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RESUMO

BERNARDO, Naissa Prévide. Composicéao volatil das uvas ao espumante da cv.
Chardonnay em diferentes condi¢cdes de manejo no sul de Minas Gerais (Brasil).
2021. 169p. Tese de Doutorado em Ciéncia dos Alimentos — Area: Bromatologia) —
Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental — FCF, Universidade de Sé&o
Paulo, Sdo Paulo, 2021.

O aroma é um dos fatores mais importantes na determinacdo da qualidade e do
carater do vinho. Isso se deve a presenca de compostos volateis que estédo associados
as suas caracteristicas organolépticas ou diferentes propor¢coes entre estes
compostos que podem ser influenciadas por fatores viticolas (clima, solo, cultivar,
manejo) e enolégicos (maturacdo da uva, fermentagcdo, tratamentos pos-
fermentativos). A regido do sul de Minas Gerais vem se destacando na producao de
espumantes de qualidade, e, nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
conhecer a influéncia do manejo da videira no desenvolvimento do aroma, da baga
até o espumante, a fim de estabelecer associa¢des com a qualidade do produto final.
Os experimentos foram realizados com a cultivar Chardonnay em diferentes
condicbes de manejo, em que foram avaliados clones, porta-enxertos, sistemas de
conducéo e densidades de plantio. Foram analisados os compostos volateis livres por
HS-SPME/GC-MS das bagas, mostos, vinhos base e espumantes nas safras 2016,
2017 e 2018. O trabalho foi dividido em quatro partes para a apresentacdo dos
resultados. A primeira consistiu em verificar a influéncia do material genético na
composicao volatil da cv. Chardonnay com os experimentos de clones e porta-
enxertos; a segunda parte avaliou a composicao volatil do clone 809 até o espumante;
a terceira, em analisar as vinificacbes dos diferentes sistemas de conducgéo; e a
quarta, em avaliar a evolugcdo dos compostos volateis da baga ao espumante e
analisar os aromas que as densidades de plantio podem conferir ao espumante. As
principais classes de compostos aromaticos identificados nas matrizes foram: C6-C9
aldeidos, alcoois superiores, aldeidos ramificados, benzenoides, monoterpenoides,
norisoprenoides, sesquiterpenoides, cetonas e acidos graxos. Os resultados
mostraram que o0s clones e o0s porta-enxertos apresentaram perfis volateis diferentes,
indicando que a variabilidade entre os clones e que a enxertia tém influéncia no
metabolismo da baga; o clone 809 apresenta maior abundancia de compostos
monoterpenoides, confirmando o seu carater moscato, das uvas aos espumantes; 0s

diferentes sistemas de conducao e densidades de plantio alteram o metabolismo da



baga, refletindo no perfil volatil dos espumantes nas safras estudadas. Dessa forma,
os dados indicam que a composicao volatil sofre influéncia do manejo da videira ao

espumante.

Palavras-chave: Vitis vinifera. Aroma. HS-SPME. GC-MS. Vinho. Baga. Sistema de
Conducéo. Densidade. Clone. Porta-enxerto.



ABSTRACT

BERNARDO, Naissa Prévide. Volatile composition from grapes to sparkling wine
of Chardonnay vine in different management conditions in southern of Minas
Gerais (Brazil). 2021. 169p. Tese de Doutorado em Ciéncia dos Alimentos — Area:
Bromatologia) — Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental — FCF,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

Aroma is one of the most important factors in determining the quality and character of
wine. This is due to the presence of volatile compounds that are associated with their
organoleptic characteristics or different proportions among these compounds that can
be influenced by viticultural (climate, soil, cultivar, management) and oenological
factors (grape maturation, fermentation, post fermentation treatments). The southern
region of Minas Gerais has been standing out in the production of quality sparkling
wines, and in this context, the purpose of the present work was to learn about the
influence of grapevine management on the development of aroma, from berry to
sparkling wine, in order to establish associations with the quality of the final product.
The experiments were carried out with the Chardonnay cultivar under different
management conditions, in which clones, rootstocks, trellising systems and planting
densities were evaluated. The free volatile compounds by HS-SPME/GC-MS of the
berries, musts, base and sparkling wines in the 2016, 2017 and 2018 harvests were
analyzed. The work was divided into four parts in order to present the results. The first
part consisted of verifying the influence of genetic material on the volatile composition
of the cv. Chardonnay with the experiments on clones and rootstocks; the second part
evaluated the volatile composition of clone 809 up to the sparkling wine; the third one
part analyzed the vinification of the different trainig systems; and the fourth part
evaluated the evolution of the volatile compounds from the berry to the sparkling wine
and analyzed the aromas that the planting densities can confer to the sparkling wine.
The main classes of aromatic compounds identified in the matrices were: C6-C9
aldehydes, higher alcohols, branched aldehydes, benzenoids, monoterpenoids,
norisoprenoids, sesquiterpenoids, ketones and fatty acids. The results showed that the
clones and the rootstocks have different volatile profiles, indicating that variability
among clones and that grafting have great relevance to the berry secondary
metabolism; the 809 clone presents a greater abundance of monoterpenoid
compounds, confirming its muscat character, from grapes to sparkling wines; the

different training systems and planting densities alter the berry’s metabolism, reflecting



in the volatile profile of sparkling wines in the studied harvests. The data indicate that
the volatile composition is influenced by the management of the berry to the sparkling

wine.

Keywords: Vitis vinifera. Aroma. HS-SPME. GC-MS. Wine. Berry. Training system.

Planting density. Clone. Rootstock.
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AAT
ACP
BA2H
CAS

Cv.
DMAPP
DXP
DXR
DXS

El
ENTAV-INRA

EPAMIG
FPP
FPPS
G3P
GC
GDC
GGPP
GGPPS
GLV
GPP
GPPS
HMGCoA
HMGR
HS

IAC
INMET
IPP
LQBQ
LOX
MEP
MG
MKS
MS

LISTA DE ABREVIATURAS

Alcool acil-CoA transferase

Proteina carreadora de acil

Acido benzoico 2-hidroxilase
Chemical Abstract Service (do inglés)
cultivar

Difosfato de dimetilalila
1-deoxi-D-xilose-5-fosfato
1-deoxi-D-xilose-5 redutase
1-deoxi-D-xilose-5 sintase

Electron ionization (do inglés)

Etablissement National Technique pour [|'Amelioration de Ila
Viticulture-Institut National de la Recherche Agronomique (do
francés)

Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais

Pirofosfato de farnesila

Pirofosfato de farnesila sintase
Gliceraldeido 3-fosfato

Gas chromatography (do inglés)
Geneve double courtain (do inglés)
Pirofosfato de geranil geranila
Pirofosfato de geranil geranila sintase
Green leaf volatiles (do inglés)
Difosfato de geranila

Pirofosfato de geranila sintase
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
Hidroximetilglutaril-CoA reductase
Headspace (do inglés)

Instituto Agronémico de Campinas
Instituto Nacional de Meteorologia
Difosfato de isoprenila

Laboratério de Quimica e Bioquimica
Lipoxigenase

Metileritrol fosfato

Minas Gerais

Metilcetona sintase

Mass spectrometry (do inglés)
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SPME
SRS
TCH
TDN
TPB
var.
Z,Z-FPP
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Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho
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Principal component (do inglés)

Acido salicilico carboximetiltransferase
Solid phase microextraction (do inglés)
Solid phase micro extraction (do inglés)
Sulfate reduction sequence (do inglés)
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variedade
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1. INTRODUCAO

O vinho, além de sua importancia econdmica e cultural, € objeto de fascinacao
para consumidores ao redor do mundo, despertando o interesse e a emocao deles
pela variedade de sensacdes atribuida a diversidade de compostos que compde a sua
qualidade sensorial (MARCHAL et al., 2014).

O estudo de aromas em matrizes enoldgicas € complexo e estdo presentes
centenas de moléculas que conferem o bouquet de um vinho. De acordo com Welke
et al. (2014), o aroma é um dos fatores mais importantes na determinacdo da
qualidade, do carater e da tipicidade do vinho. A presenca, auséncia ou diferentes
proporcdes dos compostos volateis sdo o resultado de interacdes complexas entre
diversos fatores: localizagdo geogréfica do vinhedo, que esta relacionado com as
caracteristicas do solo e do clima; variedade da uva; levedura e condi¢des técnicas
da vinificacdo, como a temperatura usada na maceracdo da uva, frequéncia e
intensidade dos procedimentos (WELKE et al., 2013); além dos tratamentos pos-
fermentativos (envelhecimento e estocagem) (SOARES et al., 2015).

Com relagéo aos espumantes, Caliari et al. (2014) apontam que a composi¢ao
quimica constitui um importante fator na producédo de espumantes de alta qualidade e
que a presenca dos compostos volateis pode ser influenciada por diversos fatores,
como as caracteristicas do vinho base, as leveduras e o estagio de envelhecimento.
Embora diferentes fatores possam influenciar a composi¢cao do espumante, os autores
ressaltam que a variedade da uva usada na vinificacéo pode ser considerada uma das

mais importantes.
1.1Producéo e consumo de espumantes

Relativo a producéo e ao consumo de vinhos espumantes no Brasil e no mundo,
a Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) apresentou dados de 2002 a
2018 (Figuras 1 e 2), que apontam uma evolucdo expressiva na producao mundial
(Figura 1).

Na Figura 2 estado os dados de producao e consumo de espumantes no Brasil
entre 2008 e 2018 (OIV, 2020). Embora a maior produgcéo e consumo estejam em

alguns paises do hemisfério norte, entre os paises emergentes o Brasil esta em
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segunda posicdo na producdo e em quarta no consumo. Esses dados representam
um crescimento de producao de 7% ao ano e no consumo, crescimento médio de 8%.

Figura 1. Evolucao da producao mundial de espumantes
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Fonte: Adaptado do relatério da OIV (2020).

Figura 2. Producédo e consumo de espumantes no Brasil em 2008 e 2018
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Fonte: Adaptado do relatério da OIV (2020).

A estimativa da producéo de espumantes em Minas Gerais esta em 50 mil
litros/ano (PEREIRA et al, 2020).
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1.2 Historico da regido produtora

Em trabalho que resgata o patriménio vitivinicola no sul de Minas Gerais,
Chelotti e Medeiros (2019) pontuam que essa tradicdo na regiao se iniciou no final do
século XIX com a chegada dos imigrantes italianos, destacando-se as cidades de
Andradas e Caldas. Entretanto, devido a concorréncia com outras producoes
agricolas, ao surgimento de novas técnicas, ao estabelecimento de normas e
requisitos e a alteracdo do padrdo de consumo, algumas fazendas que produziam
uvas de mesa e vinhos coloniais foram fechadas entre os anos 40 e 70, fazendo com
que a producao dessa regido se tornasse escassa.

Chelotti (2019) destacou a importancia da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais (EPAMIG), especificamente a unidade de Caldas, para a retomada e
desenvolvimento da vitivinicultura na regidao e a expansédo do cultivo para novos
centros. Além da selecdo de clones da cultivar Bordd e a producdo de mudas de
videiras com a técnica da enxertia de mesa, nos ultimos 25 anos a empresa esta
contribuindo para o fortalecimento e expanséao do cultivo de videiras finas, inicialmente
com a inclusdo da cultivar Chardonnay em 1995 (SOUZA et al, 2020) e
desenvolvimento das técnicas de manejo para a producdo de espumantes e,
posteriormente, com a introducdo e adaptacdo da técnica da dupla poda para
cultivares viniferas tintas e brancas, caracterizacédo das regifes produtoras e selecéo
de porta-enxertos (EPAMIG, 2020).

A Figura 3 apresenta a foto da sede da EPAMIG — uva e vinho em Caldas/MG.

Figura 3. Sede da EPAMIG — uva e vinho em Caldas/MG
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1.3 Do vinhedo a vinificacéo

1.3.1 Desenvolvimento e amadurecimento das bagas

Durante seu desenvolvimento, os frutos da videira (Vitis sp) passam por
diversas fases até atingir o amadurecimento. Trés fases principais do
desenvolvimento das bagas sdo mencionadas por DEGU et al. (2014) e COSME et al.
(2016):

a) Fase | — desenvolvimento herbaceo: caracterizada pelo crescimento e multiplicacao
celular juntamente com o acumulo de A&cidos orgéanicos, hidroxicinamico,
aminoacidos e taninos;

b) Fase Il - a expansdo da baga cessa e os acucares comec¢am a acumular, elevando
o pH da baga. Essa fase é rapida e marca o inicio do amadurecimento (véraison ou
pintor);

c) Fase lll - amadurecimento: segunda fase de crescimento e estagio de fundamental
alteracdo metabdlica com o acumulo de acucares (principalmente glicose e frutose),
precursores de aroma, pigmentos e outras classes de metabdlitos.

Na Figura 4A encontram-se as principais alteracdes das bagas durante o
desenvolvimento e amadurecimento; na Figura 4B, os principais compostos que sdo
acumulados durante a maturacédo (CURY, 2019).

Para a uva branca o veraison € marcado pela leve alteracéo de cor das bagas,
passando de verde para amarelo palido (KELLER, 2015), uma vez que nao produzem
antocianinas (WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016).

