de depdsito Estavel

100 Sem formagéo de depdsito Estavel

Com os resultados apresentados na Tabela 3.12 podemos concluir que a matéria corante
esta estavel sem a aplicacdo de qualquer quantidade de Maxigum no vinho. Ainda assim, de
forma a assegurar que a estabilidade do vinho se mantém ao longo do armazenamento, foi
recomendada a aplicacdo de 50 mL/hL de Maxigum, visto que ao ndo se aplicar nenhuma
quantidade de Maxigum a matéria corante coloidal pode-se formar durante o envelhecimento, se
for sujeito a baixas temperaturas, surgindo assim o aparecimento de precipitados corantes no
fundo da garrafa de vinho resultantes da instabilidade (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Ao comparar estes resultados com os resultados do laboratério externo (Anexo IlI),
verificamos que ambos estdo em concordancia, visto que o controlo, ou seja o0 vinho tinto sem
aplicagdo de Maxigum j& se encontra estavel, no entanto também é recomendada a aplicagéo
de 50 mL/hL de Maxigum, de forma a assegurar a permanéncia da estabilidade da matéria

corante.
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Estabilidade proteica, tartarica e corante em vinhos: Implementacdo de metodologias de analise
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Capitulo 1V

4. Conclusoes

Inicialmente a empresa Casa Relvas estabelecia a quantidade de clarificante, bem como a de
estabilizantes tartaricos e corantes para aplicacdo no vinho através do aconselhamento de
laboratérios externos.

Por isso, surgiu este trabalho que teve como objectivo a implementacdo de metodologias de
andlise de estabilidade dos vinhos que permitissem a Casa Relvas, obter a autonomia necessaria

a esta avaliagdo e reduzir os custos internos inerentes a subcontratacdo deste tipo de servicos.

Desta forma, foram estudados trés tipos de instabilidades que podem surgir no vinho, tais como,
a instabilidade proteica, tartarica e corante.

Para cada estabilidade foram avaliados diferentes métodos que se encontram referenciados
em estudos cientificos, que fossem possiveis de executar tendo em conta as necessidades

produtivas, bem como reproduziveis tendo em conta 0s recursos internos da organizagao.

Posto isto, foi definido o estudo da estabilidade proteica através de métodos como a utilizagéo
da solucao de bentocheck como também o teste térmico do banho-maria a 80 °C, ambos sem e
com adicéo de tanino.

Os resultados obtidos demonstraram que ambos os métodos permitem determinar a
estabilidade dos vinhos, contudo o método implementado e que melhor se adequa a esta
determinacéo é o teste térmico em banho-maria a 80 °C, com tanino durante 6 h, pois devido a
instabilidade a que encontra sujeito o vinho, torna-o mais fidvel, uma vez que garante a
estabilidade sob condi¢des criticas.

Tendo em conta o anteriormente referido, apds analise da estabilidade dos vinhos em estudo,
foi assim recomendada a aplicacdo de 60 g/hL de Pluxbenton N no vinho branco e de 40 g/hL de

Pluxbenton N no vinho rosado.

Além disso, para avaliar a estabilidade tartarica foram estudados diversos métodos, como é o
caso do método de permanéncia no frio, incluindo diversas variagbes em termos das condicdes
a que o vinho esta sujeito, tal como também foi avaliado o teste de mini-contacto.

Estes métodos permitiram determinar a estabilidade do vinho, em que ambos apresentaram
resultados semelhantes, no entanto por ser um teste quantitativo e deste modo mais fiavel, o
teste de mini-contacto foi o implementado na empresa Casa Relvas.

Desta forma, ao analisar a estabilidade dos vinhos em estudo, determinou-se a aplicacéo de

100 mL/hL de Cellogum L no vinho branco e rosado e de 50 mL/hL de Citrogum no vinho tinto.

Por ultimo, no estudo da estabilidade corante foi executado o método de permanéncia no frio

durante 24 h que mostrou ser um método que permite avaliar a estabilidade da cor dos vinhos.
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Ao avaliar a estabilidade corante do vinho tinto, foi recomendada a aplicagdo de 50 mL/hL de

Maxigum no vinho tinto.

