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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. Nao sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

Marthin Luther King
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Resumo

A estabilidade fisico-quimica de um vinho, como a estabilidade tartarica, séo fatores
fundamentais para a aceitabilidade desta bebida no mercado, face aos requisitos dos
consumidores atuais. Os fendbmenos de precipitacdo tartarica ocorrem de forma natural e
imprevisivel, tornando-se imprescindivel avaliar este tipo de instabilidade no processo de

producéo dos vinhos.

A autorizacdo da adicdo da carboximetilcelulose (CMC) ao vinho, desde 2009 ((UE)
606/2009), veio disponibilizar uma nova forma de se estabilizar o vinho a nivel tartarico. Este
polimero € caracterizado essencialmente pelo seu peso molecular e grau de substituicao,
parametros que afetam diretamente a sua solubilidade em agua.

O principal objetivo do projeto realizado, foi a preparacdo de solu¢cdes aquosas de
diferentes tipos de CMC de forma a verificar qual o intervalo de peso molecular e grau de
substituicdo mais indicado para preparar misturas de carboximetilcelulose com goma
arabica, com o propésito de permitir a estabilizacéo tartéarica de diferentes vinhos.

O CMC testado (CMCp) com um grau de substituicdo de 0,77 e peso molecular de 20
kDa, foi o Unico que permitiu a preparacdo de misturas de CMC com goma arabica, do tipo

Seyal ou Verek.

Através dos ensaios realizados pode verificar-se ainda, que o CMC, demonstrou
poder estabilizante a nivel tartarico tanto na forma elementar (CMC), como em diferentes

misturas (GA + CMC), quando aplicado em vinhos tintos, brancos e rosados.

Palavras chave: Vinho, estabilidade tartarica, carboximetilcelulose, goma arabica.
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Abstract

The physical-chemical stability of a wine, such as tartaric stability, are fundamental
factors for the acceptability of this drink in the market, face to the requirements of the current
consumers. The phenomena of tartaric precipitation occur naturally and unpredictably,

becoming crucial to evaluate this type of instability in the wine production process.

The authorization of the addition of carboxymethylcellulose (CMC) to the wine, since
2009 ((EV) 606/2009), provided a new way to stabilize the wine at a tartaric level. This
polymer is characterized essentially by his molecular weight and degree of substitution,
parameters that directly affect his solubility in water.

The main objective of the project was the preparation of aqueous solutions of different
types of CMC, with the purpose of verifying which molecular weight range and degree of
substitution is the most suited to prepare mixtures of carboxymethylcellulose with arabic
gum, in order to allow the stabilization of different wines.

The tested CMC (CMCb) which shows a substitution degree of 0.77 and molecular
weight of 20 kDa was the only one, that allowed the preparation of CMC mixtures with arabic

gum, Seyal or Verek type.

Through the tests carried out it can be verified that the CMCb has a stabilizing power
at a tartaric level, either in elemental form (CMC) or in different mixtures (GA+CMC), when

applied in red, white and rose wines.

Keywords: Wine, tartaric stability, carboxymethylcellulose, arabic gum.
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Preparacéo e caracterizacdo de diferentes solu¢des de Carboximetilcelulose (CMC):

Efeito na estabilidade tartarica do vinho

Capitulo 1. Introducéo

Ao longo deste capitulo pretende-se dar a conhecer a empresa onde foi realizado o

estagio curricular, assim como, o tema e 0s objetivos propostos para este projeto.
1.1 Enquadramento

Esta dissertacdo enquadra-se no ambito da unidade curricular de
Dissertacao/Estagio, incluida no 4° semestre do Mestrado em Engenharia Quimica - Ramo
Energia e Biorrefinaria, do Departamento de Engenharia Quimica, no Instituto Superior de
Engenharia do Porto. O desenvolvimento experimental deste projeto teve uma duragdo de
aproximadamente 4 meses, com inicio a 3 de abril de 2017 e fim a 31 de julho, e foi
desenvolvido na empresa SAI- Seguranca Alimentar Integrada, LDA, sediada em Paredes,

Portugal.
1.2 Objetivo

A presente dissertagdo tem como tema principal, a preparacdo e caracterizacdo de
diferentes solucdes de carboximetilcelulose (CMC): Efeito na estabilidade tartarica do vinho

e apresenta como principais objetivos:

e Compreender as interagbes, nomeadamente a floculacdo, e as reagbes que
ocorrem em misturas de polissacarideos;

e Caracterizar os polissacarideos (grau de substituicdo, polimerizacao e peso
molecular);

e Desenvolver uma mistura de goma arabica com carboximetilcelulose, tendo
em vista, a sua utilizacdo comercial para estabilizagdo tartérica;

¢ Avaliar o poder estabilizante de misturas de CMC com goma ardbica ao nivel
da estabilidade tartarica, proteica e de matéria corante, em vinhos brancos,

tintos ou rosados.
1.3 Apresentacdo da Empresa

A SAIl é uma empresa que iniciou a sua atividade em 2007, tendo como propdésito
investigar e produzir produtos enolégicos, procedendo posteriormente a sua
comercializacao. Através da sua equipa técnica e laborat6rio, procede ao desenvolvimento e
otimizacdo de produtos e servicos na area de enologia, dando simultaneamente suporte

técnico e analitico aos seus clientes.

A sua atividade engloba diversas areas de conhecimento como a Enologia e

Viticultura, Biotecnologia, Quimica, Microbiologia, Controlo de Qualidade, Gestdo da

1
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Qualidade e Seguranca Alimentar, estando adaptada para ser um interlocutor de confianga

para os seus clientes.

A SAl, conta ainda, com a colaboracdo de varias instituicbes, consultores e
investigadores nacionais e internacionais, procurando assim, um desenvolvimento e uma

melhoria continua de produtos e servicos.

Foi na expetativa da necessidade da manutencéo e qualidade dos seus produtos e
servicos, para melhor satisfazer as necessidades dos seus clientes, que esta empresa
desenvolveu o seu Sistema da Qualidade com base nos pressupostos da norma NP 1SO

9001:2008, planeando uma melhoria continua nos servicos concedidos aos seus utilizadores

[1].
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Capitulo 2 . Estado de arte

2.1 Importancia do sector vitivinicola Portugués

O vinho é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, o que explica, o
aumento continuado da sua producdo, do numero de paises produtores, da qualidade e a
diversidade de vinhos no mercado. O vinho portugués tem conseguido afirmar-se a nivel
internacional, por se distinguir, devido a variedade e particularidade das suas castas e dos
seus terroir, associada a uma boa qualidade e relacdo qualidade-preco [2].

Mundialmente, no ano de 2016, foram produzidos cerca de 259 milhdes de
hectolitros de vinho, sendo a Italia o maior produtor de vinho com uma producéo de 48,8
milhdes de hectolitros. Portugal ocupa a 12" posicédo enquanto pais produtor de vinho a nivel

mundial com uma produgéo anual de cerca de 6 milhfes de hectolitros.

Na figura 2.1, apresenta-se a produgdo Mundial de Vinho dos paises produtores mais

representativos durante o ano de 2016 [3].
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Figura 2.1. Produgdo Mundial de Vinho em 2016 [3].
Embora no ano de 2016 se tenha verificado uma queda na producdo mundial de
vinho de 15 %, relativamente ao ano de 2015, constatou-se que, em Portugal, ao longo dos

altimos anos tem havido uma melhoria a nivel da qualidade do vinho produzido [3].

Em Portugal, existem variagfes climéticas consideraveis em diferentes regides. Em
termos vinicolas essas diferencas de temperaturas podem ser significativas, devido a
influéncia que o clima exerce nas castas. Genericamente, podemos dividir as regides
vinicolas portuguesas em duas grandes regifes: o grupo das que sofrem uma influéncia

moderada dos ventos maritimos (Vinhos verdes, Bairrada, Estremadura e Terras do Sado) e
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o das regides mais quentes (Douro, D&o, Tras-os-Montes, Beira Interior, Ribatejo, Alentejo e
Algarve), porque a qualidade dos vinhos vai depender da regido onde as vinhas se
encontram [4].

Em Portugal, a regido do Douro é a que produz mais vinho, seguindo-se o Alentejo e
Lisboa. O Algarve é das zonas que apresenta uma percentagem pouco significativa na
producéo de vinhos [5].

Na figura 2.2, é apresentada a distribuicdo da producdo de vinho por regido em
Portugal.

Algarve Minho

Alentejo o o
18% 0% 12% T. Montes
1%
P. Setubal /
0,
8% Douro
22%
Lisboa
17%
. Beiras
Tejo 13%
9%
= Minho = T. Montes = Douro = Beiras Tejo
Lisboa P. Setubal = Alentejo Algarve

Figura 2.2. Distribuicao da producéo de vinho em Portugal [5].

Dados de 2015, mostram que Portugal é o 12° pais onde se consome mais vinho no
mundo, sendo os paises com mais consumo de vinho os Estados Unidos, a Franca, Italia e
a Alemanha [6].
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A figura 2.3, ilustra os paises com maior consumo de vinho em 2015.

350 Evolucdo do Consumo Mundial de Vinho

30,0
25,0
20,0

15,0

MilhGes de hL

10,0

Figura 2.3. Maiores consumidores mundiais de vinho em 2015 [6].

Em 2016, a procura de vinho aumentou 0,4 % a nivel mundial em relacdo a 2015, e
constatou-se que os Estados Unidos, a Franga e Italia continuam a liderar o consumo de
vinho per capita. No entanto, Portugal foi considerado o pais com maiores consumidores
desta bebida por habitante, com um consumo de 54 litros por pessoa/ano, seguindo-se a

Franca com 51,8 litros [7].

O dinamismo no sector vinicola também é demonstrado através das exportacdes de
vinho, que nos Ultimos anos, tiveram um desempenho muito positivo. Dados recentes ddo
conta, que 1,5 % do valor total das exportacdes nacionais de bens sdo asseguradas pelo
vinho portugués e que 45% dos vinhos produzidos sdo exportados para paises como o
Brasil e os Estados Unidos. Neste campo Portugal ocupa a 9 posicdo enquanto pais
exportador de vinho tendo vendido cerca de 2,8 milhGes de hectolitros para o estrangeiro o

que corresponde a um volume de negdcios de cerca de 734 milhdes de euros [7,8].

A nivel de quantidade Espanha é o pais que exportou um maior volume de vinho,
cerca de 22,3 milhdes de hectolitros, no entanto, como exporta a baixo preco sé arrecadou
cerca de 2.644 milhdes de euros, um valor muito baixo comparativamente com a Franca que
com as exportagdes alcancou 8.255 milhdes de euros com um volume de 14,1 milhdes de

hectolitros no ano passado.

A quantidade de vinha a nivel mundial, em 2016, manteve-se nos 7,5 milhdes de

hectares [7].
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E reconhecido que ainda existe muita coisa a melhorar no mercado do vinho, mas os
resultados dos Ultimos anos mostram que Portugal estd num bom caminho e que tem um

futuro promissor neste sector.
2.2 Producéao de Vinho

Os acUcares presentes na polpa da uva sao essencialmente a glucose e a frutose.
Durante a fermentacdo alcodlica, as leveduras transformam estes aculcares em etanol e
diéxido de carbono (entre muitos outros compostos), em propor¢cdes semelhantes, segundo

uma reacao exotérmica (equacéao 2.1).
C¢Hy,04 — 2 CH3CH,0H + 2C0, + Calor (2.1)

Na etapa de fermentacdo, existe ainda, o aparecimento de outros produtos em
guantidades menores, como 0 4cido acético, acido lactico, glicerol, acido succinico, outros

alcoois e uma diversidade de compostos aromaticos.

O endlogo tem de controlar todo o processo de fermentagédo, uma vez que pretende
obter vinhos equilibrados, com bom aroma e sabor e com o estilo pretendido em funcdo do
mercado alvo. Durante a fermentag&o alcodlica podem ocorrer varios problemas, como a
paragem prematura da fermentacdo, enquanto o mosto ainda contem agucares por
fermentar, a degradacéo acética ou problemas de oxidacdo. A determinagéo da quantidade
de aclUcar no mosto e o0s agucares redutores no vinho de fermentacdo € realizada
recorrendo a um hidrémetro de densidade. Os métodos mais utilizados sdo o Baumé, Brix,
Balling e Oechsle. Durante o processo de vinificagdo é importante fazer o controlo diario da

densidade e temperatura [9].

As uvas podem ser de varias variedades e dividem-se em uvas de pele clara ou

escura.

Na producdo de vinhos tintos utilizam-se apenas peles de cor escura, que contém
antocianinas e taninos que durante a etapa de maceracdo conferem cor ao vinho tinto. Na
producdo de vinhos brancos € a auséncia de contacto com a pele da uva na fermentacao, e
ndo a cor da uva que distingue a cor do vinho. O vinho branco pode, portanto, ser obtido

através de uvas escuras, sendo importante apenas o suco branco presente na uva.

O vinho rosé é geralmente feito a partir de uvas tintas, cuja separacéo liquido-sélidos
€ muita rapida (segue a tecnologia de produgéo dos vinhos brancos) ficando pouco tempo

em contacto com as peliculas, que vai conferir a sua cor levemente rosada [9,10].

Estes trés tipos de vinhos distinguem-se pela qualidade das uvas, mas também pelo

processo de vinificacdo que lhes dé origem.
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2.2.1 Producéo de Vinho Branco

O vinho branco apresenta uma cor dourada e um sabor frutado. Pode ser produzido
através de uvas brancas e tintas (Blanc de noir), desde que o mosto seja separado o mais
rapidamente possivel da pele da uva, para evitar a passagem de matéria corante.

No processo de fabrico deste tipo de vinho as etapas mais importantes séao:

Desengace e Esmagamento: nesta etapa, as uvas sofrem um processo para retirar
0 engaco (parte lenhosa do cacho) e um processo de esmagamento para fracionar a
pelicula da uva. A aplicacdo de di6xido de enxofre e enzimas também acontece nesta etapa

0 que vai proporcionar uma protecao antioxidante e antisséptica ao vinho.

Decantacdo do mosto: processo onde ocorre a deposicdo dos sélidos em
suspensdo, nomeadamente de particulas vegetais provenientes das uvas esmagadas e
desengacadas, que possam estar em suspensao, o que permite a obtengéo de vinhos mais
elegantes e limpidos, a nivel do aroma e sabor. O parametro de controlo usado é a turbidez

e a mesma apos a clarificacdo do mosto deve estar entre 50 e 250 NTU.