Assim, de acordo com Degu et al. (2014), uma complexa interacdo entre
genadtipo, macro e micro-clima e vigor das plantas definira o metabolismo da baga e,

eventualmente, a qualidade do vinho.
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Figura 4. (A) Representacao das principais altera¢cdes durante o desenvolvimento e
amadurecimento das bagas. (B) Partes da uva e os principais compostos acumulados
durante o desenvolvimento e amadurecimento
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Fonte: Figura (A) adaptada de Borghezan (2017).
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1.3.2 Cultivar Chardonnay

A cultivar (cv.) Chardonnay (Figura 5) é originaria da regido de Borgonha
(Franca) e € uma das uvas brancas mais populares do mundo, pois adaptou-se bem
a varias regides. No vinhedo, ela é de facil conducao e na vinicola, bastante maleavel,
podendo-se dela fazer vinhos brancos secos, espumantes, vinhos doces, ou compor
mistura com outras cultivares (PLANTGRAPE, 2020).

Figura 5. Cachos da cultivar Chardonnay (Caldas/MG)

Naissa Prévide Bernardo (2017)

Mendonca (2015) relata que em estudos voltados a avaliacdo da adaptagéo de
cultivares de videiras destinadas a elaboracéo de espumantes, péde-se verificar que
a cultivar Chardonnay, referéncia mundial por apresentar alta acidez que favorece a
refrescdncia de espumantes, encontra-se bem adaptada as condigbes
edafoclimaticas de Minas Gerais. Nas regides de altitude, como Caldas, as
temperaturas noturnas mais baixas contribuem para um bom equilibrio de acgucares e
acidos organicos. Na Serra da Mantiqueira, essa cultivar é mais utilizada na
elaboracdo de espumante do tipo Nature ou Brut (SOUZA et al., 2020).

A cultivar Chardonnay origina um vinho branco equilibrado, com pouco aroma
varietal, porém, de elevada complexidade (MENDONCA, 2015). Os aromas
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apresentados por essa cultivar lembram abacaxi, maca verde e frutas citricas

maduras; no paladar, tem acidez e boa estrutura (RIZZON et al., 2000).

1.3.3 Manejo do vinhedo

Varios autores descrevem que a producédo de um vinho de qualidade comeca
no vinhedo, com a combinacédo de clima, solo e das cultivares de uvas, conceito
conhecido como terroir. Carbonneau (1984) ja descrevia que, aléem dos fatores
naturais, tém-se as praticas agrondmicas que sao adotadas, como escolha do clone
e porta-enxerto, sistema de conducao, densidade de plantio e praticas culturais, entre
elas desponte, desfolha e raleio de cachos.

De acordo com a OIV (2010), terroir € “0 espaco no qual esta se desenvolvendo
um conhecimento coletivo das interagdes entre 0 ambiente fisico e bioldgico e as
praticas vitivinicolas aplicadas, proporcionando caracteristicas distintas aos produtos
originarios deste espaco”. Segundo a definicdo aplicada pela OIV, os componentes
naturais sao relevo, clima, microorganismo e solo; e dentro dos fatores humanos,
encaixam-se as praticas enologicas (estilo do vinho, métodos de vinificacao,
maturacéo, correcdes) e as préticas aplicadas a videira (escolha de cultivar, porta-

enxerto, sistema de conducéo, densidade de plantio, produtividade).

1.3.3.1 Selecéo clonal

OIV (2017) expde que o clone € a descendéncia vegetativa de uma Unica
videira. Sendo assim, € o resultado de mutacdes somaticas de ocorréncia natural
acumuladas e propagadas ao longo do tempo. Ocorre em regides onde determinada
variedade é tradicionalmente cultivada, resultando em grande variabilidade que pode
ser expressa no tamanho das folhas, composicdo das bagas e peso dos cachos
(CAMARGO; BERND; REVERS, 2009).

Os clones sao selecionados em areas de producédo, em vinhedos com idade
superior a 25 anos (REGINA, 2004) e, para a sua selecdo, sao levadas em
consideracdo a identidade varietal, as caracteristicas fenotipicas e a sanidade da
planta (OIV, 2017; RODRIGUEZ; SANZ; VALLES, 2018). Busca-se, pela observacéo,
a identificacdo de plantas com caracteristicas culturais desejaveis, como baixo vigor,

alto rendimento, bagas menores ou maiores, cachos bem formados, pigmentacao do
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fruto diferente ou outros atributos de qualidade percebidos e/ou resisténcia a
determinada doenca (KELLER, 2015).

Embora apresente as caracteristicas descritas na selecéo, Keller (2015) relatou
que a viabilidade de um clone em um determinado local € fortemente influenciada pelo
ambiente (solo, condi¢des climaticas, praticas adotadas no manejo) e depende do uso
final das uvas produzidas e de circunstancias regulatérias (exemplo: restricdo de
rendimento). Por esse motivo, sdo importantes os estudos relacionados a competicéo
de clones em novas areas de cultivo.

A cultivar Chardonnay originou-se do cruzamento natural das uvas Pinot e
Gouais blanc (PLANTGRAPE, 2020), em que a hibridizacao ocorre pela polinizacéo e
fertilizacé@o de flores de diferentes plantas, geneticamente distintas, e da origem a um
terceiro individuo.

Para a cv. Chardonnay, Jones et al. (2014) reportaram que os clones
disponiveis para serem utilizados na regidao de Champagne: séo os 75, 76, 95, 96 e
121 (clones certificados e autorizados pelo ENTAV-INRA). Além disso, os autores
apresentaram o resultado de uma pesquisa realizada na Califérnia com 13 clones
dessa cultivar, em que foram identificadas variacdes de rendimento, bagas por cacho,
peso de baga e peso de cacho para todos os clones, concluindo que a selecéo clonal
implica diretamente na obtencdo de frutos com bom rendimento e balanco
acido:acucar para a elaboracdo de um espumante.

Além das diferencas agronémicas e de acidez e agucares dos clones, outro
papel importante esta ligado as caracteristicas organolépticas, complexidade
aromatica, e que séo apreciadas pelos consumidores. Nos ultimos anos, clones das
cultivares aromaticas Traminer aromatica (Gewurztraminer), Moscato giallo e Miller
Thurgau sao estudados para avaliar a adaptacdo, o comportamento a determinadas
regides e o aporte que cada clone oferece de compostos livres e/ou precursores nas
bagas e, posteriormente, nos vinhos (NICOLINI et al., 2013; NICOLINI et al., 2016;
NICOLINI et al., 2019).

Para a cv. Chardonnay, os seguintes clones estdo descritos no catalogo do site
Plantgrape por apresentarem e conferirem carater de uva moscato aos vinhos: 809,
1068, 1145 e 1146.
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1.3.3.2 Porta-enxertos

A enxertia € uma pratica antiga, porém, na viticultura, foi aplicada apos o ataque
da filoxera (Daktulosphaira vitofoliae, inseto que se fixa nas raizes da videira,
alimentando-se da seiva) que devastou grande parte das videiras viniferas na Europa,
principalmente na Franca, no final do século XIX. Consiste no enxerto de uma cultivar
Vitis vinifera e um porta-enxerto de Vitis americanas ou hibridos de uma ou mais
espécies (HIDALGO, 2002; DIAS et al, 2015). Warschefsky et al. (2016)
complementam que a enxertia une dois 6rgdos de individuos diferentes (o sistema
radicular e a copa), formando uma conexéo vascular, de modo a ter uma relacao
simbiatica.

O sistema radicular das plantas obtém agua e nutrientes do solo, serve como
orgdo armazenador e é a primeira zona de contato com os organismos do solo. Os
porta-enxertos variam na arquitetura e fungédo, na mesma espécie e entre espécies,
sendo um ponto crucial para coordenar as respostas das plantas aos estresses biético
e abidtico (WARSCHEFSKY et al., 2016). Dessa forma, séo utilizados pela tolerancia
e/ou resisténcia aos parasitas da raiz (floxera, nematoides) e pela habilidade em
influenciar o vigor do dossel, a maturagédo dos frutos, ou adaptacdo a condi¢gbes
adversas do solo (seca, alagamento, salinidade, acidez, entre outros) (KELLER,
2015).

Vitis rupestris, V. riparia e V. berlandieri sdo as espécies mais utilizadas como
porta-enxertos (HIDALGO, 2002; DIAS et al., 2015). Os autores Camara (2020) e
Gutiérrez-Gamboa et al. (2020) descreveram as principais caracteristicas encontradas
em cada espécie:

- Vitis rupestris: moderada tolerdncia a solos calcareos, alto vigor, ciclo
vegetativo longo;

- Vitis riparia: baixa tolerancia a solos calcareos, baixo vigor (raizes nao
aprofundam), ciclo vegetativo curto, tolerante a filoxera;

- Vitis berlandieri: alta tolerdncia a solos calcareos e secos, alto vigor, ciclo
vegetativo longo, muito resistente a filoxera.

De acordo com Loureiro et al. (2016), inicialmente a enxertia era realizada com
porta-enxerto de uma unica espécie, entretanto, os estudos com 0s cruzamentos

foram realizados a fim de se obter porta-enxertos resistentes ou tolerantes ao estresse
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ambiental (abiotico) e efeitos diferentes na fenologia, nos parametros agronémicos e
enoldgicos do enxerto.

O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) realizou grandes avancos na
viticultura brasileira com a pesquisa de porta-enxertos hibridos para regides de clima
tropical, chamados de “Tropicais”. Entre eles esta o IAC-766 (Riparia do Traviu x Vitis
caribeae), sendo utilizado para variedades de mesa, no sudeste brasileiro e em
estudos com cultivares empregadas na dupla poda (CAMARA, 2020). E um material
gue apresenta elevado vigor vegetativo, compatibilidade com diversas variedades de
copa, se adapta a varios tipos de solos, resistentes as principais doencas fungicas,
sendo de facil multiplicacéo (IAC, 2021).

Entre os porta-enxertos mais empregados para a produgéo de espumantes no
Brasil estdo: Rupestris du Lot (Vitis rupestris); 101-14 e 3309 (Vitis riparia x Vitis
rupestris); Kober 5 BB e SO4 (Vitis berlandieri x Vitis riparia); Richter 99, Richter 100,
1103 Paulsen e 1045 Paulsen (Vitis berlandieri x Vitis rupestris); e Gravesac (Vitis
berlandieri x Vitis riparia x Vitis rupestris) (SOUZA et al., 2020).

Keller (2015) afirma que a enxertia ndo afeta diretamente a cor ou o perfil
aromatico das uvas produzidas na variedade do enxerto, uma vez que as substancias
responsaveis pela qualidade-caracteristicas relevantes sdo produzidas na baga e,
portanto, sdo determinadas pelo gendétipo do enxerto. Entretanto pode causar um
efeito indireto na composicao da fruta, especialmente na acidez devido a influéncia do
porta-enxerto no vigor do enxerto, na configuracdo do dossel vegetativo, rendimento
e, possivelmente, na absorcao de nutrientes.

De acorddo com Bascuian-Godoy et al. (2017), a enxertia pode alterar a
duracdo dos estagios fenoldgicos, a estrutura e crescimento do dossel vegetativo,
rendimento e a qualidade da baga devido as caracteristicas estruturais, morfolégicas
e moleculares dos porta-enxertos. Os autores complementam que a combinacao
enxerto-porta-enxerto depende da afinidade e compatibilidade entre eles e da

adaptacao as condi¢des edafoclimaticas, sendo muito especifica.

1.3.3.3 Sistemas de conducéo

A videira € uma planta sarmentosa, de habito trepador e que se adapta as mais
diversas formas de condugdo. O sistema de conducgéo da videira (estrutura de
crescimento do dossel vegetativo) € uma das técnicas aplicadas que contribuem para
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definir a forma da planta, modificando, assim, as condicdes microclimaticas
(temperatura do ar, umidade e intensidade de radiacdo) no interior da copa
(NORBERTO, 2006; DEGU et al., 2014).

O sistema de conducéo adotado deve permitir boa iluminacéo, insolacdo e
aeracdo das folhas e dos cachos, com a finalidade de maximizar a captacdo da
energia solar e reduzir a incidéncia de doencas (SPAYD et al,. 2002). Além disso,
apresenta influéncia direta no metabolismo secundério das bagas (KELLER, 2015).

A orientagéo dos ramos e a divisdo do dossel vegetativo em relagdo ao solo
classifica os sistemas de conducao das videiras. Os principais sistemas adotados no
Brasil séo:

- latada ou pérgola ou caramanchao: consiste em induzir a planta a subir até
dois metros para, depois, conduzi-la horizontalmente por uma pérgola. Neste sistema,
0s ramos crescem horizontalmente, e o dossel vegetativo ndo é dividido. De modo
geral, forma uma trama de folhas e ramos que reduz a exposi¢céo aos raios de sol e
dificulta a aeracdo, porém, em regiées muito quentes, as folhas protegem os cachos
da insolacdo excessiva (Figura 6A);

- espaldeira: as videiras sao plantadas em sentido vertical, em fileiras paralelas,
e 0 dossel vegetativo néo € dividido. Os cachos recebem luz direta, que contribui para
o melhor amadurecimento das bagas (Figura 6B);

- lira: desenvolvido pelo INRA-Centro de Pesquisas de Bordeaux, Franca,
caracteriza-se por ter dois planos obliquos levemente inclinados para o lado de fora,
portanto, com duas zonas de producdo. Apresenta uma maior area de superficie foliar
(Figura 6C);

- GDC (do inglés: Geneva Double Courtin): caracteriza-se por apresentar duas
cortinas verticais paralelas, com as bases na parte superior e 0S ramos posicionados
para baixo (vertical prostrado € a orientacdo). Para que este sistema de conducao
funcione bem, é imperativo que 0 espagco entre as cortinas permaneca aberto,
permitindo a entrada dos raios solares (Figura 6D). E o sistema recomendado para
regides mais quentes, visando proteger os cachos da incidéncia solar direta (FAVERO
et al., 2010).
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Figura 6. Representacdo do sistema de sustentacdo para os quatro sistemas de
conducgéao adotados no Brasil: Latada (A), Espaldeira (B), Lira (C) e GDC (D)

Fonte: Representacdes (A) e (B) (EMBRAPA, 2019a), (C) Andretta (2011); e (D) Favero et al. (2010).