Considerando a implementacéo recente destes métodos para avaliar a estabilidade dos vinhos,
é fundamental que durante algum tempo, 0s ensaios sejam acompanhados, aleatoriamente, e

em paralelo com laboratérios externos, de modo a validar os resultados obtidos internamente.

Como prespectivas futuras, poderia ser enquadrado o estudo e aplicacdo de novos métodos
de estabilizacdo mais rapidos e que minimizem a perda de qualidade dos vinhos, como por
exemplo a tecnologia de separagdo magnética que como ja referido permite obter de forma
selectiva, uma separacao rapida e eficiente das proteinas causadoras de turvacéo nos vinhos,

mas que ao contrario dos métodos utilizados atualmente, ndo altera a qualidade do produto final.
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Anexo |

Tabela A.1: Relatério das estabilidades proteica e tartarica do vinho branco e rosado, obtido pelo laboratério externo.

PARAMETROS ANALITICOS
Estab. Proteica (NTU)
Esp.| Descricdo do Ensaio Testemunha sem tanino Testemunha com tanino Estab. Tartarica (pS)
30 min 2h 4h Gh 30 min 2h 4h 6h
Wt Test + Og/hL PluxBenton N | Estavel (0,38) | Estavel (1,25) |Instavel (3,38) [Instavel (4,12) | Instavel (78,31) | Instavel (78,95) | Instavel (100,09) | Instavel (112,87)
vh | Test + 40g/hL PluxBenton N | Estavel (0,09) | Estavel (0,24) |Estavel (0,53) |Estavel (1,30) Estavel (1,48) Estavel (4,61) Estavel (4,77) Instavel (13,73)
vb | Test + 60g/hL PluxBenton M | Estavel (0,06) | Estavel (0,21) |Estavel (0,45) |Estavel (1,25) Estavel (0,24) Estavel (1,12) Estavel (4,57) Estavel (7,23)
vb | Test + 80g/hL PluxBenton N | Estavel (0,05) | Estavel (0,14) |Estavel (0,25) |Estavel (1,21) Estavel (0,07) Estavel (0,50) Estavel (0,62) Estavel (6,39)
vh Test + 0 mifhL Cellogum L Instavel (197)
v | Test + 100 mifhL Cellogum L Estavel (31)
vb | Test + 150 mlhL Cellogum L Estavel (31)
v | Test + 200 mifhL Cellogum L Estavel (31)
yr | Test+ 0g/hL PluxBenton N | Estavel (0,09) | Estavel (0,09) |Estavel (0,19) |Estavel (1.42) Estavel (1,24) Estavel (1,87) Estavel (8,27) Instavel (11,24)
yr | Test + 40g/hL PluxBenton N | Estavel (0,08) | Estavel (0,08) |Estavel (0,16) |Estavel (0.44) Estavel (0,52) Estavel (1,10) Estavel (1,21) Estavel (3,60)
yr | Test + 60g/hL PluxBenton N | Estavel (0,07) | Estavel (0,08) |Estavel (0,13) |Estavel (0.43) Estavel (0,31) Estavel (0,51) Estavel (1,00) Estavel (3,33)
vyr | Test + 80g/hL PluxBenton N | Estavel (0,03) | Estavel (0,04) |Estavel (0,06) |Estavel (0,07) Estavel (0,03) Estavel (0,08) Estavel (0,57) Estavel (0,95)
wr Test + 0 ml/hL Cellogum L Instavel (193)
vr | Test+ 100 mihL Cellogum L Muito Estavel (36)
vr | Test + 150 ml/hL Cellogum L Muito Estavel (36)
vr | Test + 200 mihL Cellogum L Muito Estavel (37)

Interpretagdo dos resultados estabilidade tartarica:

Vinho Branco:

Muito Estavel <30
Estavel 30-50
Em risco 50-70
Instavel =70

Vinho Tinto e Rosado:

Interpretagio dos resultados estabilidade proteica
Vinhe branco, rosado e tinto:

Muito Estavel <40 Testemunha Testemunha com tanino
Estavel 40-60 Estavel =2 Estavel =10
Em risco 60-80 Instavel =2 Instavel =10
Instavel =80
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Tabela A.2: Relatério da estabilidade tartarica do vinho tinto, obtido pelo laboratério externo.