Prensagem: é uma fase do processo que antecede a fermentacéo onde se pretende
libertar o sumo, separando-o das peliculas e grainhas da uva. Nesta etapa extrai-se o
mosto, porque na producdo de vinho branco e rosados as peliculas da uva nado ficam em

contacto com o mosto durante a fermentacgédo alcodlica.

Fermentacdo alcoodlica: A etapa de fermentagdo ocorre naturalmente e consiste
basicamente na transformacéo dos agucares presentes na polpa da uva em etanol e didxido
de carbono, em proporcdes semelhantes. E um processo que acontece a uma temperatura
inferior a 18°C, permitindo conservar 0os aromas caracteristicos das uvas, e tem uma
duragdo que varia entre 10 a 15 dias. Nesta etapa adiciona-se leveduras e nutrientes que

permitem um processo mais completo, regular e com resultados previsiveis.

Trasfega: Operacédo de transferéncia para um novo recipiente, com precaugdo, com

0 objetivo de separar o vinho limpo do depésito ou borra [9,11].

Na figura 2.4, encontra-se representado um esquema sucinto das operacoes

referentes a producgéo de vinho branco.
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Rececéo
Desengace e Aplicacéo de
Esmagamento Sulfuroso e
Enzimas
Decantacéo Prensagem
Aplicagéo de
Leveduras e
Nutrientes
Fermentagé&o
Controlo de
Fermentacéo
(Densidade e
Temperatura)
12 Trasfega

Figura 2.4. Representagdo esquematica do processo de produc¢éo de vinho branco [11].

2.2.2 Producéo de Vinho Tinto

7

Inicialmente o processo de producdo de vinho tinto € semelhante ao descrito
anteriormente para o vinho branco. ApGs a rececao das uvas tintas ocorre o desengace e 0

esmagamento, assim como, a adi¢cdo de diéxido de enxofre e enzimas.

O que difere entre os dois processos € que antes da fermentacdo ndo ocorre
decantacdo nem prensagem [11]. A fermentacdo do vinho tinto acontece com sélidos
presentes na uva, para a cor ser extraida das peliculas. E um processo que ocorre com
temperaturas de aproximadamente 20 / 25 °C ou superiores, com uma duracdo de 5 a 10

dias para vinhos correntes e cerca de 25 dias para vinhos mais elaborados [12].

A maceracdo ocorre juntamente com a fermentacdo e depende do estilo de vinho
que se pretende, € uma etapa em que o vinho é deixado em contacto com as peliculas ap6s

a fermentacao alcodlica até ter a cor, o sabor e a extragdo de taninos pretendida.
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Estando a maceragdo concluida o vinho sofre uma prensagem, um controlo de

fermentagcdo malolatica (FML), uma correcao de sulfuroso e a 12 trasfega [9, 11].

Na figura 2.5, encontra-se representado um esquema sucinto com as operagoes

[ Rececao ]

referentes a produgéo de vinho tinto.

Desengace e 1 (
Esmagamento Aplicacao de
J Sulfuroso e
Enzimas
Aplicagéo de
Leveduras e
Nutrientes _[ Cuba de Fermentagéo ]

Maceracao (Controlo de

Densidade, Temperatura e Cor)
—[ Desencuba ]

Vinho para 1
Controlo de FML

Prensagem ]

J Sulfitacédo e
12 Trasfega

Figura 2.5. Representagdo esquematica do processo de produc¢éo de Vinho Tinto [11].

2.2.3 Producéao de Vinho Rosé

Nos vinhos rosés, as uvas utilizadas normalmente sdo tintas como nos vinhos tintos,
no entanto, o processo de producéo deste tipo de vinho geralmente € muito semelhante ao
da produgcdo do vinho branco (figura 2.4), o que faz com que tenham caracteristicas

semelhantes.

7

O que difere nestas duas bebidas é o contacto com as peliculas da uva, o que

confere ao vinho rosé uma tonalidade diferente e consequentemente outro sabor.

Normalmente, as uvas tintas, apos serem colhidas, desengacadas e esmagadas
passam por uma prensagem. Nesta etapa 0 mosto ja vai apresentar alguma cor e inicia-se a

fermentacéo [2,13].
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2.3 Constituicédo do vinho
2.3.1 Acidos no vinho (acido tartarico e malico)

Apesar de no vinho existirem varios acidos, os mais importantes sdo os acidos
tartarico e o malico, que apesar da sua semelhanc¢a quimica, apresentam metabolismo e

evolucdes diferentes durante o desenvolvimento e maturagéo da uva.

A relacdo entre os dois acidos varia relativamente a casta da uva e as condi¢des de
maturacdo. A proporcdo de acido tartarico nas uvas varia pouco durante a etapa de

maturacao, ao contrario da proporcéo de acido malico que diminui ao longo desta etapa.

No decorrer da fermentacédo o teor de acido tartarico diminui em relagcdo ao presente
no mosto, devido a precipitacdo de tartaratos. O acido malico pode desaparecer
completamente do vinho, por descarboxilagdo em &acido latico e diéxido de carbono, na
fermentagdo malolatica (FML) que pode ocorrer depois da fermentacéo alcodlica.

Estes constituintes apresentam um papel relevante no vinho, conferindo-lhe

estabilidade e um sabor mais refrescante e saboroso.

Para além destes &cidos ainda se encontram presentes outros, como 0 acético e

citrico, em quantidades menores [14].
2.3.2 Minerais no Vinho

O principal mineral presente na polpa da uva € o potassio numa concentracdo
maxima de 2000 mg/L. De entre os outros minerais 0s que estdo presentes mais

significativamente s&@o o calcio e 0 magnésio com uma concentracdo até 200 mg/L.

O potassio € um dos poucos minerais que sao transportados pela seiva através do
floema. O floema facilita o transporte de agucares produzidos na fotossintese. Na etapa de
maturacdo da uva, existe uma relacdo direta entre 0 aumento da concentracdo de potassio
na uva e a acumulagéo cinética de acucar. Este mineral € o principal catido presente no
vinho e encontra-se localizado essencialmente nos vacuolos das células celulésicas dos
tecidos vegetais da cepa e nas células da pelicula da uva [15]. Nos vinhos tintos a
quantidade de potéssio € superior a dos vinhos brancos, devido a fase de extragéo (na fase
de maceracao dos vinhos tintos) e a impossibilidade de precipitacdo pelos polifendis [2]. A
seiva do xilema transporta grande parte dos catides tendo em conta a quantidade de agua

transpirada pela planta.

Relativamente ao calcio, a sua acumulacéo termina no inicio da etapa de maturacao

[15]. Fendbmeno semelhante ao que acontece com 0 magnésio, mas em menor grau.
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Consequentemente, as concentragdes de célcio e magnésio vao diminuir durante a fase de
maturacao.

A quantidade de célcio presente no vinho vai depender da quantidade veiculada pela
uva, das operacdes tecnoldgicas e do armazenamento em depdsitos mal revestidos. A sua
guantidade no vinho varia de 30 a 200 mg/L. No entanto, é mais reativo que o potassio na
precipitacao e floculacédo de coloides por ser bivalente [15].

11
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Capitulo 3. Instabilidade no Vinho

O vinho devido a sua composi¢do quimica complexa pode apresentar instabilidade
fisico-quimica, podendo ocorrer no vinho armazenado ou em produto acabado, alteracdes

de turbidez e formacéo de depésitos indesejaveis.

Neste capitulo, serdo descritas algumas das instabilidades mais usuais (tartarica,

proteica, matéria corante) e fatores que afetam essas instabilidades.
3.1 Precipitacéo tartéarica

As precipitacBes tartaricas ocorrem naturalmente nos vinhos e podem acontecer em
varias fases do processo, como no decorrer da vinificagcao, estagio ou apds o embalamento.
Estes depositos tartaricos sdo geralmente cristalinos e facilmente reconheciveis. Quando
acontecem depois do vinho ser embalado e chegam ao consumidor, este pode reclamar por
achar que o vinho foi adulterado ou ndo esta nas suas melhores condi¢cdes, mas na
realidade, quando presente em quantidades moderadas, a qualidade do vinho ndo é
prejudicada [14,15].

Os principais sais presentes no vinho, que podem dar origem a precipitados, sdo o
bitartarato de potassio (KC4HsO¢) e o tartarato neutro de calcio (CaCsH4Os), que séo
formados a partir da ionizacdo do acido tartarico. Estes dois compostos sdo normalmente

abreviados como THK e CaT, respetivamente [16].

O 4cido tartarico encontra-se parcialmente desprotonado (Figura 3.1).

COOH COOH coo’
H——oH Xa  H——OH Xi: H——OH
HO—+—H HO——H HO——H
COOH Ccoo coo
A B c

Figura 3.1. Estrutura quimica do &acido tartarico, H2T (A), e suas formas ionizadas, ido bitartarato, HT - (B) e i&o
tartarato, T% (C) [16].

Os ides bitartarato e tartarato (HT- e T?), sdo responsaveis pela formacédo do
bitartarato de potassio e tartarato neutro de calcio, que geram precipitacdes na garrafa,
guando presentes em concentracbes superiores a sua solubilidade. As reagbes
apresentadas de seguida representam os equilibrios de solubilidade dos dois sais,

bitartarato de potéssio (equacgéo 3.1) e tartarato neutro de célcio (equacgéo 3.2).
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THK(s) & HT(aq) + K* (aq) (3.1)
CaT (s) © T? (aq) + Ca?* (aq) (3.2)

Quando se esta perante uma situacao de equilibrio quimico, a concentracao de cada
ido presente na solucéo é equivalente a solubilidade do sal. O produto de solubilidade (Ps)

compara um soluto com baixa solubilidade com os seus ides (equacado 3.3 e 3.4).
Pstuk = [HT™] X [K*] (3.3)
Pscar = [T?7] x [Ca?*] (3.4)

Assim sendo, se a solugdo se encontrar saturada, ou seja, o valor do produto das
concentracdes efetivas dos ibes for igual ao produto de solubilidade, ndo havera formagéo
de cristais em solugédo, mas se a solucéo estiver insaturada, quer dizer que ainda se pode
dissolver mais soluto na solucdo. O problema da instabilidade tartarica ndo se refere a
qualquer destas duas situacdes, mas sim, a situacdo em que o produto das concentracdes
efetivas dos ides ultrapassa o valor do produto de solubilidade, solucdo sobressaturada,
ocorrendo por isso a precipitacdo de cristais que se depositam nas garrafas de vinho [16].

O processo de cristalizagdo ocorre em duas etapas, denominados como fase de
nucleacdo e fase de crescimento. No primeiro estagio, sucede a formacéo de cristais. No
segundo estagio ocorre o crescimento dos cristais, decorrente da migracdo dos ides para a

superficie dos cristais formados [16].

A quantidade de tartarato neutro de calcio é consideravel quando o vinho é exposto a
bentonite calcica ativada e carbonato de calcio (usados para a desacidificagdo do vinho). A
guantidade de iBes de bitartarato e potassio tem interferéncia na precipitacdo de cristais de

bitartarato de potassio, que aparece no vinho a baixas temperaturas.

Um fator que tem influéncia na solubilidade do bitartarato de potassio, € o uso dos
coloides protetores. Os coloides protetores, como as proteinas, polifendis, polissacarideos e
outros componentes de peso molecular elevado impossibilitam a migracdo dos ibes de
bitartarato de potassio para os nucleos dos cristais formados. Estes coloides, unem-se as
superficies dos cristais, e impedem a inclusao de novas moléculas de bitartarato de potassio
nos cristais formados, inibindo o0 seu crescimento. Em contrapartida, estes coloides, podem
também gerar complexos com &cido tartarico livre e com ibes de potassio. O vinho na sua
matriz ja apresenta coloides protetores. Os vinhos tintos e licorosos, sdo 0s que apresentam

maior quantidade de coloides [16].
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3.1.1 Fatores que influenciam a precipitacao tartarica

A precipitacdo tartarica depende de diversos fatores que podem ter uma influéncia
positiva ou negativa na fase de nucleagéo e de crescimento dos cristais. Perante condicdes

favoraveis, os cristais podem desenvolver-se e acabarem por precipitar.

Existem diversos fatores que influenciam a precipitacdo tartarica, sendo os mais

relevantes, que condicionam o processo de cristalizacdo, apresentados seguidamente [15].
3.1.1.1 Influéncia do teor alcodlico

A solubilidade dos compostos i6nicos e polares € influenciada pelo teor alcodlico.
Assim, quanto maior for o teor alcodlico presente no vinho, menor é a solubilidade destes

compostos, e maior € o risco de ocorrer precipitacao.

Este facto é explicado, porgue a agua apresenta maior constante dielétrica que o
etanol (80 e 30, respetivamente), e, consequentemente maior polaridade. Como solventes
polares dissolvem solutos polares, esta regra esclarece o facto da solubilidade dos
compostos polares e iénicos, como o bitartarato de potassio, decrescer com a constante
dielétrica. Logo, a medida que a fracdo de etanol aumenta, a polaridade da solucao vai

diminuir, o que ir4 conduzir a uma menor solubilidade destes compostos no vinho.

Na tabela 3.1, estdo apresentados os valores de solubilidade para o bitartarato de
potassio e tartarato neutro de calcio para valores de teores alcodlicos diferentes, a

temperatura de 20 °C.

Tabela 3.1.Solubilidade dos sais tartéricos, a 20 °C [16].

Solubilidade
Componentes Etanol 0  Etanol 12
% (vIV) % (VIV)

THK 4,91 2,76
CaT 0,206 0,103

Como se pode constatar, através da tabela 3.1, o teor alcodlico de uma solucdo

influencia a solubilidade do bitartarato de potéssio e tartarato neutro de calcio.

Com a diminuicdo da solubilidade, estes compostos precipitam com maior facilidade.
Portanto, quanto maior o teor alcodlico do vinho, maior é a possibilidade de ocorréncia de

precipitacdes tartaricas [15,16].
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3.1.1.2 Influéncia do pH

O pH do vinho tem efeito sobre o equilibrio de dissociagéo do acido tartarico, que por
sua vez influéncia a proporcdo de cada uma das espécies de tartarato presentes em
solucdo. A figura 3.2, apresenta o comportamento destas espécies em fungéo do pH, para

uma solugdo aquosa.