1.3.3.4 Densidade de plantio

De acordo com Mendonca (2015) e Almeida (2017), a densidade de plantio é
definida como o nimero de plantas por unidade de area e é outro fator que pode
influenciar no desenvolvimento da planta e qualidade dos frutos, pois ela modifica
diretamente a fisiologia da planta, alterando o seu desenvolvimento em fungao do
maior ou menor grau de competicdo de fotoassimilados entre as inflorescéncias e a
vegetacao.

O estudo de densidade de plantio compreende a colonizacdo do solo pelo
sistema radicular e o ar pela parte aérea da planta, que séo os troncos, os bragos, 0s
brotos e as folhas.

Mendonca (2015) e Almeida (2017) colocam que quando se tem uma alta

densidade de plantio, as raizes das plantas competem por agua e outros nutrientes,
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contribuindo dessa forma para reduzir o crescimento vegetativo, pois assim as plantas
desviam os nutrientes para os frutos atingirem a maturidade adequada. JA com uma
baixa densidade, haverd competicdo entre a inflorescéncia e a parte vegetativa,
alterando o equilibrio hormonal da planta e consequentemente a maturacdo e
qualidade da baga.

Com relacao a parte aérea (vegetativa) da planta, Almeida (2017) descreve que
o controle de gemas é importante para que 0os ramos tenham o vigor adequado, ou
seja, para atingir o equilibrio entre o crescimento vegetativo e o desenvolvimento
produtivo, a fim de obter uma matéria-prima de qualidade. O alto vigor vegetativo
também influencia no niumero de camadas de folhas no vinhedo, promovendo um
sombreamento dos cachos e, consequentemente, a composicéo da baga.

Alguns autores, citados por Almeida (2017), enfatizam que a densidade de
plantio afeta a qualidade dos vinhos espumantes, uma vez que controla a exposi¢ao
a luz e o vigor da planta, interferindo no aroma do fruto, no conteudo de acidos e nos
niveis de agucar da baga. Assim, para se ter o balanco hormonal e teor de agucar
adequados, deve-se ter uma razao satisfatoria entre vigor/area foliar pelo peso do

fruto.

1.3.4 Vinificacao

A vinificagdo € a transformagéo do suco de uvas em vinho compreendendo
mecanismos microbioldgicos e quimicos (MARCHAL et al.,, 2014). Durante o
amadurecimento, 0s agucares sao acumulados nas bagas na forma de glicose e
frutose e, posteriormente, serdo convertidos em alcool pelas leveduras durante a
fermentacao alcodlica ( WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016).

Assim, apoOs a colheita, para se obter um espumante as etapas abaixo sao
realizadas e definidas de acordo com legislacdo brasileira (BRASIL, 2014; BRASIL
1988):

- Obtencdo do mosto: “Mosto simples de uva é o produto obtido pelo
esmagamento ou prensagem da uva s&, fresca e madura, com a presencga ou nao de
suas partes solidas”. A Figura 7 ilustra as etapas de preparacdo do mosto (fotos de
um processo em escala industrial): desengace (A), prensagem (Bl e B2) e trasfega

do mosto pés-débourbage (C);
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Figura 7. Etapas do processo anteriores a vinificacdo: (A) Desengace, (B1 e B2) Prensagem e (C) Trasfega do mosto pés
débourbage

Naissa Prévide Bernar:do (2018)

Naissa Prévide Bernardo (2018)

Naissa Prévide Bernardo (2018)
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- Obtencéao do vinho base: “Vinho é a bebida obtida pela fermentacéo alcodlica
do mosto simples da uva s, fresca e madura, que se tenha no maximo 11,5% de
alcool”;

- Obtencdo do espumante: “Vinho cujo anidrido carbonico seja resultante,
unicamente, de uma segunda fermentacéo alcodlica do vinho base, em garrafas ou
em grandes recipientes, com graduacao alcoolica de 10 a 13% em volume, com
pressdo minima de 4 atm a 20°C".

Em uma descricdo mais detalhada (STEFENON et al., 2014; WELKE et al.,
2014a) da elaboracao dos espumantes, temos:

e Primeira fase: a primeira fermentagdo transforma o mosto da uva em vinho
tranquilo (para espumantes, chamado de vinho base);

e Segunda fase: nova fermentacdo, com liberacdo de dioxido de carbono, pode ser
conduzida através de dois métodos:

e Método Charmat: a segunda fermentacéo e o envelhecimento sobre as borras
ocorre em tanques isobaricos (projetados para suportar altas pressdes) apos a
adicdo de leveduras e acucar. Esse método facilita a operagcéo de remocao das
leveduras, porém o produto resultante tem aromas e sabores menos complexos
do que os obtidos pelo método tradicional.

e Meétodo Tradicional, similar ao método Champenoise usado na producéo do
Champagne (na regidao de Champagne, no norte da Franca): a segunda
fermentacao e envelhecimento sobre as borras (sur lie) acontecem na garrafa
com a adicdo de uma suspensao de leveduras e acgucar (licor de tiragem),
aumentando o contetdo de alcool e a presséo interna da garrafa para acima

de 5-7 atmosferas.

No processo tradicional, apés o fim da segunda fermentacdo e autdlise das
leveduras (duracao de trés meses a anos, dependendo da intensidade desejada de
aromas terciarios), permanecem nas garrafas sedimentos deixados pelas leveduras.
Para retirar os sedimentos, as garrafas sdo colocadas em pupitres, com rotacdes
periddicas e inclinacdes progressivas até assumir posi¢do vertical. Os sedimentos,
entdo, vao descendo progressivamente e se acumulam no gargalo. Essa operagéao de
rotacionar e inclinar a garrafa nos pupitres para ter o acimulo dos sendimentos no
gargalo € chamada remuage (Figura 8), operacdo que pode ser feita manualmente ou

com maquinas chamadas gyropalettes.
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Figura 8. Processo de remuage manual nos pupitres para ter o deslocamento dos
sedimentos para o gargalo da garrafa

Naissa Prévide Bernardo (2019)

Quando todo o sedimento foi deslocado para o gargalo (A) é feito o
dégorgement ou degola (Figura 9), processo de resfriar o gargalo das garrafas (B) a -
25°C, que congela o liquido no local e faz com que, assim que a garrafa seja

destampada (C), o residuo saia por diferenca de presséo e deixe o vinho limpo.
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ApoOs a degola, deve-se adicionar o licor de expedicdo para preencher o

espaco deixado pela parte congelada que foi retirada, bem como recompor o teor
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de acucar residual conforme o tipo de vinho desejado (Tabela 1) e do teor de
conservante. O espumante é classificado na legislacao de acordo com a quantidade
de acucares totais (BRASIL, 1988; BRASIL, 2014).

Tabela 1. Tipo de espumante com 0 seu respectivo teor de agucares totais,
expresso em gramas de glicose por litro (BRASIL, 1988; BRASIL, 2014)

Classificacao Teor de Aclcares Totais
Nature até 3gL?
Extra Brut 3a8glL?
Brut 8alsglLt?
Sec (seco) 15a20¢gL?
Demi Sec (meio-doce) 20a60gL?
Doux (doce) superior a60 g Lt

Adicionado o licor de expedicdo, procede-se ao fechamento da garrafa com
rolha de cortica e gaiola de arame. Os passos finais do processo, adi¢cdo do licor de
expedicdo (A), fechamento da garrafa (B) e o encaixe da gaiola (C), estdo

representados na Figura 10.
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Figura 10. Procedimentos finais na elaboracdo do espumante: adicdo do licor de
expedicao (A), fechamento da garrafa (B) e o encaixe da gaiola (C)

Fotos superiores de um espumante produzido em escala industrial. Fotos inferiores referentes
aos lotes experimentais desse estudo (safra 2018).
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Naissa Prévide Bernardo (2018)
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Naissa Prévide Bernardo (2019)
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Da baga ao espumante ocorrem processos quimicos, bioquimicos, e
microbiolégicos dependentes de enzimas, cofatores, nutrientes, precursores que

resultam na composicao volatil da baga e no bouquet aos vinhos.

1.4 Compostos volateis

Volateis sdo compostos de baixo peso molecular, que vaporizam facilmente a
temperatura ambiente. Conferem a sensacdo aromatica quando atingem o epitélio
olfativo e se ligam aos receptores (DUNLEVY et al., 2009).
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A composicéao volatil dos vinhos € complexa porque varias estruturas organicas
e de diversas origens contribuem para o aroma (DUNLEVY et al., 2009): a baga,
responsavel pelo aroma primario ou pré-fermentativo, especifico de cada variedade
de uva; as leveduras durante a primeira e a segunda fermentacdo (aroma secundario
ou fermentativo) e praticas enolégicas de maturacédo/envelhecimento (aroma terciario
ou poés-fermentativo) (BOSCH-FUSTE et al., 2007; CALIARI et al., 2014). Esta
complexidade é multiplicada pela transformacdo molecular, que pode ser catalisada
por enzimas (DUNLEVY et al., 2009) e transformacdes quimicas espontaneas (LIN;
MASSONNET; CANTU, 2019).

Mais de 800 compostos podem compor a fracdo volatil de um vinho, mas
apenas algumas dezenas constituem odor-ativo e devem ser considerados para
efeitos de diferenciacdo. Esses compostos pertencem a grupos muito heterogéneos,
como monoterpenos, alcoois de cadeia longa, aldeidos, cetonas, ésteres e acidos
graxos (CAMARA; ALVES; MARQUES, 2006).

Com relacdo aos compostos dos aromas primarios ou varietal, Zacalain et al.
(2007) descrevem que eles aportam uma grande contribuicdo para o vinho e estao
intimamente relacionados com a qualidade dos vinhos brancos e podem ser utilizados
para diferenciar os vinhos monovarietais. Entre esses compostos volateis estao:
terpenos, tais como limoneno, linalool, a-terpinol, B-citronelol, nerol, geraniol,
nerolidol; compostos Cs, tais como trans-2-hexanal, 1-hexanol, cis-3-hexen-1-ol,
trans-2-hexen-1-ol; e Ciz-norisoprenoides tais como 3-damascenona, a e B-ionona.

Segundo Jaffré et al. (2011) mais de 140 compostos volateis foram identificados
em uvas Chardonnay por analise de headspace e desses, ésteres, alcoois, aldeidos,
cetonas e fendis sdo considerados importantes para o aroma. Além desses
compostos, Welke et al. (2014a) reportaram também Cis-norisoprenoides e acidos
como compostos volateis que mais contribuiram para as diferencas observadas entre

vinho base e espumante.

1.4.1 Principais vias biossintéticas dos compostos volateis nas uvas

Os compostos volateis sdo metabolitos secundarios sintetizados pela planta
para atrair polinizadores, dispersores de sementes, proteger contra o estresse bioético

e/ou abidtico e constituem os maiores contribuintes para odores especificos, cor e
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gosto (AHMED et al., 2017), aléem de contribuirem com a adaptacédo da planta a um
determinado ambiente (POTT; OSORIO; VALLARINO, 2019).

Segundo Dunvely et al. (2009), o aroma das uvas é atribuido as classes de
compostos: aldeidos, alcoois, ésteres, hidrocarbonetos, cetonas e furanos, além de
outros ainda néo identificados.

Quatro vias biossintéticas formadas a partir de compostos primarios como
carboidratos, acidos graxos e aminoacidos sdo responsaveis pelo metabolismo
secundério das plantas: rota do &cido chiquimico, rota do acido mevalénico (MVA),
rota do acido maldnico e rota do metileritrol fosfato (MEP) (SCHWAB; DAVIDOVICH-
RIKANATI; LEWINSOHN, 2008). A Figura 11 ilustra essas rotas e as principais
classes dos compostos volateis sintetizados em plantas.

Os acidos graxos formam compostos volateis (alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos, ésteres e lactonas) através do seu catabolismo pelas vias de B-oxidacao, a-
oxidagdo e lipoxigenases (LOXs) (SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI;
LEWINSOHN, 2008).

Os principais acidos graxos insaturados, precursores aromaticos do vinho, sao
os acidos linoleico e linolénico (BAUMES, 2009), que, quando sofrem degradacéo
oxidativa pela via da LOX geram a maioria dos alcoois, aldeidos, acidos e ésteres. A
maioria dos processos que ocorrem nessa via e as enzimas responsaveis pela
catalisacdo das reacdes que formardo os compostos volateis esta representada na
Figura 12. Segundo Xu et al. (2015), véarias enzimas dessa via foram reportadas em
uva. Os principais compostos alifaticos volateis C6 e C9 da uva sao formados por
caminhos similares derivados do metabolismo dos acidos graxos (DUNLEVY et al.,
2009). Baumes (2009) reporta que as atividades enzimaticas desses processos
dependem mais da maturacdo da baga do que da cultivar.

Os aldeidos e alcoois C6 e C9 formados por essa via também estdo envolvidos
nas respostas de feridas e estratégias de defesa das plantas (LIN; MASSONNET;
CANTU, 2019). Além do processo de defesa, Pott, Osorio e Vallarino (2019)
reportaram a atuacao desses compostos nos processos de germinacédo de sementes

e amadurecimento do fruto.



Figura 11. Rotas biossintéticas em plantas a partir dos carboidratos, acidos graxos e aminoacidos
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Fonte: Adaptado de Schwab, Davidovich-Rikanati e Lewinsohn (2008) e Magalhées (2017).
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Figura 12. Principais compostos volateis biossintetizados em uvas a partir do
metabolismo dos acidos graxos
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Fonte: Adaptado de Dunlevy et al. (2009).