PARAMETROS ANALITICOS
Data Esp. | Vasilha | Ensaio Descricdo do Ensaio Estab. Proteica (NTU) Estab. Tartarica (uS) Estabilidade Corante (% viv)
18/05/2018 vt Test + 0 ml/hL Citrogum Instavel (87)
18/05/2018 vt Test + 50 mifhL Citrogum Estavel (44)
18/05/2018 vt Test + 100 ml/hL Citrogum Estavel (45)
18/05/2018 vt Test + 150 ml/hL Citrogum Estavel (52)
18/05/2018 vt Test + 200 ml/hL Citrogum Estavel (48)

Interpretagdo dos resultados estabilidade tartarica:

Vinho Branco:

Muito Estavel <30
Estavel 30-50
Em risco 20-70
Instavel =70

Vinheo Tinto e Rosado:

Muito Estavel <40
Estavel 40-60
Em risco 60-80
Instavel >80

Interpretagido dos resultados estabilidade proteica

Vinho branco, rosado e tinto:

Testemunha Testemunha com tanino
Estavel =2 Estavel =10
Instavel =2 Instavel =10
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Anexo Il

Tabela A.3: Relatério da estabilidade corante do vinho tinto, obtido pelo laboratério externo.

ESTABILIDADE CORANTE

Dose recomendada de

Amostra Ensaio com Maxigum Maxi
axigum
Controlo Estével s/ depésito
VT2017 50 mL/hL n.d. 50 mL/hL
100 mL/hL n.d.

n.d. — néo determinado
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Anexo IV

Tabela A.4: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método bentocheck sem adicao de

tanino no vinho branco.

| | ognL 40 g/hL 60 g/hL 80 g/hL |

Dose Pluxbenton N (g/hL)

A Turbidez (NTU)

60,93 16,85 17,50 47,53
68,35 17,19 15,02 59,83
69,32 1,68 0,28 0,26
66,27 1,78 0,49 0,49
62,97 1,56 0,38 0,10
63,81 1,66 0,55 0,07
67,87 1,58 0,20 0,31
65,26 1,62 0,44 0,15
70,06 0,32 0,48 0,31
68,05 0,12 0,59 0,26
71,43 0,21 0,46 0,24
69,37 0,22 0,45 0,52
68,33 0,41 0,46 0,76
70,31 0,26 0,49 0,19
48,58 0,97 0,21 0,29
48,64 154 0,08 0,19
50,12 0,98 0,22 0,33
47,23 0,79 0,24 0,30
48,81 0,99 0,25 0,21
49,56 1,10 0,37 0,43
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Tabela A.5: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método bentocheck com adicéo de
tanino no vinho branco.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

40 g/hL 60 g/hL
81,40 26,74 24,46 60,10
85,90 23,68 23,92 49,20
78,50 9,74 0,56 0,65
78,70 2,28 1,04 0,81
89,00 1,83 0,79 0,55
84,10 1,53 1,08 0,40
76,50 1,70 0,55 0,00
94,30 1,71 1,01 0,74
=} 83,30 1,66 0,88 0,35
Z 85,10 0,42 0,61 0,37
% 83,50 0,41 1,00 0,32
€ 87,00 0,42 0,70 0,50
» 85,70 0,70 0,67 0,36
81,90 0,40 0,81 0,42
55,30 0,57 0,37 1,93
55,10 0,96 0,27 0,45
50,70 0,97 0,33 0,61
48,20 0,87 0,62 0,15
50,80 0,99 0,47 0,29
50,70 0,93 0,68 -
- 0,67 - -
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Tabela A.6: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C sem

adicao de tanino no vinho branco nas doses de 0 e 40 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

0 g/hL |
6h | 3omin | 2h

0,00 | 000 | 036 2,63 0,08 0,21 0,49 0,67

012 | 000 | 070 5,02 0,04 0,25 0,36 0,92

375 | 043 | 1,09 5,40 0,16 0,12 0,24 0,48

004 | 015 | 0027 0,97 0,27 0,12 0,21 0,32

_ 08 | 019 | 031 0,63 0,48 0,23 0,28 0,46
E 008 | 039 | 1,14 7,12 0,10 0,20 0,30 0,63
N 078 | 034 | 057 3,19 0,23 0,09 0,17 0,52
3 101 | 036 | 1,10 2,92 0,26 0,13 0,23 0,35
= 023 | 1,19 | 095 3,96 0,00 0,08 0,09 0,21
< 015 | 025 | 051 1,97 0,00 0,05 0,14 0,58
017 | 029 | 048 1,71 0,74 0,61 0,02 1,07