1
0,8
TH- + o T2+ H*
a TH-
© 0,6 { THKY implica pH 4 ] THKY implica pH 1
& 7%
8 X
Z 04 :
o i
1
0,2
1
]
0 L ‘
1 2 3 - 5 6 i

Figura 3.2.Comportamento do &cido tartarico e das suas formas ionizadas em fun¢éo do pH, para uma solugao
aquosa [16].

Como se pode verificar, & medida que o pH aumenta a fracdo de acido tartarico
diminui, aumentando a concentracdo de ides de bitartarato e tartarato. Para uma solugéo
aquosa, a precipitacdo maxima de bitartarato de potassio ocorre proximo de um pH de 3,70.
Relativamente ao tartarato neutro de célcio, este apresenta valores de fragcdo molares

significativos a partir de um pH de 5 [15,16].
3.1.1.3 Influéncia da temperatura

A temperatura é outro fator importante para a precipitagcéo tartarica. Normalmente, a
baixas temperaturas ocorre uma cristalizacdo rapida e se simultaneamente ocorrer agitacao,

esta induz a formagé&o de nucleos de cristalizacéo.

Desta forma, entende-se que o principio da estabilidade tartarica compreende uma
diminuicdo da temperatura do vinho para valores de temperatura proximos da temperatura
de congelacéo e agitacdo, estimulando o aumento da sobressaturacéo e consequentemente

a hipotese de formacéo de cristais e a sua precipitacédo [15,16].

A solubilidade do bitartarato de potédssio € mais afetada pela temperatura que a do

tartarato neutro de calcio.
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A tabela 3.2, apresenta valores de solubilidade do bitartarato de potassio em fungao
da temperatura.

Tabela 3.2.Valores de solubilidade do bitartarato de potéssio, para solugdes com 12 % de alcool, para diferentes
temperaturas [16].

Solubilidade
Temperaturas(°C) Etanol 12 % (v/v)
-4 0,91
1,11
1,34
1,65
12 1,99
16 2,35

Como se pode constatar, o aumento da temperatura no vinho, favorece a

solubilidade de bitartarato de potassio [15].
3.2 Instabilidade proteica

A precipitagdo proteica, depende de diversos fatores como o pH, a existéncia de
compostos fendlicos e de determinados acidos orgéanicos. Os &cidos encontram-se
ionizados e interagem com as proteinas que se encontram carregadas positivamente ao pH
do vinho. Impossibilitando, assim, a reagéo indesejavel das proteinas com 0s compostos

fendlicos [16].

A precipitacdo de proteinas sollveis no vinho, normalmente as mais instaveis com
pesos moleculares entre a 20 a 40 kDa, originam uma turvagdo ou um depa@sito, que ocorre
mais frequentemente em vinhos brancos ou vinhos com um teor de compostos fendlicos
baixo. As proteinas podem operar como nucleos, aos quais, ferro solavel, cobre e outros
metais pesados podem ligar-se e depositar. A denominada névoa proteica que aparece no
vinho, é possivelmente, um complexo de proteinas, polissacarideos e fendis com
quantidades reduzidas de cinzas inorganicas. E a partir da uva que se obtém a maior parte

das proteinas presentes no vinho [17].

Como forma de prevencdo da instabilidade proteica, podem ser usados diversos
produtos com a finalidade de remover as proteinas instaveis, prevenindo assim a sua
precipitacdo. A bentonite € um complexo de silicato de aluminio hidratado e € o agente de
colagem mais comum para adsor¢do das proteinas. Este composto possui carga negativa, e
tem a capacidade de reagir com as proteinas presentes no vinho com carga

predominantemente positiva, levando a floculagcdo e sequente precipitacdo. A adicao de
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bentonite no vinho tem de ser em doses pequenas porque este composto apresenta
algumas limitagcbes, pois para além de remover as proteinas, pode reagir com outros

compostos e afetar as caracteristicas sensoriais do vinho [18].

Existem diversos testes usados para determinar a dose de bentonite adequada para
garantir a estabilidade dos vinhos. Uma das técnicas mais aplicadas compreende a
exposicdo de uma amostra a uma temperatura de cerca de 80°C, durante 30 minutos.
Seguidamente a amostra € arrefecida e avaliada, tendo em consideracdo a presenca ou
auséncia de precipitados. Esta avaliacdo consiste na determinacdo da turbidez do vinho
antes e depois de estar em contacto com o calor. Se a diferenca entre os valores de turbidez
medidos for consideravel estamos perante um vinho instavel proteicamente.
Dependentemente da precipitagdo gerada, avalia-se a quantidade mais indicada de

bentonite a adicionar [18].
3.3 Instabilidade corante

Uma das caracteristicas mais importantes na qualidade do vinho € a sua cor. No
decorrer da maturacéo e do envelhecimento, o vinho tinto passa de vermelho vivo para um
tom mais acastanhado /alaranjado, devido a uma descida no teor de antocianinas
monoméricas e um aumento de pigmentos poliméricos. Estes pigmentos que aparecem no
vinho sao obtidos através da reacgdo direta das antocianinas com as proantocianidinas, ou

através de pontes de etanal [19].

Para a estabilizacdo da cor, normalmente, adiciona-se goma arabica aos vinhos.
Esta resina natural constituida por polissacarideos e glicoproteinas permite melhorar as
caracteristicas sensoriais do vinho e assegura a estabilizacdo corante. Frequentemente,
para garantir a sua permanéncia, antes de se adicionar a goma filtra-se o vinho. Um dos
testes mais usados para avaliar a precipitacdo corante é a exposi¢do da amostra de vinho a
baixas temperaturas num periodo de tempo de aproximadamente 24 h e verificar
visualmente se ocorreu alguma precipitagdo (figura 3.3). No caso de se confirmar a sua

existéncia esta-se perante um vinho instavel [16].

Figura 3.3.Efeito da estabilizacdo corante em vinho tinto, recorrendo a uma testemunha (A) e a uma amostra
com adicdo de goma arabica(B) [20].
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Capitulo 4 . Testes para Avaliacdo da Estabilidade Tartarica

Os testes de estabilidade tartarica sdo usados para avaliar a necessidade de
aplicacdo de um tratamento para estabilizar o vinho tartaricamente. Existem diversos
métodos disponiveis que sédo aplicados no controlo de qualidade da producdo de vinhos.
Alguns dos métodos sO quantificam a instabilidade do vinho, outros sé servem para

confirmar ou ndo a existéncia de estabilidade.

Um dos métodos mais comumente usado € o teste de permanéncia no frio, porém
devido a ser pouco preciso, desenvolveram-se novos métodos como os testes de mini-

contacto e de Wirdig.
4.1 Teste de permanéncia no frio

Este € um teste simples e empirico, em que a amostra, apos ser filtrada é
armazenada num frigorifico a 0°C durante 4 a 6 dias, e em seguida é avaliada visualmente a
presenca ou nao de cristais. Outra opcao para este tipo de teste sera colocar a amostra no
congelador a uma temperatura de -18 °C durante um periodo de tempo de 8 horas. Neste

caso, o estado coloidal ¢ modificado pela congelacdo e a precipitagcdo de bitartarato €
superior [14].

E um método que apresenta como vantagens a sua simplicidade e o facto de ndo
necessitar de nenhum equipamento especifico. Por outro lado, tem como desvantagens o
facto de ser um método qualitativo (ndo indica um valor preciso do grau de instabilidade do

vinho) e ser demorado [15].
4.2 Teste do mini-contacto

Este € um teste quantitativo, realizado com agitacdo constante, em que uma amostra
de vinho previamente filtrada é exposta a uma temperatura de 0°C e séo adicionados cristais
de bitartarato de potassio para induzir a precipitacdo durante um determinado periodo de

tempo.

Através da variacdo da condutividade elétrica medida durante o teste, verifica-se o
grau de instabilidade do vinho. Levando em consideracdo que os ides de potassio sdo os
principais responsaveis pela condutividade no vinho, quanto maior for a diminuicdo deste
parametro, maior é a quantidade de bitartarato de potassio que precipita, e

consequentemente, maior sera a instabilidade do vinho [16].
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4.3 Teste do Wirdig

Wirdig et al. (1982) constatou que a baixas temperaturas, quanto maior for a
gquantidade de bitartarato de potassio que um vinho consegue dissolver, menor serd a
possibilidade de ocorrerem precipitacbes cristalinas, porque menor sera 0 grau de
sobressaturacdo do vinho relativamente a esse sal. Com base nessa constatacao introduziu-
se 0 conceito de temperatura de saturacao [15]. A temperatura de saturagcao representa a
menor temperatura com capacidade para dissolver bitartarato de potassio exdégeno. Para a
sua determinacdo, é necessario construir um grafico com duas curvas (figura 4.1). A nivel
laboratorial, executam-se dois ensaios. No primeiro uma amostra de vinho é arrefecida até 0
°C. e € medida a sua condutividade, numa gama de temperaturas, em que esta sobe de
uma maneira gradual (cerca de 0,5 °C). Seguidamente, é adicionada a mesma amostra uma
determinada quantidade de bitartarato de potassio e séo lidos os valores de condutividade

nos mesmos pontos de temperatura

2000 A
e
s 8K [Tsat | B
3
~ 200 - \
(]
8 .
2 800 A - Com adicdo de
= Bitartarato de potassio
T 400 P
8 B - Sem adicdo de

0 - bitartarato de potassio
0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

Figura 4.1.Modelo de um gréafico adquirido na determinacdo da condutividade de duas amostras, com e sem
adicao de bitartarato de potassio, em fungéo da temperatura. (Adaptado [16]).

Como se pode verificar através da analise do grafico da figura 4.1, para temperaturas
mais baixas, a amostra sem adicdo de bitartarato de potdssio apresenta condutividade
superior a da amostra com adicdo de cristais de bitartarato de potassio. Para baixas
temperaturas a amostra com adic¢ao de cristais sofre uma cristalizagéo induzida, conduzindo

a uma diminuicéo de condutividade.

A medida que a temperatura aumenta, e a partir de um determinado valor de
temperatura, comeca a ocorrer a dissolu¢éo do bitartarato de potadssio e como consequéncia
a condutividade da amostra, que contém cristais de bitartarato, comeg¢a a aumentar
exponencialmente. A temperatura para a qual as duas retas se intersetam denomina-se
temperatura de saturacdo (Tsat). Quanto maior for esta temperatura, mais instavel € o vinho.

Esta temperatura define duas zonas distintas, pois acima deste valor o vinho encontra-se
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estavel e abaixo desse valor, aumenta o risco de precipitacdes tartaricas. Apesar desta
temperatura permitir ter uma ideia do grau de instabilidade do vinho, a temperatura de

cristalizacdo € a Unica responséavel na determinacao deste risco.

Uma das desvantagens deste método é que ndo € aplicavel em vinhos que sofreram

tratamento tartarico recorrendo a produtos quimicos [16].
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Capitulo 5. Tratamentos para estabilizacéo tartarica de vinhos

Existem diversos tipos de tratamentos que sao utilizados na estabilizacao tartarica do
vinho e dividem-se em processos fisicos ou quimicos. O processo fisico tem como finalidade
eliminar cristais de bitartarato de potéssio, através da exposicao dos vinhos a temperaturas
proximas do seu ponto de congelamento. Relativamente aos processos quimicos usados
para a estabilizacao tartarica dos vinhos, estes baseiam-se na utilizacdo de compostos que
inibem a precipitagédo tartarica, como a carboximetilcelulose e as manoproteinas [16].

5.1 Métodos fisicos
5.1.1 Estabilizacéo por frio

A estabilizacdo por frio consiste no arrefecimento do vinho até uma temperatura
abaixo da temperatura de cristalizagdo do bitartarato de potassio, porém esta temperatura
tem de estar acima da temperatura de congelacdo do vinho. A quantidade de &lcool
presente no vinho tem influéncia na sua temperatura de congelacdo. Esta temperatura &
tanto mais baixa quanto maior for a quantidade de etanol. A temperatura de congelacdo é

calculada pela equagéo 5.1.

T
Teongelagao = _% +1 (5.1)

Em que Tav representa o grau alcodlico volimico.

Este processo necessita que seja determinado um tempo especifico e uma
temperatura e requer a decisdo de se incorporar ou ndo bitartarato de potassio, em caso
afirmativo esta quantidade também tem de ser levada em consideragdo. Varios estudos
concluiram que uma adicdo de 4 g/L € o suficiente para se conseguir ter uma solugcdo

sobressaturada que conduza a uma precipitacéo de cristais.

Apoés a formacdo dos nucleos, os cristais crescem e podem ser removidos. Uma
agitacdo regular é importante, para promover o0 contacto entre 0s cristais e 0s ides

envolvidos e para favorecer um aumento da velocidade de cristalizagéo [16].
5.1.1.1 Estabilizacao lenta, sem adi¢do de cristais de bitartarato de potassio

Este método de estabilizacao lenta consiste em arrefecer o vinho e armazena-lo a
uma temperatura proxima do seu ponto de congelacdo, ao longo de duas a trés semanas. O
vinho é exposto a uma temperatura baixa, para diminuir a solubilidade de bitartarato de
potassio e tartarato neutro de calcio, pois estes compostos precipitam, quando apresentam

uma concentracao elevada relativamente a sua solubilidade.
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A concentracdo de bitartarato vai decrescendo mais rapidamente durante os
primeiros dias, diminuindo mais gradualmente, a medida que o bitartarato de potéssio e o
tartarato neutro de célcio vdo desaparecendo na solugéo [14,16].

5.1.1.2 Estabilizacdo réapida, com adicdo de cristais de bitartarato de potassio
(THK) (método de contacto)

O processo de estabilizacdo rapida compreende o arrefecimento e armazenamento
do vinho a uma temperatura de 0 °C, com a adicdo de aproximadamente 4 g/L de cristais de
THK. Estes cristais operam como nulcleos de cristalizacdo, superando, assim, a fase de
inducdo. O contacto do THK com o vinho é promovido por uma agitacdo constante, o que
aumenta a quantidade de nucleos de cristalizacdo e a velocidade de formacéo e
crescimento destes cristais. Este processo é mais rapido que o da estabilizagédo lenta sem
adicdo de cristais, porém requer o uso de cristais 0 que leva a um impacto negativo a nivel
econdémico. Para atenuar esse impacto, os cristais podem ser reutilizados, apés lavagem, o

que permitira reduzir o custo no processo [14,16].