A biossintese de compostos C5 € menos estabelecida, entretanto ja foi
identificado em tomates que é catalisada em parte pela enzima 13-lipoxigenase (LOX),

também responsavel pela sintese de volateis C6 (SHEN et al., 2014).

Ainda relativo ao metabolismo dos acidos graxos, outro grupo de moléculas que
tém importancia sensorial sdo as lactonas, algumas apresentando aroma marcante
em determinadas variedades de frutas. Todas as lactonas se originam do seu acido
carboxilico correspondente e podem ser formadas pela reducédo de oxo-acidos oxo
por NAD redutases, hidratacdo de acidos graxos insaturados, epoxidacéo e hidrélise
de &cidos graxos insaturados ou reducdo de hidroperoxido (Figura 13A) (SCHWAB,;
DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008).
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Outra classe de compostos derivada do metabolismo de acidos graxos é a das
metilcetonas, que se originam da degradacéao 3-oxidativa através de intermediarios 3-
cetoacil-CoA, a partir dos quais se formam os alcoois secundarios, que sdo aroma-
ativos, como 2-pentanol e 2-heptanol (Figura 13B).

Figuras 13. Biossintese de (A) acidos de cadeia curta, aldeidos, alcoois, ésteres e
lactonas, e (B) metilcetonas
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Fonte: Adaptada de Schwab,Davidovich-Rikanati e Lewinsohn (2008).
AAT, alcool acil-CoA transferase; MKS, metilcetona sintase; ACP, proteina carreadora de acil.

O metabolismo dos carboidratos da origem aos compostos volateis terpenoides
pela via dos isoprenoides (Figura 14). Esses compostos tém relevancia ecoldgica nas
plantas por possuirem aroma floral e, dessa forma, atraem tanto os polinizadores
adequados, garantindo a reproducdo, como os dispersores de sementes, além de
exercerem papel de defesa contra patégenos (DUNLEVY et al., 2009). Para o vinho
sao de grande relevancia devido aos atributos sensoriais (aromas florais e frutados) e
estdo presentes nas uvas na forma livre ou glicosilada (BORGHEZAN, 2017).

Segundo Dunlevy et al. (2009), os terpenoides desenvolvidos nas bagas sofrem
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pouquissima ou nenhuma alteracéo pela acdo das leveduras durante a fermentacao
(DUNLEVY et al., 2009).

Figura 14. Biossintese dos compostos monoterpenoides e sesquiterpenoides em
célula vegetal
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2011), Kutchan et al. (2015), Magalhées (2017).

DMAPP: difosfato de dimetilalila; FPP: pirofosfato de farnesila; GPP: difosfato de geranila;
IPP: difosfato de isoprenila; MEP: metileritrol fosfato; MVA, acido mevaldnico; G3P,
gliceraldeido 3-fosfato; DXP: 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato; DXS: 1-deoxi-D-xilose-5-sintase;
DXR: 1-deoxi-D-xilose-5-redutase; Z,Z-FPP: Z,Z-pirofosfato; HMGR: hidroximetilglutaril-CoA
redutase; HMGCoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA.

A via dos isoprenoides da origem as unidades isoprénicas, C5 difosfato de
isoprenila (IPP) e o seu isdmero difosfato de dimetilalila (DMAPP), podendo ser
formados tanto no citosol das plantas como nos plastideos. Em plantas, o IPP é
sintetizado por duas vias: via do acido mevalénico (MVA), que é ativa no citosol e

inicia-se com a condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA; e nos plastideos,
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formada a partir de uma via MVA independente com piruvato e gliceraldeidos 3-fosfato
como precursores diretos e fostato de metileritritol (MEP) como intermediario. Nos
plastideos, o DMAPP é sintetizado pela via do MEP, que utiliza isopreno sintases para
a formacao do isopreno (SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008;
CHEN et al., 2011; AHMED et al., 2017; MAGALHAES, 2017).

No citosol e nos plastideos, IPP e DMAPP sao alvos das enzimas prenil
transferases, que produzem difosfato de prelila. No citosol, a condensacdo de duas
moléculas de IPP e uma de DMAPP, catalisada pela enzima pirofostato de farnesila
sintase (FPPS), resulta na formacdo de pirofosfato de farnesila (FPP) (C15), o
precursor de sesquiterpenos. Nos plastideos, a condensacdo de uma molécula de
DMAPP catalisada por pirofostato de geranila sintase (GPPS) forma o pirofosfato de
geranila (GPP) (C10), que é o precursor dos monoterpenos. J4 a condensacao de
uma molécula de DMAPP com trés moléculas de IPP, pela acdo de pirofosfato de
geranil geranila sintase (GGPPS), produz pirofosfato de geranil geranila (GGPP), que
€ o precursor de diterpenos. A terceira fase da biossintese dos terpenos envolve a
conversao das prenildifosfatos em hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos pelas enzimas terpeno sintases (SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI;
LEWINSOHN, 2008; CHEN, 2011; MAGALHAES, 2017).

Ainda na via dos isoprenoides, 0s carotenoides sao pigmentos tetraterpénicos
(40C) que tém funcdes na fotossintese, estabilidade da membrana, nutricao,
fotoprotecdo e como antioxidantes, aléem de atuarem como precursores de varios
compostos aromaticos (DUNLEVY et al., 2009). Eles séo sintetizados nos plastideos
através da via do MEP e tém como passo limitante para a biossintese o
compartilhamento da enzima DXS (LIN; MASSONNET; CANTU, 2019), ponto que
pode ser observado no esquema da Figura 14. Dunlevy et al. (2009) descrevem que
o perfil de carotenoides nas bagas depende da cultivar, assim como de fatores
ambientais, como luz e estado hidrico da planta. Ebeler e Thorngate (2009)
complementam que a maturacdo € importante e todos esses fatores tém efeitos
significativos nos niveis de C13-norisoprenoides.

Na maturagdo das uvas, 0s niveis de carotenoides diminuem apos o véraison
e 0s niveis dos C13-norisoprenoides aumentam (DUNLEVY et al., 2009), tanto por
formacdo ndo enzimatica ou catalisados por enzimas oxidativas (como as
dioxigenases) (LIN; MASSONNET; CANTU, 2019); se estiverem glicosilados na baga
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podem ser liberados na fermentacdo (BORGHEZAN, 2017). Os norisoprenoides estao
entre os quais conferem os mais marcantes aromas no vinho e colaboram com
atributos de flores e frutos. A 3-ionona, [3-damascenona, vitispirano, actinidol, 4-(2,3,6-
trimetilfenil)buta-1,3-dieno (TPB), 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) e 2,2,6-
trimetilciclohexanona (TCH) sdo os representantes mais frequentemente relatados
dessa classe (LIN; MASSONNET; CANTU, 2019).

Os carboidratos também dao origem as furanonas por vias secundarias, como
o ciclo das pentoses-fosfato (MAGALHAES, 2017). Alafion et al. (2013) relataram que
as furanonas tém origem da degradacé&o térmica das hexoses e pentoses, e as notas
aromaticas desses compostos sdo caramelo, tostado e doce. Waterhouse, Sacks e
Jeffery (2016) descrevem a formagdo dos compostos carbonil-furanos (furfural,
sotolon, 5-hidroximetilfurfural) no vinho através de reacfes ndo-enzimaticas da

degradacéo do acucar em condicfes acidas a altas temperaturas.

O terceiro precursor de destaque da Figura 15 sdo os aminoacidos, de cadeia
ramificada ou ciclica. Alcoois, aldeidos, acidos e ésteres de cadeia ramificada s&o
derivados do catabolismo de aminoacidos ramificados, e os compostos aromaticos
derivam da degradacao dos aminoacidos aromaticos. Segundo Kaminaga et al. (2006)
e Tieman et al. (2006), essas rotas nao estéo totalmente esclarecidas.

Schwab, Davidovich-Rikanati e Lewinsohn (2008) citam que alguns compostos
derivados de aminoacidos sdo abundantes em varias frutas, inclusive em variedades
de uvas. Os compostos 3-metilbutanal, 3-metilbutanol e acido 3-metil butanoico séo
derivados do aminoacido leucina, e dentre os derivados da fenilalanina estdo os
compostos fenilacetaldeido e feniletanol. Os &cidos e os alcoois derivados de
aminoacidos podem ser esterificados a compostos com grande impacto no aroma de
frutos. Tadmor et al. (2002) sinaliza que a modulacdo dessas duas substancias
(fenilacetaldeido e 2-feniletanol) € importante pois exercem efeito duplo, ou seja, em
baixa concentracdo tem odor agradavel com notas de flores, enquanto em alta
concentracdo, o odor é desagradavel, nauseante.

Os compostos volateis fenilpropanoides e benzenoides, derivados da
fenilalanina, sdo biossintetizados por varias enzimas que foram isoladas e
caracterizadas, entretanto a rota biossintética ainda precisa ser esclarecida
(SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008).
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Figura 15. Compostos volateis biossintetizados a partir de aminoacidos
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Fonte: Adaptada de Schwab, Davidovich-Rikanati e Lewinsohn (2008).

Os aminoéacidos metionina e cisteina originam os compostos volateis contendo
enxofre, que sao responsaveis pelo odor de alho e cebola. A via biossintética envolve
a alquilacdo da cisteina em glutationa, seguida pela quebra e oxidacao para formar
sulfoxidos ou tioalquilagdo da cisteina ou O-acetil-serina. Schwab, Davidovich-
Rikanati e Lewinsohn (2008) descrevem que, quando o tecido da planta € danificado,
precursores de aroma sao clivados enzimaticamente pela alinase e ddo origem a uma
série de compostos de enxofre volateis que passam por transformacdo quimica em

fase de vapor.
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1.4.2 Compostos volateis provenientes das fermentacdes

No processo de vinificagdo ocorre a transformacdo dos agucares glicose e
frutose em piruvato (glicolise) (WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016) e,
posteriormente, em alcool e gas carbdnico. As leveduras utilizam a glicélise para gerar
energia e produzir compostos para 0 seu crescimento e outras fungdes fisiologicas,
bem como para a producdo de metabdlitos volateis e néo-volateis (UGLIANO;
HENSCHKE, 2009).

De acordo com Ugliano e Henschke (2009), nesse processo conhecido como
fermentacao alcoolica, ha a participacdo de varias enzimas e a presenca ou auséncia
de determinados nutrientes modulam as reacbes e a producdo de determinados
compostos aroméaticos.

Compostos da uva que podem entrar na célula de levedura, seja por difusado da
molécula lipofilica ndo-dissociada ou por transporte mediado por transportadores de
membrana, estdo potencialmente sujeitos a transformacdes bioquimicas por funcdes
enziméaticas (UGLIANO; HENSCHKE, 2009).

Baseado em Ugliano e Henschke (2009), da interacdo da levedura com 0s
compostos da uva, 0s seguintes processos serdao desenvolvidos:

1) Vias anabdlicas/catabolicas — os compostos formados por essas vias
sdo considerados o aroma fermentativo: 1la) metabolismo dos agucares (através
das vias da glicdlise e ciclo de Krebs) e dos 1b) lipideos, produzindo ésteres, alcoois
superiores, acidos, carbonilas; 1c) metabolismo do nitrogénio/aminoacidos (alcoois
superiores, acidos, carbonilas e compostos sulfurosos volateis;

2) Biotransformacgdes — reacdes que ocorrem com 0S aromas varietais:
hidrolise (monoterpenos, norisoprenoides, derivados benzénicos), clivagem nao
hidrolitica, reducéo, esterificacdo, descarboxilacao.

Na Figura 16 esta a representacédo de derivatizacao e sintese dos compostos

pelas leveduras.
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Figura 16. Representacao de derivatizacdo e sintese dos compostos aromaticos ativos a partir dos metabolismos dos acucares,
lipideos, aminoacidos e compostos sulfurosos pelas leveduras do vinho
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1a) Metabolismo dos carboidratos (glicélise):

Além dos principais produtos formados durante a fermentacao, a saber, alcool
e gas carbbnico pela Saccharomyces, também sdo formados, como parte do
processo, glicerol e &acido acético (parte da fermentagdo gliceropirtivica). O
acetaldeido formado a partir do piruvato sera reduzido a etanol e gas carbdnico
(principais produtos da fermentacdo dos acUcares das uvas pela Saccharomyces
cerevisiae) (UGLIANO; HENSCHKE, 2009; WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY,
2016).

Do catabolismo dos acucares, compostos presentes na baga/mosto e do
metabolismo das leveduras sédo formados: alcoois superiores, etil ésteres, acetatos,
carbonilas, acidos graxos voléateis, fendis, volateis sulfurosos e monoterpenoides
(SWIEGERS et al., 2005; DUNLEVY et al., 2009). O acumulo destes compostos no
vinho depende da cepa da levedura, da composi¢cao do mosto (composi¢cao quimica,

fisica e de nutrientes) e das condicdes de fermentacéo.

1b) Metabolismo dos lipideos:

Através do metabolismo dos acidos graxos, pela via da Acetil-CoA, tem-se a
formacao dos acidos graxos e dos etil ésteres correspondentes.