: - - - 0,22 0,09 0,21 0,31

] ] ) - 0,04 0,00 0,05 0,19

] ] ) - 0,00 0,04 0,12 0,24

Tabela A.7: Valores obtidos de variagdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C sem

adicéo de tanino no vinho branco nas doses de 60 e 80 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)
60 g/hL 80 g/hL |

| 048 | 0,00 0,21 0,44 0,00 0,00 0,00 0,05
0,00 0,00 0,07 0,28 0,12 0,00 0,00 0,00
0,00 0,10 0,12 0,60 0,05 0,35 0,54 0,40
é‘ 0,13 0,31 0,12 0,17 0,03 0,19 0,28 0,45
£ 0,15 0,31 0,18 0,42 0,11 0,27 0,18 0,35
_T“E 0,36 0,52 0,52 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00
= 0,29 0,25 0,60 1,41 0,05 0,06 0,29 0,34
: 0,34 0,39 0,62 0,93 0,25 0,17 0,32 0,64
0,17 0,21 0,32 0,27 0,03 0,01 0,40 0,38
0,00 0,33 0,20 0,34 0,25 0,27 0,19 0,37
0,23 0,11 0,50 0,61 0,15 0,09 0,19 0,45
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Tabela A.8: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C com

adicao de tanino no vinho branco nas doses de 0 e 40 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

0 g/hL |
6h | 3omin | 2h

37,10 | 66,50 = 90,40 | 123,40 | 18,04 | 4044 | 5564 | 7354

36,40 | 5830 | 82,90 | 12490 | 2078 | 3568 | 4858 | 6558

4720 | 5890 | 84,10 | 99,10 | 0,60 758 | 1414 | 17,24

38,00 | 42,10 @ 4470 | 4130 | 1,00 9,16 | 1546 | 19,36

| 4790 | 6000 8300 | 99,00 1,06 482 | 1094 | 12,64
E 51,70 | 76,50 @ 89,30 | 117,30 | 0,15 3,53 627 | 11,68
N | 5580 | 7690 | 9370 | 12370 | 029 3,66 690 | 11,86
S | 5600 7680 9550 | 12150 | 0,46 2,55 4,25 9,05
2 | 71,65 | 87,75 | 103,05 & 118,05 | 0,07 0,69 1,09 1,98
< | 7587 | 8967 | 107,07 | 121,07 | 054 0,54 1,50 2,37
73,00 | 88,50 & 102,60 & 117,60 | 0,02 0,65 1,29 2,27

: - - - 1,41 1,45 9,81 | 11,31

: - - - 1,05 1,76 | 1377 | 17,77

: - - - 1,00 1,06 7,74 9,62

Tabela A.9: Valores obtidos de variagdo da turvacao, no método banho-maria a 80 °C com

adicéo de tanino no vinho branco nas doses de 60 e 80 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)
60 g/hL 80 g/hL |

16 56 35,86 47,56 70,46 25,70 26,40 49,80 68,70
14,42 31,92 43,62 58,22 39,20 31,50 36,30 37,90
0,00 0,27 2,51 3,58 0,00 0,00 0,00 0,29
§ 0,00 0,00 0,35 1,01 0,00 0,00 0,00 0,00
< 0,00 0,49 2,75 4,24 0,00 0,00 0,86 2,09
% 0,00 0,28 0,37 2,35 0,00 0,00 0,18 0,62
'g 0,00 0,39 0,64 1,65 0,00 0,00 0,75 1,04
: 0,00 0,42 0,69 1,63 0,00 0,08 0,47 0,84
0,43 1,13 2,42 5,97 0,00 0,23 1,10 2,73
0,00 0,49 2,11 4,54 0,11 0,18 1,06 3,06
0,32 1,43 3,55 6,85 0,10 0,73 1,07 2,44
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Tabela A.10: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método bentocheck sem adicdo de