5.1.1.3 Estabilizac&o rapida, com adicdo de cristais de bitartarato de potassio

(método continuo)

Este método de estabilizacdo rapida compreende o arrefecimento rapido do vinho,
até uma temperatura semelhante a do seu ponto de congelagéo. Neste processo também se
adicionam cristais de THK (cerca de 4 g/L).

O vinho circula com agitagdo continua num permutador antes de entrar no
cristalizador. No permutador ocorre o choque térmico que permite melhorar as condi¢des
para uma boa nucleacao. Depois de algum tempo no permutador, o vinho é enviado para o
cristalizador onde se da uma rapida cristalizacdo do THK devido ao estado de
sobressaturacéo e a turbuléncia do vinho. Posteriormente, o vinho é filtrado e centrifugado a

temperatura a que acontece o tratamento para impedir a dissolu¢éo de THK.

Em determinados sistemas, antes de ocorrer a filtragdo existem hidrociclones que

possibilitam readquirir os cristais de THK e voltar a inseri-los no sistema [14,16].
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A figura 5.1, representa um sistema de tratamento em contacto dinamico.
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Figura 5.1. Bomba de alimentagdo; 3- Permutador de calor;4- Refrigerador; 5- Cristalizador; 6-Extracdo de
tartarato (purga); 7-Vortéx;8-Filtro; 9-déposito de vinho tratado [21].

E importante existir um exigente controlo operacional a nivel da qualidade destes
cristais e na determinacdo dos tempos de contacto. Para facilitar todo o processo torna-se

essencial eliminar alguns coloides protetores, para melhorar a precipitagéo.

O tratamento por frio pode ser suplementado como outros tratamentos, como as

resinas permutadoras de ides ou atraves da estabilizacdo quimica [14].
5.1.2 Resinas de permuta idnica

Este tipo de tratamento compreende a imersdo das resinas diretamente no vinho, ou
preferencialmente a passagem do vinho numa coluna que apresenta na sua constituicdo

uma resina (catiénica ou anibnica).

Estas resinas devem obedecer a diversos critérios para serem utilizadas em
enologia, tais como, resisténcia mecéanica, serem insollveis no vinho, ausentes de sabores

estranhos e apresentarem a possibilidade de poderem ser regeneradas varias vezes.

O uso de resinas catidnicas em estabilizacao tartarica consiste na capacidade destas

captar os ides de calcio e potassio e substitui-los por ides de sodio e hidrogénio.

Quando o vinho apresenta baixa acidez total e pH alto, as resinas utilizadas podem
ser resinas cationicas na forma de hidrogénio, em que os catibes presentes no vinho séo

trocados por ides de hidrogénio, levando a uma descida brusca do pH [14].

Nas resinas anionicas, os ides de tartarato sdo removidos do vinho através da toca

ibnica com iBes hidroxido (OHY) [22]. Em qualquer dos casos h&d uma diminuicdo da
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concentracdo de um dos ides (potassio ou tartarato), que sdo 0s responsaveis pelas
precipitacdes tartaricas.

S6 uma pequena parcela do vinho é que é tratada, e posteriormente combinada com
0 restante vinho, para se alcancar um produto estavel. A passagem total do vinho nas
resinas, alteraria significativamente o pH do vinho, pelo que, normalmente, apenas 10 a 25

% do vinho é que passa nas mesmas, juntando-se posteriormente ao vinho tratado [23].

Neste tipo tratamento, a resina também tem o poder de adsorver, outros ides, e

alguns constituintes corantes e aromaticos, com influéncia na qualidade do vinho [16].

5.1.3 Eletrodidlise

s

A eletrodialise € um método que possibilita a separacdo de espécies ionicas e
moléculas neutras presentes em solugdo através da a¢do de um campo elétrico, com 0 uso

de membranas seletivas catidnicas e anionicas.

As membranas catidnicas, sdo permeaveis aos catides conduzindo a uma remocao
gradual de ides de potassio e célcio. As membranas aniénicas sdo permeaveis aos anides,
e conduzem a remocédo do ido de bitartarato (HT"). As duas membranas apresentam, no
entanto, semelhancas em relagdo a sua matriz densa, que tem como finalidade
impossibilitar a migracdo de moléculas maiores, que ndo apresentam carga elétrica, como

por exemplo, componentes da cor e sabor dos vinhos.

O principio basico da eletrodidlise esta representado na figura 5.2, e mostra uma

série de membranas aniénicas e catidnicas alternadas.

» Solugiio concentrada

f »  Solugdo diluida
Eletrodo
E Felalel st
V4 V4
) M* M +
- - +
) +
- ¥ N
: B X 4—— Eletrodo
X —
T S S S

| | [ | |
. . N Solugdo dos eletrodos
Solugdo de alimentagdo

Figura 5.2. Diagrama representativo do principio da eletrodialise [24].
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Através da figura 5.2, pode-se constatar que as membranas de permuta i6nica e
catidnica estdo separadas por juntas de espacamento, o que faz com que originem células
individuais. Quando uma solucéo eletrolitica € bombeada por entre as células, é criado um

potencial elétrico, para fazer com que os catibes migrem para o catodo.

Estes iBes passam assim, por a membrana catidnica, mas ficam bloqueados na
membrana aniénica. Da mesma maneira 0s anides, passam por a membrana anidnica, mas
ficam bloqueados pela membrana cationica. Este acontecimento, origina uma diferenca de
concentracdes. O vinho é a solucdo mais diluida que apresenta baixa concentracédo de ides

que originam a instabilidade tartarica.

Este é um processo que se adequa ao equilibrio fisico-quimico de cada vinho, e que
remove apenas a quantidade de potassio e acido tartarico necessaria para a estabilidade do
vinho. Para além disso, este tratamento ainda previne estabiliza¢cdes com tartarato de calcio,

porque elimina parte do calcio presente na solugéo.

Quando se compara este processo com outros tratamentos mais classicos verifica-
se que este método é economicamente mais viavel, a nivel de auxiliares de filtracdo e

apresenta custos energéticos mais baixos [15].
5.2 Métodos quimicos
5.2.1 Acido metatartarico

O &cido metatartarico € um poliéster que resulta da reagéo de esterificagdo do &cido
tartarico. Quando este &cido é aquecido, sob pressao, sucede a libertacdo de agua e origina
uma substancia polimerizada, por reacéo entre a funcdo acida de uma molécula e a funcéo

alcool secundaria de outra molécula.

No vinho a sua concentragdo maxima permitida € de 100 mg /L e assume carga
elétrica negativa, proporcional ao seu grau de esterificacdo. A sua adicdo tem como
finalidade impedir a precipitacdo de bitartarato de potassio e tartarato neutro de calcio,

devendo ser realizada logo apds o seu engarrafamento [25].

Apresenta como principal limitacdo a sua hidrélise natural, que faz com que perca o

seu efeito inibidor e o aumento da acidez do vinho.

As moléculas deste acido atuam bloqueando o crescimento dos nucleos onde
acontece a formacdo dos cristais de tartarato, impedindo o seu desenvolvimento, e,
consequentemente, a sua precipitacdo. Este processo no vinho ocorre por adsorcdo na

superficie desses nucleos.
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Um facto importante sobre as solu¢des de acido metatartarico é que estas sao
instaveis, pois deterioram-se muito facilmente, devido a serem muito sensiveis a

temperatura [14,15].
5.2.2 Goma arabica

A goma arabica é uma substancia de origem natural e consiste numa mistura de
arabinogalactanas e proteinas de arabinogalactanas provenientes de acacias do Norte de
Africa. As gomas que s&o utilizadas em enologia sdo obtidas fundamentalmente a partir de
duas espécies de arvores: a Acacia Seyal (gomas de cadeia curta), e a Acacia Verek

(gomas de cadeia mais longa).

Apo6s sofrer uma hidrolise acida as fragfes resultantes da goma arabica séo
essencialmente constituidas por: 40-45 % de D-galactose, 25-30% de L-arabinose, 10-15%

de L-ramnose e acido D- glucurénico.

A goma arabica é utilizada em enologia como coloide protetor, permitindo melhorar a
estabilidade coloidal dos vinhos. Para além disso, ainda permite melhorar a estabilidade

tartarica, metalica e da matéria corante.

Nos vinhos tintos, € empregue para estabilizar a matéria corante coloidal e para
proteger contra os riscos de desagregac6es metalicas superficiais. Quando os vinhos tintos
sao jovens, a fracdo de substancias corantes no estado coloidal pode ser suprimida durante
a etapa de clarificacdo. Observando-se uma absorcdo das antocianinas e uma diminuicédo
na intensidade corante. Uma solugdo economica € a estabilizacdo da substancia corante
natural dos vinhos tintos pela goma arébica, que diminui os fendbmenos de polimerizacéo e

de precipitacdo de matéria corante.

Em vinhos brancos é utilizada para a estabilizag&o tartarica e para a estabilizagéo
proteica. O seu uso na estabilidade proteica estd associado as proteinas instaveis presentes
no vinho, normalmente com pesos moleculares mais baixos, transformarem-se em micelas
coloidais dispersas que podem flocular e causar turvagdo no vinho, sendo a goma arabica

usada como forma de prevencéo.

Geralmente, esta goma intervém segundo 3 mecanismos diferentes como se pode

verificar através da figura 5.3 [26].

28



Preparacéo e caracterizacdo de diferentes solu¢des de Carboximetilcelulose (CMC):

Efeito na estabilidade tartarica do vinho

? w
Figura 5.3. Mecanismos de intervencao dos polissacarideos para pievenir a floculagédo dos rragmentos coloidais.
1-Ocluséo dos polimeros, 2- ligagBes covalentes, 3- isolamento dos polimeros [26].

Quando adicionada ao vinho juntamente com outras substancias
(carboximetilcelulose ou &cido metatartarico) refor¢ca a eficacia na estabilidade tartarica,

impedindo ou retardando o crescimento de cristais de tartarato [27].

Como principais limitagdes apresenta o risco de aumentar o indice de colmatagem

do vinho e, consequentemente, diminuir a sua filtrabilidade.
A goma arabica ndo tem um limite legal regulamentar [26].
5.2.3 Manoproteinas

As manoproteinas sao polissacarideos presentes nas paredes celulares das
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e podem aparecer no vinho de uma forma natural ou

ser adicionadas sob a forma de solugbes comerciais [15].

O seu uso em enologia esta diretamente associado a necessidade de reduzir ou
mesmo eliminar a aplicacdo de bentonite que é uma cola inorganica que apresenta algumas
limitacdes, principalmente quando aplicada em doses elevadas. As manoproteinas sao
muitas vezes utilizadas como estabilizantes, prevenindo a turvacdo proteica, inibindo a
cristalizagdo de sais de tartarato de potassio e melhorando as caracteristicas sensoriais do
vinho. Estas séo constituidas por aclcares totais, manose, glucose e proteina total, sendo
as manoproteinas mais eficazes na estabilizacdo proteica dos vinhos as que possuem na
sua constituicdo maior concentracdo em manose e menor concentracdo de proteina total
[2,28].

As manoproteinas, sdo assim, uma boa opc¢do para a substituicdo da bentonite e
podem ser usadas nos diferentes tipos de vinhos, melhorando a sua qualidade e

aumentando a sua estabilidade.
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5.2.4 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero de celulose utilizado na indastria
alimentar desde os anos 50 do século passado. Contudo, sé recentemente foi autorizado o
seu uso em enologia para tratar a instabilidade tartarica de todos os tipos de vinho, com

uma concentracdo maxima de 100 mg/L.

O CMC é um polissacarideo obtido através da esterificacdo dos grupos hidroxilo das
unidades de glucose presentes na celulose com o acido monocloroacético, na presenca de
hidroxido de sédio. As suas caracteristicas estruturais principais sdo o grau de substituicdo
(nimero de grupos acido carboxilico por unidade de anidro-glucose) e o grau de
polimerizacdo (numero de unidades de glucose contidas num polimero). Devido a
possibilidade de se obter diferentes graus de substituicdo e polimerizacdo é possivel

produzir-se varios tipos de CMC com caracteristicas muito diferentes [29].

Na figura 5.4, esta representada a estrutura molecular do CMC.

OH
OHO Ownr
o
HO
z
Grau de substituicdo= y/(x+z) R:=H ou CH,COO-X*
R>=H ou CH,COO-X*
Grau de polimerizagdo= x+y+z Rs=H ou CH,COO-X*

X*=Na * ou K*

Figura 5.4. Representacdo esquematica da estrutura molecular do CMC [30].

Este polissacarideo, ao pH do vinho, apresenta carga negativa, 0 que possibilita a
interagdo com a superficie dos cristais de THK eletropositiva e/ ou por meio da captacdo de
ibes K*[29,30].

Aquando da sua aplicacdo deve-se ter em consideracéo alguns fatores que variam
conforme o tipo de vinho a usar. A utilizagdo em vinho branco e rosado necessita de uma
prévia estabilizagdo proteica, devido ao facto das proteinas presentes no vinho existirem

com um balanc¢o de carga maioritariamente positiva, podendo ocorrer uma interacao, e levar
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7

a sua insolubilizacdo. No caso da aplicagdo ser em vinho tinto é importante perceber a
interagdo com a matéria corante, porque existe um elevado risco desta precipitar e ocorrer

um aumento da turbidez.

Para ser utilizado em enologia, o CMC tem de ter idealmente um grau de substituicdo
compreendido num intervalo de 0,60 a 0,95, porque estes sdo 0s valores que garantem uma
solubilidade completa deste composto no vinho. Relativamente ao peso molecular este deve

estar compreendido entre 17 kDa e 300 kDa (grau de polimerizacao de 80 a 1500) [31].

O uso de CMC no vinho é uma vantagem para a enologia, visto que, quando usado
numa dosagem adequada, origina uma elevada capacidade estabilizante que se mantém

por um periodo de 3 a 4 anos [29,30].
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Capitulo 6 . Materiais e Métodos

Os estudos e ensaios apresentados nesta dissertacdo foram executados no
laboratério da empresa, SAI-Seguranca Alimentar Integrada, Lda. Este laboratério conta
com diversos equipamentos, necessarios para ensaios enoldgicos, para o controlo de
qualidade dos produtos comercializados na empresa e nas analises de controlo periddico de
vinhos dos seus clientes. O laboratério encontra-se sempre com uma temperatura constante
de cerca de 20 °C, para que ndo haja interferéncias nos equipamentos de medicéo
utilizados. Os principais testes executados foram relativos & estabilidade tartéarica, proteica,

corante, cor e aos parametros fisico-quimicos das amostras.