O Acetil-CoA e o Malonil-CoA sédo substratos para a formacdo dos acidos
graxos, alongando a cadeia em dois carbonos para produzir acido palmitico. Essa
formacao é sintetizada no complexo acido graxo sintase, e, apos a formacéo do acido
palmitico (C16), este pode ser usado para produzir outros acidos graxos. A maior fonte
de Acetil-CoA durante a fermentacao provém do acido acético, formado pela oxidacéo
do acetaldeido. Como nédo pode ocorrer a desaturagdo em condigbes anaerobias, a
sintese dos fosfolipideos para, resultando no acimulo de acidos graxos saturados que
inibirdo os passos iniciais da formacéo da Acetil-CoA, e, assim, os acidos graxos de
cadeia meédia serdo liberados (SWIEGERS et al., 2005; ZAMORA, 2009;
WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016).

Os ésteres etilicos sédo formados através da esterificagdo de um acido graxo de
cadeia média (acido graxo condensado a CoA) com o etanol ou através de reacdes
nao enzimaticas. A reacdo com o acido graxo condensado a Acetil-CoA é favoravel,
se comparada com o acido graxo livre (UGLIANO; HENSCHKE, 2009;
WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016). A formacéao dos etil ésteres € dependente

dos precursores, principalmente da concentracéo de acidos graxos (ILC et al., 2016a).
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Anteriormente Noguerol-Pato et al. (2009) reportaram que essa formacao também

esta ligada a cepa de levedura, temperatura de fermentacéo e grau de aeracao.

1c) Metabolismo dos aminoacidos:

Os aminoéacidos sdo a maior fonte de nitrogénio para o crescimento das
leveduras durante a fermentacéo, e a falta de nitrogénio € um fator limitante para o
crescimento da levedura e para a taxa de fermentagdo. A levedura pode sintetizar
todos os aminoacidos necessarios para sua funcdo e crescimento, se forem
fornecidas fontes de carbono, nitrogénio e cofatores necessarios (UGLIANO;
HENSCHKE, 2009).

A sintese dos alcoois superiores primeiramente envolve a sintese dos a-ceto
acidos, que séo formados através da via de Ehrlich ou uma via anabdlica envolvendo
a sintese de aminoacidos de cadeia ramificada a partir da glicose. O primeiro passo
no catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada é a transaminacédo, formando
os respectivos a-ceto acidos. A piruvato descarboxilase converte o a-ceto acido ao
aldeido ramificado correspondente, e a &lcool desidrogenase catalisa a reducdo deste
aldeido ao alcool superior correspondente. Por outro lado, o aldeido pode ser oxidado
ao acido equivalente (SWIEGERS et al., 2005).

Os ésteres de acetato sdo formados através da condensacdo de alcoois
superiores com Acetil-CoA, catalisados na célula pelas enzimas alcool
acetiltransferase (UGLIANO; HENSCHKE, 2009; WATERHOUSE; SACKS;
JEFFERY, 2016). A concentracédo final desses compostos € o resultado do equilibrio
entre as enzimas acetiltransferase do alcool que promovem a sintese e as enzimas

esterases que promovem a hidrdlise.

Os ésteres derivados da fermentacdo sdo amplamente responsaveis pelo
aroma frutado do vinho e, portanto, desempenham um papel importante na
composicao sensorial dos vinhos tintos e brancos jovens. Os dois principais grupos
de ésteres derivados da fermentacdo que estdo associados ao frutado do vinho sdo
0s ésteres de acetato, acetato de etila, acetato de isobutila, acetato de isoamila, entre
outros, e os etil ésteres de acidos graxos (normalmente de C3 a C12), hexanoato de
etila, octanoato de etila e outros (UGLIANO; HENSCHKE, 2009).

2) Biotransformacdes:
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Duas biotransformac0des realizadas pelas leveduras sobre compostos que sao
consideradores precursores na baga incluem:

- a hidrédlise dos glicosideos durante a fermentacéo devido a enzimas, como
glicosidases e glucanases (UGLIANO; HENSCHKE, 2009);

- reducdo de compostos, por exemplo, a reducdo do geraniol a citronelol
(WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016).

Tratando-se de um espumante produzido pelo método classico/Champenoise,
que realiza duas fermentacfes (a segunda ocorrendo na garrafa), nessa segunda
etapa, além da fermentacao alcodlica, ocorre o envelhecimento sobre as borras (“sur
lie”). A caracteristica mais marcante desse tipo de vinho é a efervescéncia durante o
processo de degustacdo; e, as propriedades espumantes e outras propriedades
sensoriais dependem do processo de autolise (MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO,
2009), que irdo conferir equilibrio e caracteristicas aromaticas e de sabor a esses
vinhos (ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER, 2006).

De acordo com Alexandre e Guilloux-Benatier (2006), o processo de autélise
(lise das leveduras) natural somente comeca a ocorrer de dois a quatro meses apés
a conclusdo da segunda fermentacdo. Esse processo depende da composicdo do
vinho base, do envelhecimento e da cepa, e os principais fatores que podem afetar a
autolise sdo temperatura, pH e a concentracao de etanol.

No processo de autdlise séo liberados para o0 meio varios compostos como
aminoacidos, acidos graxos, peptideos e manoproteinas que alteram a composicéo
final de um espumante significativamente. Os acidos graxos liberados podem afetar a
composicao volatil e dar origem a outros compostos, como ésteres, cetonas e aldeidos
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006; MARTINEZ-RODRIGUEZ; PUEYO,
2009).

Assim, de acordo com Martinez-Rodriguez e Pueyo (2009), varios compostos
volateis sdo formados ou liberados durante a autélise, alguns com baixos niveis de
percepcao, sendo os ésteres a principal classe. Em sua revisdo, informam que outros
autores relacionam a qualidade dos vinhos espumantes a concentracao de ésteres,
como caproato de isoamila, acetato de octila, acetato de feniletila, caprato de feniletila,

linoleato de etilo e succinato de dietila.
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1.5 Extracédo e analise dos compostos volateis

Varios autores ja descreveram a analise de compostos volateis em vinho base
e espumante com a finalidade de avaliar o perfil aromatico produzido durante a
segunda fermentacdo e envelhecimento. As técnicas mais citadas sdo via HS-
SPME/GCxGC (HS — headspace; SPME — do inglés, solid phase micro extraction; GC
- do inglés, gas chromatography) (WELKE et al., 2013; WELKE et al., 2014a e ;
SOARES et al., 2015), por SBSE-LD/GC (SBSE-LD — do inglés, stir bar sorptive
extraction — liquid desorption) (COELHO et al., 2009) e por SPE/GC (SPE - do inglés,
solid phase extraction) (CALIARI et al., 2014).

A SPME foi desenvolvida no inicio da década de 90 e tem sido aplicada em
varios tipos de matrizes. E uma técnica de preparacdo de amostra baseada na sor¢éo
(absorgcdo e/ou adsorcdo), usada para simultaneamente amostrar, extrair e pre-
concentrar os analitos. E uma técnica bastante utilizada para avaliacdo de aromas, e
dentre as matrizes que essa técnica pode ser aplicada, estdo incluidos: produtos
relacionados as videiras, como uvas, mostos, vinhos de mesa, fortificados, e vinhos
espumantes.

A amostragem por SPME pode ser feita por imersdo ou extragao direta (IM-
SPME), em que a fibra revestida € inserida ha amostra e os analitos sdo transportados
diretamente da amostra para a fase de extracdo ou headspace (HS-SPME). A
eficiéncia da extracédo e reprodutibilidade da técnica de SPME s&o dependentes de
varios parametros como revestimento da fibora de SPME, temperatura e tempo de
extracdo, quantidade de amostra, tipo e uniformidade da matriz de amostra,
composicao quimica da amostra, efeito da agitacdo, adicao de sal (efeito salting-out),
entre outros.

No mercado, existem fibras revestidas com diversos materiais, com diferentes
polaridades, espessuras de filme e tipos de interagdo com o analito (absorcéo e
adsorcao). A Supelco® possui um portifélio de fibras/revestimentos para varios tipos
de analitos a serem analisados. A Figura 17 apresenta a ilustragéo de um dispositivo
comercial de SPME com foco na fibra.
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Figura 17. Dispositivo comercial de SPME com foco na fibra
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Apds a amostragem, extracdo e concentragdo dos compostos por SPME, a
fibra sera exposta no injetor do cromatégrafo a gas que separara os componentes da
mistura, e o espectrdmetro de massas caracterizara cada um dos componentes
individualmente com base em uma biblioteca de dados.

A cromatografia a gas é uma das técnicas de separacdo universal mais
utilizadas em andlises de alimentos, principalmente em estudos de composi¢ao volatil
e semi-volatil, aromas e pesticidas (LUYKX e VAN RUTH, 2008). A separacao por
cromatografia a gas baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da amostra
entre uma fase estacionaria (solida ou liquida) e uma fase movel (gasosa). A eluicdo
dos analitos na coluna ocorre de acordo com a disperséo e interacdes especificas
entre analitos e coluna, permitindo que compostos de diferentes polaridades sejam
espalhados pelo espaco total de eluicdo. Quando acoplado a um espectrébmetro de
massas, passa a ser chamado de GC-MS (do inglés, gas-chromatography-mass
spectrometry).

Com a finalidade de serem analisados por GC-MS, os compostos devem ser
suficientemente volateis e termicamente estaveis. Os ions requeridos para a analise

de massas sdo geralmente formados pela ionizacdo via impacto de elétrons. A fonte
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de ionizacao de elétrons (El, electron ionization) consiste em um filamento aquecido
emitindo elétrons a 70 eV: dessa forma, eles sdo acelerados em direcao a um anodo
e colidem com a molécula no estado gasoso. Os fragmentos formados e carregados
positivamente (cations e céations radicais) sdo direcionados através do quadrupolo até

o detector (Figura 18).

Figura 18. llustracdo do acoplamento do cromatdégrafo a gas ao detector de
espectrometria de massas
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi verificar como diferentes condigdes de manejo no
campo, como escolha de clone, porta-enxerto, sistema de conducédo ou densidade de
plantio alteram o perfil aroméatico da uva Chardonnay cultivada e dos vinhos
espumantes produzidos no sul de Minas Gerais.

Os obijetivos especificos foram:

e padronizar o método de analise para a avaliagdo dos compostos volateis na
uva (aromas primarios), mosto (aromas pré-fermentativos), vinho base (aromas
secundarios) e espumante (aromas terciarios);

¢ identificar os aromas presentes nas matrizes (baga, mosto, vinho base e
espumante) em diferentes manejos da videira (sistema de conducgéo,
densidade de plantio, clones e porta-enxertos);

e avaliar o perfil dos compostos aromaticos durante a vinificagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal - uvas e condi¢des climéticas

As uvas sao provenientes de vinhedos da cultivar Chardonnay instalados no
Nucleo Tecnologico Uva e Vinho da EPAMIG, em Caldas — MG na Serra da
Mantiqueira, localizado a 21°55’'S e 46°23’0, a uma altitude de 1.100 m. O clima
predominante € o tropical de altitude, registrando temperaturas médias entre 18°C e
22°C e indice pluviométrico anual entre 1.000 e 1.500 mm. O solo é argiloso e os
vinhedos nédo séo irrigados devido ao regime de chuvas na regiéo.

A poda adotada é o duplo corddo esporonado, realizada no final de julho ou
inicio de agosto com colheita realizada na primeira quinzena de janeiro (ciclo de 140
a 150 dias). Os vinhedos passam por tratamentos fitossanitarios quinzenais apés a
brotacdo, e, com o inicio das chuvas, os tratamentos passam a ser semanais devido
a suscetibilidade desta cultivar ao mildio e podridrées-do-cacho (SOUZA et al., 2020).
Outros tratos culturais adotados sédo: quebra da dorméncia apds a poda, desbrota no
inicio da brotacdo e desponte a 20 cm do terceiro fio.

Os dados climaticos das safras 2016, 2017 e 2018 foram registrados pela
estacdo automatica do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), instalada nas

dependéncias do Nucleo (Figuras 19, 20, 21 e 22).
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Figura 19. Condic¢@es climaticas - pluviosidade (mm de chuva/dia), temperatura média minima e maxima (°C) e amplitude térmica
(°C) nos meses de desenvolvimento da baga até a colheita na safra de 2016
Colheita: 12/01/2016 (densidades de plantio)
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Figura 20. Condic¢Ges climaticas - pluviosidade (mm de chuva/dia), temperatura média minima e maxima (°C) e amplitude térmica
(°C) nos meses de desenvolvimento da baga até a colheita na safra de 2017
Colheita: 09/01/2017 (densidades de plantio), 10/01/17 (clones e sistemas de conduc¢do) e 11/01/2017 (porta-enxertos)
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Figura 21. Pluviosidade (mm de chuva/dia), temperatura média minima e maxima (°C) e amplitude térmica (°C) nos meses de

desenvolvimento da baga até a colheita na safra de 2018
Colheitas: 08/01/2018 (clones e porta-enxertos), 10/01/2018 (sistemas de conducao) e 24/01/2018 (densidades de plantio)
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Figura 22. Radiacdo solar média (KJ/m?) nos meses de desenvolvimento da baga até a colheita nas safras 2016, 2017 e 2018
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Em todos os experimentos, a data da colheita foi determinada pelo
acompanhamento da maturacdo tecnoldgica das bagas por amostragens semanais
de 100 bagas por tratamento, sendo avaliados os teores de sélidos sollveis (°Brix)
em refratbmetro digital portétil (modelo PAL 1, ATAGO); acidez total titulavel (expresso
em g L* de &cido tartarico) pela titulacdo com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina
como indicador a pH 8,2; pH em medidor de pH Micronal modelo B474 calibrado com
padrées 4,0 e 7,0. Estas analises foram realizadas logo ap6s a amostragem, no
Laboratorio de Enoquimica do Ndcleo Tecnolégico Uva e Vinho da EPAMIG.