tanino no vinho rosado.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

40 g/hL 60 g/hL 80 g/hL
0,11 0,15 0,21 0,37
0,13 0,27 0,27 0,41
0,11 0,04 0,07 0,21
0,18 0,24 0,09 0,10
0,50 0,06 0,08 0,02
0,37 0,12 0,09 0,15
0,11 0,13 0,06 0,12
0,20 0,11 0,09 0,09
0,22 0,14 0,10 0,13
0,16 0,36 0,14 0,10
_ 0,19 0,12 0,09 0,08
E 0,08 0,09 0,09 0,11
N 0,16 0,11 0,09 0,15
g 0,31 0,15 0,15 0,13
= 0,17 0,14 0,18 1,02
< 0,25 0,38 0,25 0,23
0,24 0,12 0,29 0,15
0,33 0,21 0,13 0,38
0,37 0,13 0,13 0,28
0,25 0,12 0,26 0,15
0,19 ] ] )
0,29 ] ] )
0,29 ] ] )
0,20 ] ] )
0,81 ] ] )
0,95 ] ] )
0,15 ] ] ]
1,01 ] ] ]
0,46 ] ] ]
0,19 ] ] ]
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Tabela A.11: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método bentocheck com adicdo de
tanino no vinho rosado.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

40 g/hL 60 g/hL 80 g/hL
0,22 0,17 0,20 0,40
0,07 0,06 0,23 0,17
0,13 0,30 0,10 0,19
0,73 0,05 0,16 0,26
0,39 0,09 0,00 0,34
0,07 0,17 0,07 0,09
0,18 0,08 0,08 0,04
0,13 0,14 0,09 0,18
0,19 0,09 0,03 0,09
0,12 0,07 0,04 0,14
0,22 0,11 0,06 0,17
_ 0,24 0,08 0,01 0,14
E 0,46 0,03 0,00 0,09
N 0,39 0,14 0,19 0,02
3 0,16 0,20 0,21 0,38
= 0,13 0,15 0,30 0,13
< 0,39 0,04 0,14 0,20
0,08 0,10 0,40 0,23
0,19 0,08 0,11 0,14
0,20 0,11 0,15 0,18
0,13 ] ] ]
0,19 ) ] ]
0,19 ) ] ]
0,04 ) ] ]
0,26 ) ] ]
0,10 ) ] ]
0,04 ] ] ]
0,14 ] ] ]
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Tabela A.12: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C sem

adicao de tanino no vinho rosado nas doses de 0 e 40 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

0 g/hL |
018 | 003 | 0,03 - 0,00 0,02 0,17 0,08
1,05 | 005 | 0,12 0,51 0,00 0,25 0,17 0,17
000 | 000 | 000 0,00 0,04 0,05 0,21 0,12
0,00 | 000 | 007 0,00 0,06 0,08 0,13 0,08
000 | 000 | 000 0,00 0,07 0,06 0,22 0,21
0,00 | 000 | 001 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 000 | 000 000 0,00 0,02 0,00 0,05 0,02
3 0,00 | 004 | 001 0,01 0,00 0,00 0,06 0,00
% 0,00 | 009 | 000 0,18 0,04 0,00 0,34 0,16
€ 006 | 016 | 0,00 0,00 0,13 0,21 0,09 0,07
» 0,00 | 000 | 018 0,10 0,22 0,13 0,17 0,10
002 | 005 | 009 0,10 ] ] ] ]
0,00 | 002 | 0,04 0,10 ] ] ] ]
005 | 000 | 005 0,05 ] ] ] ]
0,00 | 000 | 000 0,00 ] ] ] ]
0,00 | 000 | 000 0,00 ] ] ] ]
0,00 | 000 | 000 0,00 ] ] ] ]

Tabela A.13: Valores obtidos de variagdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C sem

adicdo de tanino no vinho rosado nas doses de 60 e 80 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