Neste capitulo serdo apresentados todos os materiais e reagentes usados, assim
como, todos os métodos aplicados.

6.1 Reagentes e material
6.1.1 Goma Arébica
Neste estudo, foram utilizadas trés gomas arabicas comercializadas pela empresa.

As trés gomas apresentam diferentes caracteristicas e objetivos de aplicacdo, no

entanto, contribuem positivamente para a estabilidade e melhoria sensorial do vinho.

A tabela 6.1, apresenta as trés gomas arabicas (GA) em estudo.

Tabela 6.1.Diferenciacéo das diferentes Gomas utilizadas no presente estudo.

Goma Arébica Origem Aplicagéo
Cadeia curta (GA1) Acécia Seyal Vinhos brancos,
Cadeia longa(GA>) Acécia Verek rosés, tintos,

Cadeia intermédia (GA3) Acécia Seyal + Acacia Verek espumantes e
licorosos.

A primeira goma (GA.), apresenta grande capacidade de estabilizacao tartarica e boa
filtrabilidade. E mais adequada para aplicacdo em vinhos brancos e rosés, para afinacdo de
espumantes e em vinhos tintos com baixa a média adstringéncia. A sua capacidade
protetora € principalmente eficaz contra os polifendis e proteinas em vinhos tintos e brancos,
respetivamente [26]. A sua adicdo melhora a estabilidade tartarica devido a sua afinidade
com a superficie dos microcristais de THK, impedindo o seu crescimento e a sua

precipitacéo.

Por outro lado, a segunda goma (GA;) desempenha um papel de protecéo coloidal,

uma vez que tem um poder protetor especialmente eficaz contra os polifendis e proteinas de
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vinhos brancos e tintos. Esta goma €, particularmente eficaz, na prevenc¢éo da precipitacéo
de matéria corante em vinhos tintos. Apresenta a capacidade de evitar depdésitos de coloides
e a turvagéo, mantendo a limpidez dos diferentes tipos de vinho [26].

A goma (GAs) é obtida do exsudado da Acacia Seyal e Verek (mistura das gomas
GA:1 e GAz). A sua adicdo permite melhorar a estabilidade coloidal, prevenindo,
principalmente as casses férrica e cuprica. A sua capacidade protetora é eficaz contra os

polifendis e proteinas em vinhos tintos e brancos [26].

Todas as gomas em estudo, tém a capacidade de melhorar as caracteristicas

sensoriais do vinho, como o arredondamento, volume e docura de boca.
6.1.2 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo a base de celulose utilizado em
enologia para a estabilizag@o tartarica de todos os tipos de vinhos. Neste estudo foram

utilizados dois tipos de CMC, com diferentes graus de polimerizacao.

Na tabela 6.2, apresentam-se os dois tipos de CMC em estudo.

Tabela 6.2. Diferenciagdo dos dois tipos de carboximetilcelulose em estudo.

Produto Grau de Aplicagao

polimerizagéo

CMCa, Maior Vinhos brancos,
CMGC, Menor roseés, tintos,
espumantes e

licorosos.

Para além dos CMC testados neste estudo (CMC, e CMCy) avaliou-se também os
parametros de outros tipos de CMC, com diferentes propriedades, com o objetivo de se

perceber melhor a performance da carboximetilcelulose (CMC., CMCq4 € CMC..).

Todos os CMC tém a mesma concentracdo (CMC 10%) exceto o CMC. que
apresenta concentragdo inferior (CMC 5%). O que varia nestas solucdes é a quantidade de
enzima adicionada, assim como, o tempo da reacdo do CMC com a enzima, no que resulta

diferentes graus de polimerizacéo.
6.1.3 Tipo de vinhos

No presente estudo foram utilizados trés tipos de vinho instaveis tartaricamente:

branco, tinto e rosado. O objetivo foi avaliar a influéncia dos produtos desenvolvidos na
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performance dos varios tipos de vinho. Os parametros a avaliar para estabelecer a
performance foram a estabilidade tartérica, proteica, de matéria corante e cor.

Todos os vinhos testemunha foram sujeitos a uma andlise suméria, corrente em
enologia, antes de ser aplicado qualquer tratamento. Esta é uma analise preliminar, em que

sdo avaliados 0s seguintes parametros:
e pH;
e Teor alcodlico adquirido;
e Massa volumica;
e Acidez total,
e Acidez volatil;
¢ Dibxido de enxofre livre.

6.2 Determinac¢des analiticas

6.2.1 Determinagédo do peso molecular

A determinacdo do peso molecular foi realizada segundo o processo descrito por
Gbmez-Diaz e Navaza (2002). Neste método a viscosidade do CMC é determinada
recorrendo a uma solucdo de NaCl 0,1 M como solvente. As concentracdes de CMC
utilizadas para cada ensaio vao depender deste produto e da sua viscosidade, sendo que

para CMC mais viscosos utilizou-se concentra¢cdes mais baixas.

Para a preparacdo destas solucdes recorreu-se a varias diluicbes utilizando como

solvente a solugcéao de NaCl.

A viscosidade relativa foi medida com o modelo ASTM D2515 Viscometer capilar
Ubbelohde a 20 + 0.1 °C. Neste ensaio, as diversas preparacdes de CMC séo forcadas a
escoar por o viscosimetro, saindo de um reservatério e entrando em um bulbo de medicao,

e 0 tempo em que ocorreu todo 0 processo permite avaliar a viscosidade.

A viscosidade intrinseca foi obtida por extrapolacdo da viscosidade reduzida
(equacao 6.1) e viscosidade inerente (equacéo 6.2) versus a concentracdo dos CMCs em

estudo:

(1] = [Mreauziaalc—o (6.1)

(1] = [Hinerentelc—o (6.2)

O peso molecular (PM) foi obtido com base na equacéo de Mark Houwink [30]:
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[u] = K x PM®@ (6.3)

Em que: K=0,00123
a=0,91
Todas as andlises foram realizadas em triplicado.

O procedimento usado na utilizacdo deste equipamento e os exemplos de calculo da

viscosidade intrinseca e peso molecular estao descritos no anexo A.
6.2.2 Determinacao do grau de substituicdo do CMC

O grau relativo de substituicdo do CMC foi determinado de acordo com o método
modificado por Damlin, Mokkola e Salmi (2010). A quantidade relativa de glucose e a
glucose carboximetilada foi determinada através de cromatografia com detecdo
amperométrica pulsada apos hidrélise acida (H.SO. 1 M, 2,5 h). O cromatografo utilizado foi
um HPLC UltiMate 3000 , Dionex, com um detetor de fotodiodos PDA-100, Dionex.

A separacgdo foi realizada usando uma coluna CarboPac PA-20 (150 mm x 3 mm)
com uma pré-coluna CarboPac PA-20 (Dionex). Os eluentes usados foram: eluente A -
solucdo aquosa com NaOH (1,25 mM) e Ba(OH). (2 mM); eluente B - solugdo aquosa com
CH3;COONa (400 mM) e Ba(OH): (2 mM); eluente C — solu¢do aquosa com NaOH (500
mM) e Ba(OH); (2 mM).

De forma a reduzir a acumulagdo de carbonato e contaminacdes biolégicas, o
eluente foi mantido sob nitrogénio. O volume injetado foi de 5 L, o caudal foi de 0,3 mL/min
e a temperatura da coluna foi mantida a 35 ° C. O programa de eluicdo por gradiente
utilizado foi: 0-19 min, 100 % A, aumentar para 50% B até 27 min e manter até 37 minutos.
Aumentar para 40% C e diminuir para 0% B durante 47 minutos e manter até 57 minutos. O
condicionamento da coluna foi efetuado usando 100%A (durante 15 min). O detetor
amperométrico era constituido por um elétrodo de trabalho em ouro, um elétrodo de
referéncia em prata/cloreto de prata e um elétrodo auxiliar de titénio. O potencial aplicado foi
de +0,1V de 0,00a0,40s,-2,0Vde0,41a0,42 s, e umarampa-2,0a + 0,6 V de 0,42 para
0,43 s, seguido de -0,1 V de 0,44 a 0,50 s (fim do ciclo). A regido de integracéo foi de 0,2 a
0,4 s.

O grau relativo de substituicdo foi calculado tendo em conta a propor¢céao de glucose
carboximetilada para picos de glucose (maior valor, maior grau de substituicdo). Todas as

andlises foram realizadas em triplicado.

O procedimento usado na utilizagdo deste equipamento e o exemplo de calculo do

grau de substituicdo é apresentado no anexo B.
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6.2.3 Analise sumaria dos vinhos

Os parametros fisico-quimicos das amostras de vinho (pH, o teor alcodlico adquirido,
a massa volumica e a acidez total e volatil) foram determinados por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), usando um equipamento da marca

Bacchus p (figura 6.1).

Figura 6.1. Equipamento Bacchus y, instalado no laboratério da SAl.

As unidades aplicadas a cada parametro e a sua designacdo vai depender do

software utilizado.

Este sistema baseia-se em calibra¢des analiticas, ndo sendo necessarios reagentes
proprios, nem preparacdo de amostras. A sua aplicagdo estende-se a todo o processo de
vinificacao.

A metodologia de andlise por FTIR ndo € considerado um processo de analise
absoluto, € um método analitico indireto. E necessario fazer calibragbes especificas, para os
diferentes tipos de vinho, tendo em atencgéo as diferentes matrizes em analise. A calibragéo
analitica de todos os parametros tem como base todos os métodos analiticos classicos,
sendo que os resultados obtidos nesses métodos sao usados como referéncia para a

calibracéo do FTIR.

O valor analitico do parametro a determinar é alcancado através da aplicacdo de um
algoritmo. O equipamento escolhe, para cada parametro, os comprimentos de onda que
apresentam uma maior variacdo estatistica em relagcdo aos resultados analiticos de
referéncia. A calibracdo compreende calcular coeficientes para cada comprimento de onda
selecionado usando correlagcdes matematicas. Os comprimentos de onda de um espectro de

37



Preparacéo e caracterizacdo de diferentes solu¢des de Carboximetilcelulose (CMC):

Efeito na estabilidade tartarica do vinho

infravermelho (IV) de uma determinada amostra de vinho e as suas absorbancias
significativas permitem o céalculo dos resultados do FTIR, para cada parametro em anélise
[32].

O didéxido de enxofre livre foi determinado por titulacao iodimétrica e o equipamento
utilizado foi um analisador semi-automatico, SO,-Matic 23 da marca Crison. Este analisador

baseia-se no método de Ripper automatizado para analisar a quantidade de SO: livre.

No vinho (pH 3 — 4) o diéxido de enxofre surge sob a forma de ido bissulfito (HSO3)
em equilibrio com uma pequena por¢cdo de SO dissolvido. Estas formas de dioxido de

enxofre sdo designadas por dioxido de enxofre livre.

Segundo o método de Ripper, a dosagem de di6éxido de enxofre baseia-se na

oxidagdo do SO pelo iodo em meio acido.
O procedimento usado na utilizacdo destes equipamentos esta descrito no anexo C.
6.2.4 Avaliacdo da estabilidade tartarica

A avaliacdo da estabilidade tartarica foi baseada na utilizacdo do teste de mini-
contacto, por meio do equipamento tartarcheck (figura 6.2).

Figura 6.2.Equipamento tartarcheck, instalado no laboratério da SAI.

O principio analitico deste processo baseia-se na aceleracdo da precipitacao de
cristais de THK, presentes numa amostra de 25 mL de vinho (previamente filtrada), apds
arrefecimento até uma temperatura de 0 °C e adicdo de uma determinada quantidade em
excesso de THK (aproximadamente 0,45 g). A amostra tem de estar com agitacdo constante
e a quantidade de catibes é medida com base na condutividade elétrica do vinho antes e
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depois da adi¢do dos cristais de THK. Esta analise tem uma duracdo de 30 minutos e no
final obtém-se como resultado uma diferenca de condutividades.

A classificagdo do vinho relativamente a sua estabilidade baseia-se nos limites da
variagdo da condutividade apresentados na tabela 6.3. Esta tabela foi disponibilizada pelo

fornecedor do equipamento e baseia-se no método do tartarcheck.

Tabela 6.3. Determinacdo da estabilidade tartarica tendo em consideragdo os limites de diferenca de
condutividade para os diferentes vinhos.

Classificacao da AC, uS/cm
estabilidade do vinho Vinhos Brancos/ Rosados Vinhos Tintos
Muito estéavel Até 30 Até 40
Estavel 30-50 40 - 60
Zona de Risco 50 -70 60 - 80
Instavel A partir de 70 A partir de 80

Os limites apresentados na tabela 6.3 para vinhos tintos sdo superiores aos
recomendados para vinhos brancos e rosados, tal facto é explicado, devido ao teor de
potassio no vinho tinto ser superior ao presente no vinho branco e rosado. Os vinhos tintos
apresentam maior quantidade deste ido devido a sua extracdo, durante a fase de

maceracao e ao poder inibidor dos polifenéis que impedem a precipitacdo do potassio.
6.2.5 Avaliacdo da estabilidade proteica

A avaliacdo da estabilidade proteica dos diferentes tipos de vinho, foi baseada no
teste do calor, segundo o método modificado de Boulton (método interno). O principio
analitico deste processo, baseia-se na instabilidade das proteinas sob diversas condicoes,
como por exemplo, o calor. Estes ensaios nem sempre permitem tirar conclusfes
semelhantes. Alguns deles conduzem a um risco de instabilidade durante a sua
conservacao e podem levar a aplicacao de estabilizantes proteicos, em doses superiores as

realmente necessarias para a prevencgao desta instabilidade.

O aquecimento do vinho até cerca de 80 °C durante 30 min, em banho-maria, € um
dos testes mais apliciveis e fidveis. A turvacdo aparece depois do arrefecimento da

amostra.

Os vinhos sdo considerados estaveis durante a sua conservacao, se a diferenca da
turbidez do vinho a temperatura ambiente e do vinho exposto ao banho térmico for inferior

ou igual a 2 NTU.
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A turbidez das amostras de vinho foi medida através de um turbidimetro da marca
HANNA INSTRUMENTS, modelo HI83749. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

6.2.6 Avaliacao da estabilidade corante

A avaliagdo da matéria corante foi baseada num teste rapido de estabilidade a frio,
segundo um método interno. Este método consiste na exposicdo da amostra a temperaturas
entre os 0 e 0os 4 °C durante 24h e verificar a formacdo e a quantidade de precipitado

formado.