Na colheita, todas as analises foram realizadas em quadruplicata.

Para produzir um bom vinho espumante que contenha em torno de 11,5% de
alcool (v/v) o vinho base, a maturacdo da baga com relacdo a acidez deve estar em
torno de 7,5 a 9,75 g L de &cido tartarico, pH entre 3,2 e 3,4, e o teor de sélidos
soluveis totais de 16 a 20°Brix (WEBINARIOS EPAMIG, 2020).

Para a avaliagcdo dos compostos volateis nas uvas, fez-se um pool das bagas
coletadas por experimento que foram congeladas e mantidas em ultrafreezer a -

80°C até o momento do preparo das amostras para SPME.

3.1.1 Experimento 1: Clones

Os institutos ENTAV-INRA (Etablissement National Technique pour
I"’Amelioration de la Viticulture-Institut National de la Recherche Agronomique)
possuem 31 clones selecionados e aprovados da cultivar Chardonnay
(PLANTGRAPE, 2020). As mudas dos clones utilizados nesse estudo foram
fornecidas pela Vitacea Brasil, viveiro certificado pelos institutos franceses. Os dados
extraidos do site Plantgrape estédo reportados na Tabela 2 (identidade e viabilidade
dos clones e os dados técnicos) e na Figura 23 (dados agrondmicos).

O experimento de competicdo de clones, instalado em 2011, é composto por
seis clones denominados 76, 95, 96, 121, 131 e 809 (ou Muscat) enxertados sobre
1103Paulsen na densidade de 4000 plantas ha' e conduzidos em espaldeira com trés

fios de arame com poda curta (duas gemas) em duplo corddo esporonado.



Tabela 2. Descricéo dos clones utilizados nos ensaios pela EPAMIG
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Descricdo  Clone 76 Clone 95 Clone 96 Clone 121 Clone 131 Clone 809
Identidade e viabilidade
) Sabne-et-
Origem Cote-d"Or Cote-d" Or Cote-d"Or Cote-d"Or Cote-d"Or Lo
oire
Aprovacgéo 1971 1971 1971 1971 1971 1985
Selecao ENTAV ENTAV ENTAV INRA INRA ENTAV
Borgonha
o Borgonha Borgonha
Referéncia Champagne  Borgonha Borgonha
o Champagne Champagne Borgonha
Agrondmica Languedoc Champagne Champagne
Languedoc  Languedoc _
Val-de-Loire
Dados técnicos
Conteudo ] ) ) . )
i médio a alto médio a alto médio a alto médio médio a alto alto
de acucar
baixo a
Acidez total médio _ médio a alto médio médio alto
médio
vinhos muscaté e
aromas vinhos
refinados e _ vinhos
] . refinados, . aromaticos, ) .
aptidao muito vinhos . vinhos refinados
. o estrutura refinados,
enolégica distintos, . frescos o frescos com
i rica e distintos e
arométicos e - N estrutura
- equilibrada equilibrados N
equilibrados equilibrada
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Figura 23. Dados agrondémicos dos clones que sao avaliados nesse trabalho
(A escala variando de 0,2 a 1 significa potencial de baixo a alto, respectivamente)
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------- Clone 76
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eesesee Clone 131

————————————— Clone 809

Tamanho
das bagas

Producéo

Os clones estudados foram selecionados pelas caracteristicas agronémicas
que apresentam (fertilidade, producéo, tamanho das bagas, peso dos cachos, vigor),
pelos dados técnicos (conteudo de acgUcar e acidez total da baga) e nas aptiddes
enoldgicas para a producdo de espumantes (apresentam frescor, aromas refinados e
vinhos com estrutura e balanceados). O clone 809 apresenta uma particularidade, que
€ 0 carater moscato ou seja, aromas frutados e florais proeminentes.

A Figura 24 ilustra a distribuicdo dos clones no campo.
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Figura 24. Dispositivo experimental dos clones

3.1.2 Experimento 2: Porta-enxertos

O experimento de competicdo de porta-enxertos foi instalado em 2011 com a
cultivar Chardonnay clone 76, na densidade de 4000 plantas ha?, conduzido em
espaldeira com trés fios de arame com poda curta (duas gemas) em duplo cordéo
esporonado. Os porta-enxertos avaliados foram: Rupestre du Lot (Vitis rupestris);
Kober 5 BB, SO4 (Vitis berlandieri x Vitis riparia); 99 Richter, 110 Richter, 1103
Paulsen, 1045 Paulsen (Vitis berlandieri x Vitis rupestris); 101-14 Millardet et de
Grasset (Vitis riparia x Vitis rupestris); IAC-766 ((Vitis riparia x Vitis cordifolia) x Vitis
caribea); e Ripéaria do Traviu ((Vitis rupestris x Vitis cordifolia) x Vitis riparia).

Os dados de espécies parentais, resisténcia a doencas, tolerancia aos tipos de
solo, suscetibilidade a deficiéncia de minerais e condi¢cdes de enxertia estdo descritos
na Tabela 3.
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Tabela 3. Descricdo dos porta-enxertos utilizados, espécies parentais e suas caracteristicas

Resisténcia a doengas Tolerancia Suscetivel Enxertia
[72] m E
© w| | 2]t | N
w|l o | @ o ol o ||| 2| g8
© S| O 2 € o | & o 8| 3|3 | 5 o
, . . “ - = — N —_ ©
Porta-Enxertos Espécies Parentais ) 9 z x 4] “E’ 5 S 3 o 5 ® S -8 % 3
- S S
o & T 8' & © = = ‘S © @ c «I:J 28 () ()
i El & | € g0 |F|<|2|e|e¢e|(s|g|T|3
— — U o—
2| ® | £ < @ S| & ||| 5| 2|3
O 7} (= - — =
(a] 1] o o
= I
Rupestris du Lot!" V. rupestris °* . @ @ @ — @ R @
Kober™ V. berlandierix V. riparia @ @ @ e ) (&2 R (&2 (o=

so," V. berlandierix V. riparia @

V. berlandieri x V. rupestris

&
S

R_©)

)

99 Richter™
110 Richter™ V. berlandierix V. rupestris

1103 Paulsen'? V. berlandierix V. rupestris @
1045 Paulsen'? V. berlandierix V. rupestris S X

101-14 mpGgY V. riparia x V. rupestris @ @

Riparia do Travig® (Vitis rupestris x Vitis @ @

cordifolia) x Vitis riparia

IAC-766 Riparia do Traviu x Vitis @ @ @ @ @

caribea

Significado dos simbolos: ©Excelente,©Alto, l! Bom,®Ruim,@Péssimo, S (Sim), N (N&o), A (Avancado),
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3.1.3 Experimento 3: Sistemas de Condugéo

O vinhedo dos sistemas de conducéao foi implantado em 2009 com a cultivar
Chardonnay clone 76 enxertado sobre 1103Paulsen, conduzido nos sistemas
Espaldeira, Lira e GDC no espagamento 1 m entre plantas e 2,5 m entre filas (Figuras
25, 26 e 27, respectivamente).

Figura 25. Espaldeira: dossel vegetativo ndo dividido e ramos verticais

&
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Naissa Previde Bernardo (2018)
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Figura 27. GDC: dossel vegetativo dividido no topo com os ramos posicionados para
baixo
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3.1.4 Experimento 4: Densidade de plantio

Area experimental instalada em 2009 com a cv. Chardonnay clone 76
enxertado sobre 1103Paulsen e conduzido em espaldeira com trés fios de arame com
poda curta (duas gemas) em duplo cordédo esporonado, nas seguintes densidades de
plantio: 2000, 2666, 4000, 5333 e 8000 plantas ha, sem controle de gemas e com o
distanciamento entre as filas de 2,5 m. O dispositivo experimental empregado (Figura
28) foi em blocos, com cinco densidades e quatro repeticdes constituidas de quatro
linhas de plantio para cada tratamento.

A Tabela 4 apresenta as densidades utilizadas, respectivas nomenclaturas
e espagamentos.



Tabela 4. Densidades de plantio e as respectivas nomenclaturas e espagcamentos

Densidades (plantas ha™)

Nomenclaturas

Espacamentos (m)

2000
2666
4000
5333
8000

D1
D2
D3
D4
D5

2
1,5
1
0,75
0,5

Figura 28. Densidade de Plantio: dispositivo experimental do experimento
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3.2 Vinificacao

As uvas foram microvinificadas na Vinicola Experimental Aminthas Assis Laje
da EPAMIG (Caldas/MG) para os seguintes experimentos do campo: Clone 809,
Sistemas de conducéo (experimento 3) e densidades de plantio (experimento 4).

As vinificagbes dos experimentos Clone 809 e densidades de plantio foram
realizadas em unicata. Para o experimento dos sistemas de conducdo, as
vinificacbes do vinho base foram realizadas em triplicata, exceto para o sistema
espaldeira.

Foram feitas amostragens do mosto poés-débourbage e do vinho base
estabilizado. O material foi congelado e mantido a -80°C para as avaliagdes do perfil
aromatico das matrizes.

O espumante foi mantido na cave até o0 momento da andlise, a fim de manter
as condic¢des de temperatura e umidade.

O fluxograma do processo desde a colheita das uvas até a finalizagdo do
espumante pelo método tradicional, bem como a retirada de amostras para as

analises de compostos volateis esté ilustrado na Figura 29.



Figura 29. Fluxograma do processo desde a colheita (vindima) até o espumante

 Coleta de amostra para o laboratério enoquimica

Vindimae TranSporte * Coleta de amostra para a analise de aromas (-80°C)

Pesagem e resfriamento + Camara fria a 0°C por 48 h (reduc&o do calor do campo,
das uvas prevencgéo de oxidag6es indesejaveis e preservagdo dos aromas
e frescor)
+ Adicdo de enzima pectolitica (Colopert VR-C) 2 g hL!
Desengace e prensagem » Adicdo de metabissulfito de potassio 10 g/100 Kg (acéo
manual antioxidante e conservante)

*Separacao das cascas e sementes
* a4°C por 48 h em um frasco de vidro Pyrex de 13 L

Débourbage
T aneg a do Mosto . Cole.tal\élgsa:%g:t?;eg:?;) c? ?a:goigtrgﬁod:nts tl’mica
Clarificado P d

* Coleta de amostra para a analise de aromas (-80°C)

» Adicao levedura Saccharomyces cerevisiae var. (variedade)
bayanus (Maurivin PDM)
* Adicdo do Activator Actimax Vit 20 g hL
* 15 a 20 dias entre 15°C e 19°C (analise para avaliar o final da
fermentacéo)

Fermentacédo Alcodlica

» « Adicdo de metabissulfito de potassio: 50 mg L1
Trasfega, atesto e correcao

- 5 ) « 12 clarificagéo: 80 g hL! de bentonite (Laffort Microcol Alpha)
Estabilizacéo proteica - 22 clarificagdo: 30 g hL de bentonite (Laffort Microcol Alpha)

» : » 12 dias a -2°C,
Estabilizacéo tartarica + depois mais 12 dias a -2°C

f * Coleta de amostra para o laboratério enoquimica
Trasfega  Retirada de amostra para a andlise de aromas (-80°C)

« Adicdo do licor de tiragem: aglicar 26 g L1
. e Saccharomyces cerevisiae var. bayanus (Maurivin PDM):
Vinho Base 20 g hLt

e clarificante + nutriente: 20 g hL! Actimax Vit, 30 g hL-! bentonite
(Laffort Microcol Alpha) e 20 g hL! Gesferm Plus (Coatec)

Segunda Fermentacao

. » Fermentacdo e envelhecimento sobre as borras por 18 meses
e envelhecimento sobre as

borras
* Instalacdo das garrafas nos pupitres de madeira e coleta das
z leveduras
R « 30 dias o processo de rémuage
 Adigédo do licor de expedicdo: 5 mL/garrafa
* 85 mg de metabissulfito de potassio por garrafa (equivalente a
Degdrgement 113 mg L%, suficiente para que o SO, livre final na garrafa seja

35 mg L?)
« carboximetilcelulose: quantidade 0,15 g de Carboxi L, da Coatec,
por garrafa, equivalente a 20 g hL!

*Rolhagem e colocacgéo da gaiola de arame
Espumante » Garrafas armazenadas na cave até a andlise dos compostos
volateis
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Para proceder com as etapas de vinificagdo foram analisadas amostras do
mosto pos-débourbage e do vinho base durante o processo. Estas analises foram
realizadas no Laboratério de Enoquimica do Nucleo Tecnoldgico Uva e Vinho da
EPAMIG.

Para 0 mosto pos-débourbage foram determinados os teores de solidos
solaveis (°Brix) em refratdmetro digital portatil (modelo PAL 1, ATAGO); acidez total
titulavel (expresso em g L' de &acido tartarico) pela titulagdo com NaOH 0,1N,
utilizando fenolftaleina como indicador a pH 8,2; pH em medidor de pH Micronal
modelo B474 calibrado com padrées 4,0 e 7,0; densidade a 20°C através do
densimetro.

Para as analises do vinho base foram avaliadas as concentra¢des de acidez
volatil (expressa em g L de acido acético), acidez total (expressa em g L de &cido

tartéarico), SOz livre, densidade a 20°C, alcool (%), pH e acUcares residuais.

3.3 Reagentes e padrdes para analise de compostos volateis

e cloreto de sodio: grau ACS, fabricante Sigma-Aldrich;

e mistura de alcanos saturados C7 — C30: material de referéncia certificado,
fabricante Supelco;

¢ 4-metil-2-pentanol 98%: material de referéncia certificado, fabricante Sigma-
Aldrich.