60 g/hL
0,00 | 0,03 0,34 0,14 0,03 0,02 0,17 0,02
0,00 | 0,05 0,20 0,74 0,00 0,00 0,18 0,05
0,06 0,09 0,52 0,24 0,01 0,00 0,00 0,01
=) 0,05 0,00 0,50 0,28 0,18 0,10 0,11 0,00
Z 004 | 0,10 0,27 0,10 0,03 0,13 0,00 0,03
% 0,01 0,02 0,00 0,03 0,00 0,00 0,04 0,07
E 0,02 0,00 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,22
» 0,03 0,04 | 0,10 0,18 0,01 0,00 0,00 0,00
0,08 0,19 0,27 0,17 0,15 0,00 0,34 0,14
0,08 0,06 0,54 0,38 0,00 0,00 0,16 -
0,09 0,00 0,35 0,31 0,00 0,00 0,30 -
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Tabela A.14: Valores obtidos de variacdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C com

adicéo de tanino no vinho rosado nas doses de 0 e 40 g/hL

Dose Pluxbenton N (g/hL)

0 g/hL |
6h | 3omin | 2h
000 | 041 | 187 414 0,00 0,00 0,77 2,43
0,00 | 000 | 000 0,00 0,00 0,00 0,48 0,96
000 | 013 | 023 3,03 0,00 0,00 0,22 0,17
000 | 016 | 022 0,20 0,00 0,00 0,06 0,01
002 | 013 | 035 3,55 0,00 0,00 0,00 0,55
003 | 010 | 018 0,64 0,01 0,06 0,09 0,17
5 000 | 008 | 017 0,33 0,00 0,05 0,12 0,19
3 005 | 009 | 015 0,30 0,03 0,02 0,12 0,12
% 016 | 031 | 421 2,64 0,00 0,03 0,18 0,47
£ 023 | 031 | 499 3,05 0,13 0,00 0,22 0,43
» 021 | 032 | 499 4,79 0,01 0,20 0,27 1,36
013 | 021 | 3727 0,56 : : : :
010 | 016 | 2,64 0,82 : i i i
017 | 035 | 334 1,33 : : : :
005 | 022 | 032 - i ] ] i
007 | 025 | 031 - i ] ] i
006 | 016 | 0,29 - i } i i

Tabela A.15: Valores obtidos de variagdo da turvacdo, no método banho-maria a 80 °C com

adicdo de tanino no vinho rosado nas doses de 60 e 80 g/hL.

Dose Pluxbenton N (g/hL)

O eew [ wmemw
I T T T I T AP TR O
000 0,00 3,52 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,29 0,29 0,00 0,00 0,45 0,77
0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,59 0,59
§ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00
< 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,26 0,33
% 0,04 0,04 0,21 0,53 0,04 0,15 0,16 0,31
'g 0,07 0,06 0,22 0,41 0,11 0,13 0,18 0,26
: 0,06 0,15 0,33 0,42 0,11 0,12 0,17 0,28
0,15 0,03 1,37 3,85 0,14 0,31 0,61 1,93
0,17 0,24 1,32 3,13 0,19 0,09 0,61 2,11
0,07 0,17 1,55 3,68 0,06 0,12 0,63 1,94
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Tabela A.16: Valores obtidos de variacdo da condutividade no vinho branco nas doses de

Cellogum L testadas.

Dose Cellogum L (mL/hL)

0 mL/hL 100 mL/hL 150 mL/hL 200 mL/hL

157 32 58 80

157 10 10 17

150 12 15 13

@ 125 14 27 17
73’ 159 21 25 13
S 192 22 28 20
'§ 205 25 25 17
'§ 187 16 16 21
2 208 18 23 23
- 30 25 10

- - - 19

- - - 16

Tabela A.17: Valores obtidos de variacdo da condutividade no vinho rosado nas doses de

Cellogum L testadas.

Dose Cellogum L (mL/hL)

200 mL/hL

141 36 26

148 31 23
& 190 23 24 13
% 190 15 17 25
E 199 20 7 17
S 157 25 26 16
g 154 29 42 29
S 156 8 30 26
q 207 23 22 19
213 14 17 13
- - 21 17
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Tabela A.18: Valores obtidos de variagcdo da condutividade no vinho tinto nas doses de Citrogum

testadas.

Dose Cellogum L (mL/hL)

0 mL/hL 50 mL/hL 100 mL/hL 150 mL/hL 200 mL/hL

& 40 22 14 5 17
= 52 10 14 17 17
E 80 13 14 17 14
= 73 34 37 16 6
E; 32 38 52 29 25
§ 72 35 31 33 29
< 69 26 23 32 26
61 30 13 - 35

- - - - 15
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