Um vinho é considerado instavel a nivel corante quando se evidencia esse precipitado.

6.2.7 Determinacgédo das caracteristicas cromaticas e do teor de polifendis totais

As caracteristicas croméaticas foram determinadas através de um espectrofotometro
Genesys 10 UV-VIS da marca THERMO SCIENTIFIC, de acordo com o método usual do
OIV [33]. Este método permite determinar a intensidade da cor (equacéo 6.4) e a tonalidade
da cor (equacao 6.5) em vinhos tintos através das leituras das absorbéancias a 420, 520 e
620 nm. Para as diferentes analises recorreu-se ao uso de células de plastico com cerca de
10 mm de trajeto 6tico. A medicao da absorbéancia dos vinhos tintos a 420, 520 e 620 nm foi
efetuada apos a realizacao de uma diluicdo de 10 vezes das amostras.

Int = (Agp0 + Asyp + Agoo) X Diluicao (6.4)
Ton = 420 (6.5)
Aszo

Para a obtencdo do indice de polifendis totais (IPT), a amostra é diluida 1/100 e é
realizada a leitura do percurso 6tico, numa célula de quartzo com espessura de 1mm, a 280

nm [33]. Para o calculo do indice de polifendis totais (IPT) aplica-se a equacgéo seguinte:
IPT = A,go X Diluicio (6.6)

Os exemplos de célculo relativos a intensidade, tonalidade e indice de polifendis

totais estdo descritos no anexo D.
6.3 Tratamento estatistico

Todos os resultados sé&o apresentados como média + desvio padrdo. Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) usando o software STATISTIC 64
considerando-se o tratamento aplicado como causa de variacdo, e o teste de Tukey em

nivel de 5% significancia (p < 0,05) [30].
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Capitulo 7 . Resultados e Discusséo

7.1. Caracterizacdo das misturas de polissacarideos

Com o objetivo de estudar e otimizar a performance das diferentes misturas em
estudo, de goma arabica e carboximetilcelulose, comecgou-se por avaliar as interacées e 0s
parametros fisico-quimicos das diferentes solucdes. A mistura de goma arabica e

carboximetilcelulose foi efetuada em proporcdes iguais.

A caracterizagdo das misturas para este estudo foi realizada através da
determinacdo dos seguintes parametros fisico-quimicos: pH, cor, massa volumica e

turbidez.

Na tabela 7.1, apresentam-se os valores obtidos para os parametros em estudo.

Tabela 7.1.Caracteristicas fisico-quimicas das diferentes misturas em estudo.

Desighacéo Especificacéo pH Cor(A) Massa Turbidez
volumica (NTU)
(9/mL)

Mistura A GA1+CMC, 3,57 0,325 1,080 146,00
Mistura B GA;+CMCy 3,38 0,087 1,020 25,10
Mistura C GA,+CMC, 3,85 0,259 1,110 65,57
Mistura D GA,+CMCy 3,80 0,143 1,070 32,25
Mistura E GA3+CMC, 3,80 0,165 1,060 66,70
Mistura F GA3+CMCy 3,70 0,096 1,035 27,05

7

Através da caracterizagdo fisico-quimica das diferentes misturas, € possivel
constatar, que as solucdes envolvendo o CMC, apresentam os valores mais elevados nos
parametros cor, massa volumica e turbidez. Visualmente, no inicio, todas as solucdes

pareciam homogéneas.

Ao fim de 24 horas em repouso a temperatura constante (20 °C), verificou-se que as
solugBes com CMC, comegaram a apresentar separacao de fases. Apurou-se ainda, que 0s
valores do parametro da turbidez aumentaram consideravelmente nas misturas A, C e E, em

que se usou este tipo de CMC.

A tabela 7.2, apresenta os valores de turbidez medidos ao fim de 24 h de repouso, e

permite ter uma noc¢éo da espessura do filme formado.
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Tabela 7.2.Valores de turbidez medidos ao fim de 24h e espessura do filme formado.

Designacao Turbidez Turbidez (NTU) Espessura do filme
(NTU) 24h
Mistura A 146,00+ 0,502 217,67+ 1,25° +++
Mistura B 25,10+ 0,002 25,33+ 0,332 -
Mistura C 65,57+ 0,002 83,87+ 0,25° i
Mistura D 32,25+ 0,252 30,50+ 0,08° -
Mistura E 66,70+ 0,202 107,00+ 0,00° +++
Mistura F 27,05+ 0,052 26,47+ 0,05° -

Letras diferentes em cada linha indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada tipo
de vinho.

Através da andlise da tabela 7.2, pode-se constatar que as solugbes A, C e E
apresentam valores de turbidez bastante diferentes dos apresentados inicialmente. As
solucdes B, D e F apresentam valores proximos, embora as misturas D e F tenham
originado valores de turbidez estatisticamente diferentes. As misturas A e E sdo as que

apresentam filmes com espessura mais elevada.

Este facto pode ser explicado, devido ao uso do CMC, nas misturas A, C e E. Este
tipo de CMC em comparacdo com o CMCy apresenta maior peso molecular (como se pode
confirmar posteriormente) o que pode levar a uma menor solubilizagdo em mistura com as

gomas em estudo.

De forma a perceber o comportamento das diferentes solu¢des perante temperaturas
diferentes, decidiu-se expd-las a temperaturas de -2 e 30 °C, durante 20 dias, para avaliar
as diferentes interagcbes dos polissacarideos, assim como, a ocorréncia ou nao de

floculacao.

A tabela 7.3, apresenta os valores de turbidez medidos ap6s 20 dias de estudo.

Tabela 7.3. Valores de turbidez medidos ao fim de 20 dias e espessura do filme formado.

Turbidez . Turbidez Espessura Espessura
Designagio Nty Turbigez (NTU) (NTU) dofilme  do filme

inicial -2°C 30°C -2°C
Mistura A 217,67+ 1,25° 41,43+ 0,092 131,33+0,47"° Tl SRR
Mistura B 25,33+ 0,33° 20,30+ 0,00 34,97+ 0,58°¢ - -
Mistura C 83,87+ 0,25P 53,27+ 0,452 105,33+1,25° ++ +++
Mistura D 30,50+ 0,08° 27,17+ 0,392 35,13+ 0,09¢ - -
Mistura E 107,00+ 0,00° 93,50+ 0,29° 88,57+ 0,622 +++ ++++
Mistura F 26,47+ 0,052 59,13+ 0,62°¢ 32,70+ 0,29° + +

Letras diferentes em cada linha indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada tipo

de vinho.
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Através da andlise da tabela 7.3, pode-se constatar que as misturas A, C, E e F
apresentam filmes suspensos na solucdo, para qualquer que seja o valor da temperatura a
que foram expostas. Relativamente a espessura dos filmes, pode-se observar que quando
as misturas estdo expostas a baixas temperaturas, os filmes formados sdo maiores. Tal
facto pode ser explicado devido a baixas temperaturas as misturas originarem mais

facilmente precipitacdes e consequentemente, ficarem mais turvas.

Para valores de temperatura por volta dos 30 °C, verifica-se que as solugcdes se

encontram mais limpidas que para temperaturas inferiores.

Como se pode verificar, nas misturas A, C, E, F houve formacdo de filmes, que
inviabilizaram a aplicacdo destas misturas nos diferentes tipos de vinho. De entre as
solucdes em estudo pode-se constatar que as misturas B e D sdo as mais estaveis

relativamente aos parametros avaliados.

7.2 Caracterizacao dos diferentes tipos de CMC

Para se tentar perceber as diferentes interagbes quimicas nas misturas de
polissacarideos, decidiu-se caracterizar os diferentes tipos de CMC em estudo tendo em

consideracdo o seu grau de substituicdo e polimerizagéao.

Na tabela 7.4, resumem-se as caracteristicas obtidas para os CMC em estudo. Os
calculos efetuados para a obtencdo do peso molecular, encontram-se apresentados no
anexo A e os célculos relativos ao grau de substituicdo encontram-se resumidos no anexo
B.

Tabela 7.4. Caracterizacao fisico-quimica dos cinco CMCs utilizados neste estudo.

CMC Peso Molecular Grau de
(kDa) Substituicdo (GS)
CMCa, 51+6 0,55 £ 0,00
CMCy 20+4 0,77 £ 0,02
CMC, 98+6 1,05+ 0,01
CMCq 689+ 22 1,05 + 0,07
CMCe 565 +19 0,64 £ 0,04

Tendo em consideracdo a equacdo de Mark Houwink a viscosidade do CMC é
diretamente proporcional ao peso molecular do polimero e consequentemente, diretamente

proporcional ao seu grau de polimerizagéo, ou seja, quanto maior o peso molecular do CMC,
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maior é a sua viscosidade e grau de polimerizacdo. Logo, o CMC, apresenta um maior grau
de polimerizagdo que o CMCy em estudo.

Segundo a OIV, o peso molecular do CMC utilizado em enologia, deve estar
compreendido entre 17 kDa e 300 kDa, que corresponde a um grau de polimerizacéo de 80
a 1500. Considerando os valores da tabela 7.4, pode-se constatar que somente os CMC,,
CMC,, CMC, se encontram dentro destes limites, sendo que o CMCy, apresenta menor peso

molecular, logo menor viscosidade.

Relativamente ao grau de substituicdo, segundo a OIV, somente a
carboximetilcelulose com grau de substituicdo compreendido entre 0,60 e 1,0 é
completamente sollavel. Idealmente os valores mais apropriados estdo compreendidos entre
0,60 e 0,95. Em relacdo a este pardmetro pode-se concluir que o0 CMC, e 0 CMC. sdo 0s
que se encontram dentro destes limites. O CMC, encontra-se ligeiramente abaixo deste

limite, podendo, portanto, ndo ser completamente solUvel.

Através da andlise dos diferentes CMC, pode-se concluir que o CMCy, é 0 que
apresenta menor peso molecular e grau de substituicAo dentro dos limites ideais de
solubilidade (0,77).

Relativamente ao aparecimento de filmes nas misturas com CMC,, pode-se dever ao
facto de este polimero ser menos solivel que o CMC,, por apresentar maior grau de

polimerizacao (cadeia mais longa) e ser menos substituido.
7.3 Caracterizacao fisico-quimica dos vinhos

A caracterizagdo fisico-quimica dos vinhos usados para este estudo foi realizada
através da determinacdo do pH, teor alcodlico adquirido (%v/v), massa volumica (g/mL),
acidez total (g H2T/L), acidez volatil (g CHsCOOHY/L) e diéxido de enxofre livre (mg SO4/L).

Para o presente estudo foram usados quatro vinhos brancos (V1, V2, V3 e V4), trés
vinhos rosados (V5, V6 e V7) e quatro vinhos tintos (V8, V9, V10 e V11).
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A tabela 7.5, apresenta os resultados da andlise sumaria realizada aos vinhos em estudo.
Esta andlise tem como finalidade o conhecimento e a avaliacdo dos vinhos antes de estes
serem expostos a qualquer tratamento [15].

Tabela 7.5. Resultados da analise sumaria dos vinhos testemunha.

Teor

alcodlico M('f\s;a Acidez Aciqu SO; Livre
Vinho oH adquirido volumica total volatil (mgsouL)
%vIv) (g/mL) (gH.T/L) (gcHscooH/L)

V1 3,25 9,80 0,9917 5,30 0,28 21
V2 3,33 11,70 0,9907 7,10 0,20 30
V3 3,13 11,10 0,9906 7,60 0,22 38
V4 3,27 11,90 0,9893 6,60 0,27 23
V5 3,20 11,70 0,9902 7,40 0,43 16
V6 2,99 10,70 0,9932 8,70 0,22 18
V7 3,39 10,40 0,9928 6,00 0,36 11
V8 3,37 12,28 0,9932 6,78 0,45 28
V9 3,55 12,82 0,9928 6,47 0,37 15
V10 3,52 12,74 0,9929 6,48 0,37 18
Vil 3,44 13,30 0,9903 5,86 0,41 14

Os resultados apresentados na tabela 7.5, relativos aos ensaios da andlise fisico-
quimica dos vinhos, antes de sofrerem qualquer tratamento, encontram-se de acordo com
os padrdes de identidade e qualidade para os diferentes tipos de vinhos, apresentados na

legislacdo.
7.4 Perfil da estabilidade dos vinhos

Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar a aplicacdo de aditivos enolégicos
(misturas de gomas com carboximetilcelulose) em amostras de vinho instaveis
tartaricamente. Para tal, comegou-se por realizar uma analise sumaria aos diferentes vinhos
e de seguida procedeu-se ao estudo das amostras a nivel de instabilidade tartarica,

proteica, corante e componentes da cor.

Como a goma GA;, normalmente em enologia é aplicada em vinhos brancos e
rosados, estudou-se a influéncia da aplicacdo da mistura B (GA:+CMCy,) a nivel tartarico e
proteico. Relativamente a goma GA., devido as suas propriedades de estabilidade corante,
geralmente 0 seu uso restringe-se aos vinhos tintos. Assim sendo, a adicdo da mistura D
(GA2+CMCy) permitiu estudar a sua influéncia na instabilidade corante, tartarica e

componentes da cor.
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7.4.1 Estabilidade tartarica

Com o objetivo de analisar e otimizar as misturas em estudo em amostras de vinho
instaveis tartaricamente, avaliou-se o poder estabilizante das vérias solugcbes enoldgicas.

Este estudo foi aplicado em vinhos brancos, rosados e tintos.

A estabilidade dos vinhos foi avaliada através do teste de mini-contacto (teste
guantitativo), antes e apds a introducdo das misturas de goma arabica e

carboximetilcelulose, para varias concentracoes.

Os resultados da estabilidade tartarica apresentados, foram direcionados para a
estabilidade relacionada com o THK, uma vez que, a adicdo deste tipo de cristais ndo induz

a cristalizacdo do CaT.
7.4.1.1 Determinagdo em vinhos brancos e rosados

Com o objetivo de se estudar a viabilidade da aplicacdo da mistura B em vinhos
brancos e rosados, determinou-se a estabilidade tartarica para os vinhos testemunha (T) e

para vinhos sujeitos a diferentes tipos de tratamento, tais como:

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 100 mL/hL(100 mg/L de CMC) de CMC,
(CMCoa);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 100 mL/hL(100 mg/L de CMC) de CMCy
(CMCy);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 100 mL/hL (50 mg/L de CMC) da mistura B
(MB1);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 200 mL/hL(100 mg/L de CMC) da mistura B
(MB2);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 300 mL/hL(150 mg/L de CMC) da mistura
B (MB3);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 100 mL/hL de GA:1 (GA.).