3.4 Equipamentos e acessoérios para andlises de compostos voléateis

e cromatografo a gas, Agilent (modelo 6890);

e detector de massas, Agilent (modelo MSD 5975C);

e resina de divinilbenzeno/carboxeno em polidimetilsiloxano em uma fibra
StableFlex 50/30 um de espessura da Supelco (50/30 DVB/CAR/PDMS
StableFlex de 2 cm);

e coluna: Carbowax 30m x 0.25mm x 0.25um;

¢ vial de headspace de 20 mL com tampa de rosca e septo de PTFE/Silicone;

¢ vial de headspace de 40 mL com tampa de rosca e septo de PTFE/Silicone.
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3.5 Extracdo e meétodos cromatograficos para a avaliagdo dos compostos
volateis livres

Para realizar as analises dos compostos volateis livres, o primeiro passo foi a
escolha da fibra de SPME, baseado na recomendacéo do fabricante Supelco e em
artigos publicados relacionados a composicao volatil de uva e vinho (SUN et al.; 2011;
WELKE et al., 2014a). Dessa forma, a fibra de 50/30 DVB/CAR/PDMS StableFlex foi
empregada para as analises dos compostos volateis e semi-volateis (C3-C20, PM 40-
275). Inicialmente as fibras foram ativadas a 270°C por 1 h e a utilizacdo média foi de
80 a 100 injec¢des (variando de acordo com o sangramento da fibra e a avaliagao da
reprodutibilidade das inje¢cdes). Empregou-se a mesma referéncia de fibra para todas
as matrizes.

Foram realizados testes preliminares para estabelecer o procedimento de
extracdo para a caracterizagdo do perfil aromatico das bagas, baseado no método
descrito por Sun et al. (2011), sendo otimizado o tempo de equilibrio entre a amostra
e 0s volateis no headspace do vial e o tempo de exposicéo da fibra. Trabalhou-se
com a temperatura de formacéo do headspace e de extracdo dos compostos volateis
a 40°C, temperatura preconizada por Sun et al. (2011) e também estabelecida por
Soares et al. (2015) com a finalidade de prevenir reagOes de degradacao de alguns
compostos monoterpenoides. Os testes de extracdo estdo descritos em dados
suplementares (Figura 1S).

Para a andlise do perfil aromético do mosto, avaliou-se se o tempo de equilibrio
entre a amostra e 0s volateis no headspace do vial, se o tempo de exposi¢céo da fibra
das bagas se aplicam ao mosto, bem como o volume de mosto e de solugéo salina a
ser utilizado a fim de se ter uma extracao representativa. Os tempos de extracéo e
temperatura foram mantidos iguais aos da baga.

Uma vez estabelecidas as condicbes de extragdo para as bagas e,
posteriormente, aplicado para o mosto pés-débourbage, o método cromatografico foi
adaptado a partir do método descrito por Sun et al. (2011). Os passos da otimizacao
da rampa de temperatura estao descritos em dados suplementares (Figura 2S).

As condi¢Oes estabelecidas para as bagas e 0os mostos estdo descritas na
Figura 30, e as analises foram realizadas em triplicata para as variaveis de cada

experimento.
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Figura 30. Fluxograma do preparo das uvas e do mosto da cv. Chardonnay para a
andlise de volateis livres

*Bagas:

¢Colheita e Pool das uvas por experimento
eCongelamento das bagas em ultrafreezer a -80°C
*Mosto apds débourbagem:

eCongelamento do mosto em ultrafreezer a -80°C

*Bagas:
eRetirada da pele/semente e maceragdo da polpa sob N, liquido

ePara um vial de headspace de 20 mL: pesa 3g da polpa macerada e completa para 10g com
solucdo de NaCl saturada

. eVial de headspace armazenado em freezer a -20°C até a extracdo por HS-SPME
& eMosto:
eDescongelamento do mosto

ePara um vial de headspace de 20 mL: transfere 5 mL do mosto, 5 mL da solu¢do de NaCl
saturada e 25 pl da solucdo de padrdo interno a 1.6 mg mL?

eFibra: 50/30 DVB/CAR/PDMS StableFlex de 2cm (Supelco)

¢10’ para a formagao do headspace a 40°C

*50’ de exposicdo da fibra no headspace do vial a 40°C

*5’ para dessorver os analitos no injetor do cromatdégrafo a 250°C (Injegdo: Splitless)

HS-SPME

eSeparagado dos compostos por GC:
eColuna: Carbowax 30m x 0,25mm x 0,25um
eFluxo: 1 mL/min (Gas de arraste: Hélio)
* Rampa: 35°C por 5 min, 4,5°C/minuto até 170°C, posteriormente 8°C/min até 250°C e
mantida por 5 min
e Temperatura da linha de transferéncia do GC para o MS: 250°C
. eAquisicdo dos espectros de 30 m/z a 350 m/z no MS:
L *Condig¢des do detector: fonte El (70 eV) mantida a 230°C e quadrupolo a 150°C

eTratamentos e Analise dos dados: MassHunter, biblioteca NIST, indice de retengdo Kovats e
bibliografia

G(Q-MS

Para a extracdo dos compostos volateis dos vinhos base e espumante,
otimizaram-se o tempo de formacdo do headspace e o volume de amostra e de
solucéo salina, estando os testes de extracdo descritos em dados suplementares
(Figura 3S). O método cromatografico foi adaptado de Carlin et al. (2016), sendo
realizadas altera¢cdes no tempo isocratico inicial e no tempo final e a avaliagcdo da
eluicdo de picos tardios. Os dados estdo reportados em dados suplementares
(Figuras 4S e 5S).

As condi¢cOes estabelecidas para os vinhos base e espumante estéo descritas
na Figura 31, e as analises foram realizadas em triplicata para as variaveis de cada

experimento.
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Figura 31. Fluxograma do preparo das amostras de vinho base e espumante da cv.
Chardonnay para a analise de volateis livres

*Vinho Base:

eCongelamento do vinho base em ultrafreezer a -80°C
esEspumante:

*Mantido na cave da vinicola experimental da EPAMIG até analise

VINHO BASE
SPUMANT|

*Vinho Base:
eDescongelamento do vinho base

> ePara um vial de headspace de 50 mL: transfere-se 5 mL do vinho base, 5 mL da solugdo de
NaCl saturada e 50 pL da solugdo de padrdo interno

2, eEspumante:
| *Apés a retirada da cave, as garrafas foram refrigeradas a 7-10°C por no minimo 24 h
P H *Ap0s abertas, uma aliquota foi sonicada por 30" em frasco fechado
'* ' ePara um vial de headspace de 50 mL: transfere-se 5 mL do espumante, 5 mL da solucdo de
‘ NaCl saturada e 50 ulL da solucdo de padrdo interno a 1.6 mg mL?
eFibra: 50/30 DVB/CAR/PDMS StableFlex de 2cm (Supelco)
*5" para a formagdo do headspace a 40°C
*50’ de exposicdo da fibra no headspace do vial a 40°C
HS-3PM 5’ para dessorver os analitos no injetor do cromatdégrafo a 250°C (Injegdo: Splitless)
eSeparagdo dos compostos por GC:
eColuna: Carbowax 30m x 0,25mm x 0,25um
eFluxo: 1,2 mL/min (Gas de arraste: Hélio)
eRampa: 40°C por 5 min, 6°C/minuto até até 250°C e mantida por 10 min
eTemperatura da linha de transferéncia do GC para o MS: 250°C
G(Q-MS e Aquisi¢do dos espectros de 30 m/z a 350 m/z no MS:
*Condig¢des do detector: fonte El (70 eV) mantida a 230°C e quadrupolo a 150°C

eTratamentos e Analise dos dados: MassHunter, biblioteca NIST, indice de retengdo Kovats e
bibliografia

3.6 Tratamento dos dados

Os espectros de massas obtidos foram tratados com o software MassHunter
Qualitative Analysis (versdo: B.07.00, Agilent Technologies, Inc. 2014) e comparados
com os espectros da biblioteca NIST 2014.

Para a confirmag&o dos compostos volateis pelo indice de Retengéo de Kovats
modificado, utilizou-se um padréo de n-alcanos saturados (C7 a C30) nas mesmas
condi¢cBes dos métodos de analise, estabelecendo o tempo de retencdo dos alcanos.
Aplicou-se a formula do indice de retengcédo Kovats modificado, aplicado aos métodos
com rampa de temperatura, para obter o indice de retencdo observado para cada

composto e comparou-se com o indice de retencdo Kovats da literatura, obtido
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através da base de dados online (NIST Chemistry Webbook) e de acordo com a
polaridade da coluna capilar utilizada.

Para a avaliacdo de qual aroma considerar para as analises multivariadas, os
seguintes critérios foram adotados: atender ao critério de similaridade com a
biblioteca NIST, a diferenca do indice de retencdo Kovats obtido ser menor que 50
em relacdo ao descrito na literatura (ILC et al, 2016a) e o0 composto estar descrito na
literatura (artigos, no site Good Scents e Flavor Ingredient Library; e no livro escrito
por Burdock (2010)).

Aplicou-se a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%, utilizando o Software Minitab 19 para comparar diferentes grupos.
O teste de Tukey foi aplicado para determinar diferencas entre os clones e os porta-
enxertos para os parametros de pH, °Brix e acidez total.

Os perfis de compostos volateis foram comparados em relagdo aos
experimentos de cada vinhedo e safra, empregando a andalise de componentes
principais (PCA), de agrupamentos (heatmaps e dendogramas) e teste de Fisher pelo
programa MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca) (XIA et al., 2015). Os dados
foram normalizados pela mediana, tratados na escala logaritmica e escalonados
segundo a escala de Pareto. A finalidade da analise multivariada e analisar varias

variaveis e se ha correlacdo entre elas.
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4. DESCRICAO DAS SECOES DE RESULTADOS E DISCUSSOES

A apresentacdo dos Resultados e Discussoes foi dividida em secbes que
correspondem as partes que comporao artigos a serem submetidos para publicacao.
No resumo de cada secao estao descritos 0s experimentos e as matrizes que foram

avaliadas.

SECAO 1 - Influéncia do material genético (clones e porta-enxertos) no perfil
aromatico das bagas da cultivar Chardonnay no sul de Minas Gerais (Brasil)

O foco dessa secdo € apresentar os resultados da composicédo volatil das
bagas de uva Chardonnay nos experimentos de clones e porta-enxertos e, assim,
discuti-los com relacdo a influéncia do material genético em duas safras de ver&o

consecutivas (2017 e 2018) na regidao de Caldas (sul de Minas Gerais).

SECAO 2 - Perfil aromético do clone 809 da cv. Chardonnay: da baga ao
espumante em vinhedo na Serra da Mantiqueira

Nessa sec¢do o0 objetivo € apresentar a composicao volatil do Clone 809 da cv.
Chardonnay devido ao seu carater de uva moscato, em que ha a biossintese de um
maior nimero e maior quantidade de compostos terpenoides pelas bagas e avaliar
sua presenca durante o processo até o espumante, comparando-o com o Clone 76
da cv. Chardonnay. As avaliacbes foram realizadas em duas safras de verdo
consecutivas (2017 e 2018) em Caldas (MG).

SECAO 3 — Composicéo volatil dos espumantes da cv. Chardonnay cultivada
em diferentes sistemas de conducédo na Serra da Mantiqueira (Brasil)

O objetivo dessa secao € avaliar o perfil volatil de espumantes elaborados pelo
método tradicional a partir de uvas cultivadas em diferentes sistemas de conducao
(espaldeira, lira e GDC).
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Para esse estudo, analisou-se o perfil volatil dos vinhos base e espumantes no
vinhedo implantado na EPAMIG/Caldas-MG, sendo avaliados os vinhos elaborados

em duas safras de verao consecutivas (2017 e 2018).

SECAO 4 — Evolucdo dos aromas e influéncia da densidade de plantio no perfil
volatil de vinhos espumantes do sudeste brasileiro

Este experimento teve como objetivo avaliar a influéncia da densidade de
plantio no perfil aromatico da cv. Chardonnay (clone 76) da baga ao vinho espumante.
Foram analisadas amostras de bagas, mosto, vinho base e espumante em trés
safras de verdo consecutivas (2016, 2017 e 2018) em cinco densidades de plantio
gue variaram de 2000 a 8000 plantas ha. A Tabela 4 (item 3.1.4) apresenta as

densidades utilizadas, respectivas nomenclaturas e espacamentos.

4.1 SECAO 1 — Influéncia do material genético (clones e porta-enxertos) no perfil

aromatico das bagas da cultivar Chardonnay no sul de Minas Gerais (Brasil)
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4.1.1 Resultados e discussao

O material genético de clones e porta-enxertos, bem como a interacdo entre a
variedade copa e o porta-enxerto, influenciam nas caracterisiticas agronémicas (vigor
da planta, peso de cachos, tamanho das bagas e outros), na composi¢ao e maturacao
das bagas (por exemplo, contetdo de &cidos e sélidos soluveis totais), na adaptacdo
a uma determinada regido (condi¢cdes edafoclimaticas, respostas ao estresse,
suscetibilidade a doencas), sendo fatores que impactarao na composi¢cao das bagas
e no perfil volatil (KELLER, 2015; CARRASCO-QUIROZ et al., 2019; NICOLINI et al.,
2019).

Acerca do experimento dos clones da cv. Chardonnay, 60 e 65 compostos
aromaticos foram identificados na forma livre nas bagas em 2017 e 2018,
respectivamente. A analise de componentes principais indica perfis diferenciados
entre as safras em 46,7% (PC 1) e a discriminacdo do Clone 809 dos demais nas
duas safras em 20,1% (PC 2). Os demais clones apresentaram padrao semelhante
na composicao volatil na mesma safra (Figura 1A).