Os valores da variagdo da condutividade obtidos através do teste de mini-contacto,
para os vinhos brancos (V1, V2, V3 e V4) e rosados (V5, V6 e V7), encontram-se

apresentados na tabela 7.6.
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Tabela 7.6. Valores da condutividade elétrica AC(uS/cm) para os vinhos brancos e rosados.

Vinhos
V1
V2
V3
V4
V5
V6
V7

AC (uS/cm)

T CMCa CMCp MB1 MB: MB3 GA:
75 15 23 24 27 20 56
152 33 36 36 31 28 124
108 24 22 27 21 17 56
113 23 24 25 20 20 69
135 24 24 26 23 23 104
80 19 20 20 20 28 45
168 27 32 40 30 31 139

Em relagéo a avaliagdo da estabilidade tartarica, segundo o método do tartarcheck,

os vinhos sdo considerados instaveis tartaricamente quando AC (uS/cm)>70, no entanto,

quando AC (uS/cm)>50 os vinhos brancos e rosados ja se encontram na zona de risco.

Assim, pode-se concluir através dos resultados apresentados na tabela 7.6, que:

e Todas as amostras testemunha em estudo encontravam-se instaveis, antes
de sofrer qualquer tratamento;

e Todas as amostras expostas a 100 mL/ hL de CMC, e CMC,, conduziram a
resultados estaveis, assim como, as amostras que sofreram tratamento com a
mistura B em doses compreendidas entre 100 e 300 mL/hL;

e As amostras que foram tratadas com 100 mL/hL de GA; levaram a uma ligeira
reducdo da condutividade dos vinhos, no entanto, esta redugéo néo foi suficiente
para os vinhos ficarem estaveis tartaricamente. Assim sendo, as amostras V1,
V3, V4 e V6, encontram-se na zona de risco e as amostras V2, V5 e V7
continuaram instaveis.

e A utilizagdo de GA: por si s6 ndo € suficiente para estabilizar os vinhos
brancos e rosados, no entanto, em misturas com CMCy, 0s resultados conduzem

a redugdes de condutividades, melhorando este tipo de estabilidade.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentados anteriormente,

procedeu-se a uma representacao grafica dos valores encontrados (figuras 7.1 e 7.2).
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Nas figuras 7.1 e 7.2 estdo representados também os limites de estabilidade para

estes dois tipos de vinhos.
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Figura 7.2.Resultados da estabilizagdo tartarica pelo teste de mini-contacto para amostras de vinho rosado (V5,
V6 e V7).
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7.4.1.2 Determinacdo em vinhos tintos

Com o objetivo de se estudar a viabilidade da aplicacdo da mistura D em vinhos
tintos, determinou-se a estabilidade tartarica para os vinhos tintos testemunha (T) e para
vinhos sujeitos a diferentes tipos de tratamento, tais como:

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 50 mL/hL (50 mg/L de CMC) de CMC,
(CMCy);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 50 mL/hL (50 mg/L de CMC) de CMCy
(CMCy);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 100 mL/hL(50 mg/L de CMC) da mistura D
(MD);

¢ Vinhos sujeitos a tratamento com 50 mL/hL de GA; (GA>).

Os valores da variacéo da condutividade obtidos através do teste de mini-contacto,

para os vinhos tintos, encontram-se representados na tabela 7.7.

Tabela 7.7. Valores da condutividade elétrica AC (uS/cm) para vinho tintos.

AC (uS/cm)

Vinhos T CMCa CMCp MD GA:
V8 75 41 41 43 69
V9 68 34 40 35 68

V10 64 36 38 33 62
Vi1 83 39 35 32 76

Em relagdo a avaliacdo da estabilidade tartarica segundo o método do tartarcheck,
os vinhos séo considerados instaveis tartaricamente quando AC (uS/cm)>80, no entanto,
quando AC (uS/cm)>60 os vinhos tintos ja se encontram na zona de risco. Assim, pode-se

concluir através dos resultados apresentados na tabela 7.7, que:

e Todas as amostras testemunha em estudo encontravam-se na zona de risco,
exceto V11, que se encontrava instavel tartaricamente;

e Todas as amostras que sofreram tratamento através da adicdo de 50 mL/hL
de CMC,e CMCy, conduziram a resultados favoraveis a nivel tartarico.

e As amostras expostas a 50 mL/hL de GA; ndo contribuiram significativamente
para a reducdo da condutividade elétrica das amostras de vinho, pelo que, esta
goma ndo € adequada para ajudar na estabilidade tartérica;

e As amostras tratadas com 100 mL/hL da mistura D, conduziram a estabilidade

dos vinhos testemunha.
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Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentados anteriormente,

procedeu-se a uma representacao gréafica dos valores encontrados (figura 7.3).

Na figura 7.3, estdo representados também os limites de estabilidade para o vinho

tinto.
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Figura 7.3.Resultados da estabilizacéo tartarica pelo teste de mini-contacto para as amostras de vinho tinto (V8,
V9,10 e V11).

7.4.2 Estabilidade proteica

As proteinas dos vinhos podem causar instabilidade fisico-quimica, dependendo das
suas caracteristicas estruturais e das circunstancias a que estes vinhos estédo sujeitos. Sao
varios os fatores que podem tornar o vinho turvo, como consequéncia da instabilizacdo das
proteinas, de entre os quais se destacam, a temperatura, metais, oxigenacdo, presenca de

taninos, alteracdo do pH e modificacdo do estado de solvatacao coloidal das particulas.

Os valores da variacdo da turbidez medidos antes e depois dos vinhos serem
expostos ao banho térmico, encontram-se representados na tabela 7.8. Para os vinhos
serem estaveis proteicamente esta diferenca tem de ser inferior a 2. O método usado para a

determinacgéo deste tipo de estabilidade € o método modificado de Boulton (método interno).
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Tabela 7.8.Valores da variacdo da turbidez (NTU), segundo o teste de calor, para vinhos brancos e rosados.

Vinhos T CMCa  CMGp MB:1 MB: MB3 GA:
V1 0,02 0,13 0,15 0,06 0,06 0,07 0,03
V2 0,05 0,52 0,48 0,23 0,38 0,42 0,19
V3 0,05 0,30 0,28 0,20 0,22 0,28 0,07
V4 0,17 9,60 9,32 8,48 9,36 9,60 3,87
V5 0,03 0,10 0,09 0,05 0,06 0,07 0,03
V6 0,14 2,62 1,78 1,22 1,63 1,81 0,48
V7 0,03 0,70 0,51 0,07 0,30 0,02 0,15

No que respeita a avaliacdo da estabilidade proteica, segundo o método modificado
de Boulton, os vinhos sdo considerados instaveis se a diferenca da turbidez antes e depois
da amostra ser exposta ao banho térmico for superior a 2. Assim, pode-se concluir através
dos resultados apresentados na tabela 7.8, que:

e Todas as amostras testemunhas séo estaveis a nivel proteico;

¢ Quando é adicionado, as amostras, 100 mL/hL de CMC, ou CMCy, estas tém
tendéncia para aumentar a diferenca na sua turbidez e, consequentemente,
tendem para uma instabilidade proteica; O vinho branco, V4, é o Unico instavel a
nivel proteico com a aplicagédo de todos os CMC, mistura e goma, no entanto o
V6, também ficou ligeiramente instavel com o tratamento do CMC, .

¢ Relativamente ao estudo da influéncia da adicdo da goma verifica-se que
para o V1 e V5, esta ndo interferiu na instabilidade proteica. Para as restantes
amostras (V2, V3, V4, V6 e V7) verificou-se um aumento do intervalo de
turbidez, quando comparado com o vinho testemunha. Tais resultados, ndo séo
os esperados no perfil destas gomas, visto que deviam contribuir para a melhoria
da estabilidade proteica e ndo conduzir a uma instabilidade.

e Quando sao adicionadas, as amostras, a mistura D com quantidades que
variam entre 100 e 300 mL/hL verifica-se que também existe a tendéncia para
aumentar a diferenca de turbidez, sendo que quanto maior a quantidade
adicionada, maior a diferenga da turbidez.

¢ Em misturas a goma GA;, apresenta resultados interessantes, porque permite
baixar a variagdo de turbidez, comparativamente ao uso individual da

carboximetilcelulose.
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Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentados anteriormente,
procedeu-se a uma representacao gréafica dos valores obtidos (figuras 7.4 e 7.5).

Nas figuras 7.4 e 7.5 esta representado também o limite de estabilidade proteica.
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7.4.3 Estabilidade corante

As substancias que conferem cor ao vinho abrangem um largo conjunto de
compostos fendlicos. Estes compostos sdo muito reativos e podem levar a formagédo de
compostos com massas moleculares maiores (polimeros), que tendem a precipitar e

conduzir os vinhos para uma instabilidade a nivel corante [16].

Para avaliar a influéncia da estabilidade corante através da adicdo dos diferentes
aditivos enoldgicos, recorreu-se a um teste que se baseia ha exposicdo das diferentes
amostras de vinho a baixas temperaturas num periodo de tempo de aproximadamente 24 h
(método interno). As amostras sao instaveis a nivel corante se for possivel observar

visualmente a existéncia de precipitados.

A tabela 7.9, pretende dar a conhecer a estabilidade dos vinhos tintos, através da

visualizagdo da quantidade de precipitado formado.

Tabela 7.9. Analise da existéncia de precipitados nas amostras de vinho tinto.

Vinhos T CMC, CMGCy MD GA:
V8 + +++ + + +++
V9 + +++++ ++ ++++ +++
V10 + ++++ + ++++ ++
V11 - + + + +

Genericamente, sabe-se que os compostos fendlicos do vinho tinto tém tendéncia
para interagir com a carboximetilcelulose e levar a precipitacdo de matéria corante. A goma
ardbica é utilizada, geralmente, nos vinhos tintos para abrandar os fenémenos de

polimerizacdo e a precipitacdo da matéria corante [26].

Tendo em consideragdo a informacéo da tabela 7.9, pode-se concluir relativamente a

este parametro que:

e Todos os vinhos testemunha, com excecdo do vinho V11, s&o instaveis a
nivel corante;

¢ Quando se adiciona 50 mL/hL de CMC, e CMC;, a quantidade de precipitado
verificado visualmente aumenta, como era de prever, Visto que a
carboximetilcelulose interage com a matéria corante, e conduz a sua
precipitacdo. O CMCy, apresenta para o vinho V8, V10 e V11, menores
gquantidades de precipitado;

¢ Relativamente a goma utilizada (GA.) os resultados nao foram os esperados,

porque esta substancia é utilizada em enologia para melhorar este tipo de
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estabilidade, e tal ndo se verificou. A Unica explicacdo encontrada é que sendo
esta goma uma mistura complexa de polissacarideos e de glicoproteinas, a sua
composi¢do ndo é constante, variando consoante os lotes e origens. Assim, o
seu uso pode apresentar consequéncias negativas em determinadas situagoes,
como neste estudo, em que se pretende obter produtos com elevada
homogeneidade e sempre com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas;

. Quando se adiciona 100 mL/hL da mistura D, verifica-se também que todos
0s vinhos se encontram instaveis a nivel corante. Os vinhos V9 e V10
apresentaram um comportamento que ndo era o esperado, comparativamente a
adicao individual de 50 mL/hL de CMCy e GA:.

. Quanto a estabilidade corante, o que se previa era que a carboximetilcelulose
aumentasse esta instabilidade, ou seja, apresentasse maior quantidade de
precipitados, e que a goma ardbica apresentasse resultados mais favoraveis
relativamente a este parametro. Tendo em conta os resultados obtidos a nivel
experimental pode-se concluir que a goma GA; ndo apresentou o resultado

esperado e que a mistura D tem tendéncia a aumentar a instabilidade corante.
7.5. Componentes da cor

A cor nos vinhos é uma patrticularidade sensorial, relacionada principalmente com os
seus compostos fendlicos. E um parametro que interfere na qualidade dos vinhos e pode
variar de acordo com as caracteristicas das uvas, com as técnicas de vinificagdo e com as

diversas reac;(”)es que ocorrem durante o seu armazenamento.

O estudo da cor foi mais aprofundado para vinhos tintos, devido a reatividade dos
seus compostos fendlicos. A cor neste tipo de vinhos esta intimamente dependente das

caracteristicas fisico-quimicas dos pigmentos e do meio onde estes se encontram.

A intensidade, a tonalidade e o indice de polifendis totais podem dar informacao
sobre a qualidade ou defeitos de um vinho.
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7.5.1 Intensidade da cor

Glories em 1984, prop0s que a intensidade da cor dos vinhos fosse definida pela

soma das absorbancias a 420, 520 e 620 nm.

A tabela 7.10, apresenta os resultados obtidos para a intensidade da cor nos vinhos

tintos. Todos os calculos efetuados estdo exemplificados no Anexo D.

Tabela 7.10.Valores da intensidade da cor em vinhos tintos.

Vinhos T CMC, CMCy MD GA:
V8 18,13+ 0,01° 22,13+0,01°®° 21,22+0,00¢ 17,83+0,01® 18,31+0,01°
V9 20,86 +0,01* 21,48 +0,01° 21,22+0,02¢ 20,95+0,01°® 21,16 +0,01°
V10 20,88 £ 0,01° 21,93+0,00¢ 22,18 +0,00° 20,68+0,01® 20,76 +0,01°
Vil 13,79+ 0,01* 15,43+0,01° 14,81+0,01° 14,37+0,01° 14,09 +0,01°

Letras diferentes em cada linha indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada tipo
de vinho.

Em relagéo aos valores apresentados na tabela 7.10, relativos & intensidade da cor
em vinhos tintos, pode-se constatar que a adicdo do CMC, e CMC, aumenta ligeiramente a
intensidade da cor. Tal facto pode ser explicado devido a carboximetilcelulose, interagir com
os polifendéis em geral e com as antocianinas em particular, no vinho tinto, causando uma
alteracéo na intensidade da cor, nomeadamente um aumento de turbidez que pode afetar a

medicao da absorbancia.
7.5.2 Tonalidade

A tabela 7.11, apresenta os resultados determinados para a tonalidade em vinhos

tintos. Todos os calculos efetuados estdo exemplificados no Anexo D.

Tabela 7.11. Valores da tonalidade em vinhos tintos.

Vinhos T CMCa CMCyp MD GA:
V8 0,597+ 0,001° 0,545+ 0,001® 0,599+ 0,000° 0,601+ 0,001° 0,600+ 0,000¢
V9 0,611+ 0,001 0,622+ 0,001° 0,612+ 0,000® 0,618+ 0,000° 0,620+ 0,001°
V10 0,615+ 0,000° 0,622+ 0,001 0,623+ 0,001 0,618+ 0,000° 0,612+ 0,000?
V11 0,655+ 0,001* 0,657+ 0,001** 0,659+ 0,001 0,655+ 0,001* 0,656+ 0,001

Letras diferentes em cada linha indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada tipo

de vinho.

A tonalidade é dada pela relacdo das absorbéncias 420/520 nm. Pela analise da

tabela 7.11, pode-se constatar que existem algumas variacdes no valor de tonalidade o que

parece indiciar que as misturas utilizadas influenciam este parametro.
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7.5.3 Indice de polifenois totais

A tabela 7.12, apresenta o indice de polifendis totais para os diferentes vinhos tintos.

Todos os calculos efetuados estdo exemplificados no Anexo D.

Tabela 7.12.Teor de polifendis totais em vinhos tintos.

Vinhos T CMC, CMCy MD GA:
V8 69,15+ 0,042 70,05+ 0,04° 69,93+ 0,08° 69,60+ 0,05 69,60+ 0,05°
V9 77,85+ 0,02¢ 77,52+ 0,05° 78,44+ 0,04° 75,45+0,04® 76,74+ 0,06°
V10 77,79+ 0,052 79,59+ 0,00° 78,27+ 0,05¢ 78,51+0,00¢ 78,00+ 0,05°
V11 47,28+ 0,01 49,08+ 0,05 49,83+ 0,009 49,38+ 0,01° 49,26+ 0,06°

Letras diferentes em cada linha indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada tipo
de vinho.

O indice de polifendis total (IPT) € dado pela medi¢do da absorbancia a 280 nm. Pela
andlise da tabela 7.12, podem-se observar pequenas varia¢des no indice de polifendis totais
aquando da adicao da mistura D (MD), carboximetilcelulose (CMC,e CMCy) e goma arabica
(GA2). Assim, pode-se concluir que a adi¢cdo destas substancias, ao vinho, influencia o teor

de substancias poliméricas e consequentemente o valor daquele parametro.
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Capitulo 8. Conclusoes

O objeto deste trabalho foi preparar solucbes aquosas de diferentes CMCs com o
objetivo de verificar qual o intervalo de peso molecular e grau de substituicdo mais indicado
para preparar misturas de CMC com goma arabica e avaliar o efeito destas solu¢cbes na

estabilidade tartarica.

As diversas tarefas realizadas para se conseguir atingir os objetivos propostos,

permitiram tirar diversas conclusdes que sao apresentadas de seguida.

Os CMCs caracterizados apresentam peso molecular e graus de substituicdo

diferentes.

O CMC, e 0 CMC;, foram os que apresentaram grau de substituicdo e peso molecular
mais baixos. O CMC, em comparagdo com o CMC,, apresenta menor peso molecular e
maior grau de substituicdo. Sendo que o CMCy apresenta peso molecular de 20 kDa e grau
de substituicdo de 0,77, enquanto o CMC, apresenta peso molecular de 51 kDa e grau de
substituicdo de 0,55.

Os restantes CMCs apresentam elevados pesos moleculares, e as suas solugdes
liquidas obtidas pelos mesmos, apresentam elevada viscosidade e dificil dissolucdo, apesar

de apresentarem graus de substituicdo elevados.

O CMC, foi 0 tnico CMC a partir do qual foi possivel preparar uma solucao liquida de
goma arabica e CMC sem producao de filme e variacéo de turbidez.

Os dois CMCs (CMC, e CMC,) apresentam idéntica capacidade estabilizante
tartarica, evidenciada pelos decréscimos significativos de condutividade no teste de mini-

contacto.

O CMC, apresenta capacidade estabilizante tartarica mesmo na mistura B quando
aplicado em vinhos brancos e rosados, no entanto, provoca um aumento da instabilidade
proteica. O que seria de esperar face a interagdo da carboximetilcelulose com as proteinas

do vinho.

O CMCp na mistura D quando aplicada em vinhos tintos apresenta poder de

estabilizacdo tartarica, mas ndo apresenta poder de estabilizacdo de matéria corante.
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Sugestdes de melhoria para trabalhos futuros

Os resultados obtidos na realizacdo deste estudo, podem ser valorizados através de

uma posterior investigacao sobre diversos pontos que ndo foram abordados, tais como:

e A caracterizacdo das gomas arabicas utilizadas, quanto ao seu peso
molecular e quanto & sua composicdo em acucares. E fundamental estudar estas
solucBes de polissacarideos de origem vegetal, relativamente a estes parametros que
sao essenciais para se perceber melhor o comportamento das misturas analisadas.

¢ A caracterizacdo da carboximetilcelulose em relacdo a concentracdo dos seus
ides metalicos, como o potéassio, sédio, calcio e magnésio.

e Dada a incoeréncia dos resultados a nivel da estabilidade corante para a
goma GA., seria vantajoso perceber a inconsisténcia desses resultados e avaliar a
performance de outros lotes desta goma em outros vinhos tintos.

e Investigar o uso das diferentes misturas na estabilidade tartarica dos vinhos,
em relagdo ao tartarato neutro de calcio.

¢ Realizar andlises sensoriais aos vinhos tratados para avaliar o impacto do uso
das diferentes misturas, sobre determinadas caracteristicas, tais como o volume de

boca, acidez, docgura e intensidade aromatica.
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Anexo A - Determinacao do peso molecular

Segundo o0 método de Gdmez-Diaz e Navaza, comeca-se por preparar inicialmente a
solucdo que vai servir de solvente nas solu¢des de carboximetilcelulose. Este solvente é

uma solucdo de NaCl 0,1 M.

Seguidamente preparam-se as varias solugbes com CMC, cuja concentragdo vai
depender da viscosidade de cada soluto. Para solugbes de baixa viscosidade preparam-se
concentracdes maiores do que para solucdes de alta viscosidade.

No viscosimetro de Ubbelohde ASTM D2515 capilar, com a ajuda de um cronémetro,
mede-se o tempo de escoamento de cada solugdo comecando-se pelo ensaio com o branco
(solucdo de NaCl 0,1 M). Realizam-se trés leituras para cada amostra.

Al. Exemplo de calculo para a determinacdo do peso molecular

Para a determina¢édo do peso molecular dos diferentes CMC em estudo mediu-se 0

tempo de escoamento de cada solugdo comecando pelo ensaio do branco.

A viscosidade relativa (4reiqtiva), S€QUNdO este método, calcula-se através do tempo
de escoamento do CMC para cada concentragao (tcmc), € 0 tempo de escoamento do
branco(tnaci,), como se pode verificar pela equacéo A.1:

teme (A.1)

Hrelativa = t
NacCl

A viscosidade especifica (Uespecifica). SEQUNdO este método, calcula-se através do

tempo de escoamento do CMC para cada concentracao (tcmc) € o tempo de escoamento do

branco (tnaci,) como se pode verificar pela seguinte equacéo:

teme — thact (A.2)

tNaCl

Uespecifica =
A viscosidade inerente (Uinerente), € Calculada com base na viscosidade relativa e na

concentracéo (c), de acordo com a equacao A.3:

_ ln(.urelativa) (A.3)

Uinerente =
c

A viscosidade reduzida (u,.quziaqa) € Calculada a partir da viscosidade especifica, de

acordo com a equacgao A.4:

.“espec' fica
Ureduzida = fl (A-4)
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A tabela A.1, apresenta a concentracao das solugées de CMCy, a média do tempo de
escoamento medido em segundos e os valores obtidos para a determinagéo da viscosidade
relativa e especifica.

Tabela A.1. Dados e valores calculados para a determinacéo da viscosidade intrinseca.

Ensaios CMC Tempo Mrelativa  Mespecifica
(g/L) (s)
1 0 208 - -
2 1 210 1,01 0,0112
3 2 214 1,03 0,0272
4 4 222 1,07 0,0657
5 5 227 1,09 0,0897

7

Segundo este método a viscosidade intrinseca € calculada por extrapolacdo da
viscosidade reduzida e inerente versus a concentracdo dos CMCs em estudo (figura A.1).

0,02 y =0,0016x + 0,0099

0,018 R?=0,988

0,016

0,014

0,012 y = 0,0015x + 0,0101
R?=0,9827 In(nrel)/C
0,01

nesp/C
0,008

Linear (In(nrel)/C)
0,006

Linear (nesp/C)
0,004

0,002

0 1 2 3 4 5 6
Concentragdo (g/L)

Figura A.1. Viscosidade reduzida e viscosidade inerente versus a concentra¢do dos CMCs em estudo.

Os dados apresentados na figura A.1, permitiram determinar a viscosidade

intrinseca, recorrendo & média das duas ordenadas na origem:
[P‘] = [.“reduzida]c—)O (A-S)

(4] = [Hinerentelc—o (A.6)
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Através da viscosidade intrinseca, pode-se obter o valor do peso molecular dos
CMCs recorrendo a seguinte equacédo de Mark Houwink (equacao A.7):

Em que: K=0,00123
a=0,91
[u] = K x PM*“
[ ]l (A.7)
_ e
PM = e

No caso do CMC,, obteve-se um peso molecular de 20 kDa .
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Anexo B - Determinacao do grau de substituicao do CMC

A quantidade relativa de glucose e glucose carboximetilada foi determinada segundo

0 método modificado por Damlin, Mokkola e Salmi.

Inicialmente, realizou-se uma hidrélise &cida. Esta hidrélise compreende a adi¢do de
2 mL de &cido sulftrico a 10 mg de cada tipo de CMC e na exposicao das amostras a 100°C
durante 2,5 h.

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida, recorrendo ao HPLC
UltiMate 3000, da Dionex, com um detetor de fotodiodos PDA-100, da Dionex.

Foram realizadas trés leituras para cada ensaio.

B1. Exemplo de calculo para a determinacdo do grau de substituicido do CMC

O célculo do grau de substituicdo baseia-se no método modificado por Damlin,
Mokkola e Salmi. Utilizou-se como exemplo de calculo os dados referentes ao CMCy.

A figura B.1, apresenta o cromatograma obtido para o CMC,, que relaciona a

absorbancia com o tempo.

700
600

Glucose (substituida
500 o Glucose por grupo carboximetil)
400

>
<
S

300 /

200 O

100

0
0 10 20 30 40 50 60

Tempo(min)
Figura B.1. Cromatograma obtido para o CMCy , absorbancia versus tempo.
O célculo do grau de substituicdo baseia na equacao B.1:

s = Area da Glucose substituida (B.1)

Area da Glucose

Para o CMC,, foi obtido, segundo este método, um grau de substituicdo de 0,77.
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Anexo C - Determinacao da analise sumaria dos vinhos

Cl. Determinacao por FTIR

Logo apdés o equipamento e o software serem iniciados deve ser realizada a
calibracdo do branco ético como aconselhado no manual do equipamento, Bacchus p.
Quando a calibragdo termina e se confirma a ndo existéncia de interferéncias, podem

comegar a realizar-se as andlises previstas.

A andlise das amostras de vinho € individual. Para tal, comecga-se por verificar se 0s
vinhos apresentam gés, no caso de existir, € recomendado agitar as amostras recorrendo a
uma placa de agitacdo. E importante a remocdo deste gas, pois este interfere nos ciclos de
leitura do equipamento Bachus.

As amostras sdo entdo colocadas em tubos apropriados ao equipamento e séo
levadas ao local de sucgédo da amostra. Atribui-se a designagdo da amostra no software e

inicia-se as analises.

No final de cada analise, o tubo de ensaio é retirado e pode-se iniciar um novo ciclo,
sendo importante verificar o nivel da solugdo de Titron X100, essencial para o

funcionamento deste equipamento, pois é responsavel pelo seu auto-zero.

No final dos testes realizados diariamente o equipamento era lavado com agua

desionizada e solucdo de lavagem para se poder desligar corretamente.

C2. Determinacdo do Di6xido de Enxofre livre

O diéxido de enxofre livre dos vinhos testemunha foi determinado por titulagdo
iodimétrica. O equipamento utilizado nesta analise foi um analisador semi-automatico, SO»-
Matic 23 da marca Crison. Este analisador baseia-se no método de Ripper automatizado
para analisar a quantidade de SO;livre.

A determinacao de SO: livre envolve a titulagéo iodimétrica direta em meio acido.

Mediu-se com uma pipeta volumétrica 10,00 mL de amostra e adicionou-se 0,2 g de
iodeto de potassio para copos de plastico, e programou-se o equipamento de forma a
determinar a concentracdo deste composto. Para a determinacdo de SO livre, o
equipamento adicionou automaticamente a solucao de acido sulfurico 25% (v/v), e efetuou
uma titulacdo com a solucdo de iodo 0,02 M. Nesta titulacdo, o ponto de viragem foi
identificado por uma sonda potenciométrica que estava em contacto com a amostra de
vinho. No final de cada ensaio, o equipamento fornece as concentracdes de SO; livre, em

mg/L.
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Anexo D - Determinacao das caracteristicas cromaticas

As caracteristicas cromaticas sdo determinadas através de espectrofotometria e

segundo o método usual da OIV.

Este método permite determinar a intensidade da cor, a tonalidade da cor e o indice
de polifendis totais. Para exemplificar o calculo destes parametros vamos utilizar os valores

obtidos experimentalmente, relativos a amostra de vinho tinto testemunha, V8.

Para a medicao da absorbancia a 420, 520 e 620 nm, os vinhos tintos foram diluidos,
segundo um fator de diluicdo de 10.

A intensidade é obtida através da soma das absorbancias medidas, como se pode
verificar através da equacao D.1:

Int = (Agz0 + Aszo + Aszo) X Diluicio (D.1)
Int = 18,13

A tonalidade relaciona a absorbancia a 420 nm com a absorbancia a 520 nm,

segundo a equagéo D.2:

Aszo
Ton = D.2
Aszo (b-2)
Ton = 0,597

Para a obtengdo do teor de polifendis totais, a amostra apresenta um fator de

diluicdo de 100. Para o célculo do IPT aplica-se a equagéo D.3:
IPT = A,g0 X Diluicido (D.3)
IPT = 69,15
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