Em relacdo a influéncia dos porta-enxertos, foram identificados nas bagas 57
e 62 compostos volateis nas safras de 2017 e 2018, respectivamente. Na Figura 1B
observa-se o efeito do ambiente na composicéao volatil, com discriminagéo das safras
em 49,4% (PC 1) e entre os porta-enxertos 8,8% (PC 2).

Os compostos identificados por HS-SPME/GC-MS estéo descritos na Tabela
1S (material suplementar), separados por classes de acordo com a estrutura quimica
e/ou biossintese (SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008; ILC et
al., 2016a).
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Figura 1. Analise de componentes principais para 0s compostos volateis das bagas
de seis clones da cv. Chardonnay (A) e do clone 76 em dez porta-enxertos (B) na
regido sul de Minas Gerais (Caldas/MG) nas safras 2017 e 2018
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O efeito ambiental (safra) € significativo para a composi¢cdo volatil, sendo
superior a 45% nos dois experimentos, como ja descrito por Coelho et al. (2009) e
Welke et al. (2014). Ebeler & Thorngate (2009) relataram que Caldwell (1925)
descreveu uma relacao clara entre as condicbes ambientais (temperatura, radiacéo
solar e precipitacdo anual) e a composi¢cdo quimica das uvas (acUcares, acidos,
taninos).

Rienth et al. (2014) descreveram que a fase do véraison € caracterizada por
um amolecimento brusco da baga dentro de 24 horas e que muitas mudancas
transcritbmicas sdo desencadeadas nesse curto intervalo para posteriormente
retomar o crescrimento.

Drappier et al. (2017) mostraram que a temperatura afeta a expressao génica
e a atividade enzimatica dos metabolismos primario e secundario, impactando o
amadurecimento da uva e as caracteristicas do vinho.

Em trabalho publicado recentemente, van Leeuwen et al. (2020) descrevem
como os aromas do vinho séo influenciados pelas condi¢cdes do clima e do solo, e
pontuam como cada fator afeta a baga. Por exemplo, a radiagéo solar influencia na
fotossintese e na formacdo dos metabdlitos secundarios nas uvas, a condicdo de

agua do solo que afetard o desenvolvimento do broto, rendimento, maturacao e
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composic¢do do fruto, a temperatura atuando na fenologia e no amadurecimento da
baga, bem como, a quantidade de nitrogénio do solo.

Desse modo, avaliando os trabalhos citados acima e os dados das condi¢des
climaticas durante o periodo experimental (Figuras 20, 21 e 22 - em Materiais e
Métodos), sugere-se que, dentre as possiveis variaveis, as diferencas de
temperatura, amplitude térmica, radiacdo solar e pluviosidade contribuiram
significativamente para variacbes na composicao volatil das bagas de Chardonnay
nas safras estudadas.

Na safra de 2018, a pluviosidade foi mais alta durante a fase da maturagao
(média de 6,5 mm ao dia) e colheita (média de 6,7 mm ao dia) e a radiagdo solar
menor quando comparada a de 2017, o que ocasionou a colheita com menor indice
de maturacdo das bagas (Tabelas 1 e 2) e pode ter contribuido para a variacédo
observada na composicao de volateis nos dois experimentos.

Outro parametro influenciado pela diferenca de temperatura entre safras € o
conteudo de acucar (LUO et al., 2019). O aumento da temperatura acelera a
maturacdo da baga e aumenta a taxa metabdlica da planta, resultando em contetudo
de solidos soluveis maior em anos com temperatura média mais elevada (a

temperatura média na fase da colheita foi 1,4°C maior em 2017).

Tabela 1. Composicédo do mosto de seis clones da cv. Chardonnay nas safras 2017
(colheita em 10/01/2017) e 2018 (colheita em 08/01/2018).

Clones
Parametros Safra 76 95 96 121 131 809
pH 3,22+0,03*8 322+0,03% 3,200,038 3,21+0,02*B 3,17+0,038 3,270,004
°Brix 2017* 17,43+0,15°8 17,80+0,22A 17,530,138 17,23+0,45A8 17,25+0,44"8 16,90+0,008
Acidez total (g L) 8,47+0,50" 8,40+0,47A 8,39+0,36* 8,31+0,42* 8,14+0,60* 8,75+0,00°
pH 3,11+0,02*8 3,13+0,01A 3,09+0,038 3,12+0,02*B 3,12+0,01*B 3,14+0,01A
°Brix 2018* 17,00+0,37* 17,05+0,06* 17,08+0,15* 16,90+0,18* 16,68+0,33* 17,00+0,00*
Acidez total (g L) 9,34+1,04* 9,430,594 9,04+0,40" 8,93+0,50* 9,00+0,74* 8,94+0,12A

Fonte: Dados obtidos no Laboratério de Enoquimica — EPAMIG Uva e Vinho (Caldas/MG).

Os valores sdo expressos como média (n = 4) + desvio padréo.

(*) Os parametros listados na tabela sdo significativamente diferentes entre as safras
(p<0,05).

Avaliando cada parametro, os clones que ndo compartilham letras na mesma linha séo
significativamente diferentes (Método de Tukey, p<0,05).
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Quando se trata da interacdo com porta-enxertos, entretanto, as alteracoes
climaticas se somam a influéncia do porta-enxerto na composi¢cdo das bagas.
Processos metabodlicos que séo afetados pela enxertia, como assimilacdo e
transporte de agua e nutrientes, producdo e transporte de hormonios e proteinas,
morfologia e arquitetura das raizes, vigor vegetativo e interacdo raiz-microbiota do
solo, interagem com as condi¢des edafocliméticas locais e definem a viabilidade da
combinacdo da cultivar copa com o porta-enxerto (WARSCHEFSKY et al., 2016;
WANG et al., 2019). Em trabalho realizado por Loureiro et al. (2016), eles relataram
gue o desempenho de um porta-enxerto ndo é sempre uniforme, sendo necessario
testar a combinacgé&o para cada cultivar e regido.

Para avaliar a influéncia do clone e do porta-enxerto na composicéo de volateis
das bagas, as avaliacdes foram realizadas em cada safra individualmente através de
analises multivariadas dos compostos divididos em classes (Tabela 1S).

O Clone 809, que se destaca dos demais pelo carater varietal pronunciado,
gue lhe confere aromas florais e frutados confirmando o carater de uva moscato
(PLANTGRAPE, 2020), devido ao numero e quantidade de compostos
monoterpenoides que nao ocorrem nos demais clones do estudo, foi retirado da
analise para ndo mascarar as possiveis diferencas entre os demais clones. Os
compostos que diferenciam esse clone dos demais foram: Nerol, Geraniol, Linalool,
a-Terpineol e 3-Mirceno.

Na avaliacdo de cada safra, verificaram-se quais varidveis eram significativas
de acordo com o teste de Fisher (p < 0,05) para posteriormente proceder com a
analise de componentes principais. Para a analise de componentes principais, foram
avaliadas as variaveis que apresentaram valores maiores que 0,250 (em modulo)
(PEREZ-MAGARINO et al., 2015), que séo os pesos atribuidos para cada classe em
uma determinada componente. As classes de compostos que estdo com valor maior
(marcados em negrito) contribuem mais significativamente para um determinado

clone e/ou porta-enxerto.
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Tabela 2. Composi¢cao do mosto da cv. Chardonnay clone 76 enxertadas em dez porta-enxertos e o vigor dos porta-enxertos. Safras

2017 (colheita em 11/01/2017) e 2018 (colheita em 09/01/2018), Caldas (MG)

Porta-enxertos

Rupestris 1103 1045 99 Kober Ripéria do IAC

Parametros Safra du Lot 101-14 MGD Paulsen Paulsen Richter 110 Richter S04 5BB Travia 766
oH 3,14+0,03*  3,14+0,01  3,16+0,04*  3,15+0,03*  3,15+0,05°  3,15+0,05  3,10+0,02* 3,170,017 3,1740,04~ 3,160,027
°Brix 2017+ 17,33+0,66~  17,93+0,85* 16,95:0,24* 17,40+0,49* 17,75:0,47* 17,78+0,80° 17,25+0,88°  17,48+0,39"  17,48+0,39" 17,880,927
Acidez total (g L) 8,3740,28°  8,64+0,47A  8,92+0,34*  8,71+0,26"  8,28+0,70°  8,65:0,57*  9,15+0,76"  8,69+0,47~ 8,75+0,10°  8,90+0,18"
oH 3,06+0,05°°  3,20+0,08"  3,23+0,01°  3,16+0,07*B° 3,03+0,03°  3,03#+0,03° 3,11#0,0180 3,11+0,03"BCD  3,19+0,03*  3,17+0,07ABC
°Brix 2018* 17,70¢0,29¢  17,60+0,14*  17,75+0,25* 17,38+0,29* 17,28+0,10 17,43+0,43* 17,58+0,54*  17,50+0,51*  18,00£0,14* 17,730,317
Acidez total (g L) 8,96+0,45°8  8,96+0,23"  9,15+0,25°®  9,26+0,49"8  8,79+0,48"B  8,46+0,44®  10,11+1,64°  9,13+0,448 9,0940,64%B  9,11+0,444B

. Médioa Meédioa Meédioa Médioa ,,. .. - Médioa Médio a 1
Vigor () . Médio a alto  Médio Médio a alto Alto
alto baixo alto alto alto alto

Fonte: Dados obtidos no Laboratério de Enoquimica — EPAMIG Uva e Vinho (Caldas/MG).

@ Christensen (2003), Serra et al. (2014), AC (2019), EMBRAPA (2019b).

Os valores sdo expressos como média (n = 4) + desvio padréo.
(*) Na tabela,entre as safras, somente o parametro de acidez total é significativamente diferente (p<0,05).
Comparando os porta-enxertos na mesma safra, os que ndo compartilham letras na mesma linha sdo significativamente diferentes (Método de

Tukey, p<0,05).
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Para o experimento dos clones em 2017, de 13 classes de compostos, dez

foram significativas. E em 2018, de 11 classes, seis foram significativas (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado dos testes de Fisher para avaliar as classes de compostos
volateis significativas para diferenciar os clones da cv. Chardonnay nas safras 2017 e
2018

Teste Fisher - 2017 Teste Fisher - 2018
Varidveis significativas (pvalue < 0.05) Variaveis significativas (pvalue < 0.05)
Classes fvalue p.value Classes f.value p.value
o - Fendis volateis 58.912 0.000
Alcoois ramificados 17.494 0.000 _
N o Monoterpenoides  16.13 0.000
lFencns volateis 16.712 0.000 Benzenoides 13.202 0.001
At el 11915 0.001  fjcoois ramificados 9.1305  0.002
Aldeidos alifaticos 10.879 0.001 Esteres ramificados  7.3967 0.005
Monoterpenoides 6.5347 0.007 Alcoois alifaticos  5.5029 0.013
Benzenoides 6.2005 0.009 Esteres alifaticos >0.05
Acidos alifaticos some | oo [elesil i L
» Cetonas alifaticas >0.05
Cetonas ramificadas 4.8749 0.019 i n
) o Aldeidos ramificados >0.05
Esteres alifaticos 4.4825 0.025 Cetonas ramificadas 50.05
Cetonas alifaticas 4.1013 0.032
Aldeidos ramificados > 0.05
Furanoides >0.05
Sulfurosos volateis >0.05

As classes selecionadas foram comparadas em cada safra pela analise de
componentes principais (Figuras 2 e 3).

Em 2017, as trés primeiras componentes da PCA foram responsaveis por
75,7% da variacdo dos dados (Figura 2). O clone 95 se diferenciou dos demais pelos
alcoois ramificados, o clone 96 pelos fendis volateis, o clone 131 pelos
monoterpenoides, clone 76 pelos ésteres alifaticos, o clone 121 pelas cetonas
alifaticas e os ésteres alifaticos afetando os clones 131 e 96 (Biplots PC1 x PC2 e PC1
x PC3).

Na safra 2018 (Figura 3), o clone 96 se discriminou dos demais pelos alcoois
ramificados na PC 1 (43,3%). Pela PC 2 (28,3%) o clone 76 apresentou correlacao
com os ésteres ramificados, e os clones 131, 121 e 95 apresentaram baixa correlacédo

com os alcoois alifaticos (menor que 0,250). Pela PC3, a variavel monoterpenoides
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estd mais correlacionada ao clone 95. Esses trés primeiros componentes foram
responsaveis por 92,4% da variacao dos dados.

Os clones da cv. Chardonnay avaliados (76, 95, 96, 121 e 131) foram
discriminados em cada safra por classes de compostos diferentes, sugerindo que nao
h&a um padrdo na biossintese dos compostos aromaticos e que eles respondem de
forma diferente as condicdes climaticas.

Nicolini et al. (2016) e Nicolini et al. (2019) apresentaram dados de composi¢cao
aromatica dos clones de duas cultivares no territério de montanha Trentino (Italia),
treze clones de Miller Thurgau e seis clones de Gewdrztraminer. Os autores
identificaram diferencas na composicéo da fracao volatil ligada e livre entre os clones
de Miuller Thurgau e na concentracdo dos precursores dos tidis varietais para 0s
clones de Gewdirztraminer. Esses dados indicam que os clones de outras cultivares
também se comportam de maneira diferente em uma dada regidao com relacado aos

compostos volateis.
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Figura 2. Analise de componentes principais, biplots e os fatores (classes de compostos volateis) que contribuem mais
significativamente (resultado maior e superior a |0,25]) para a diferenciacdo dos clones da cv. Chardonnay na safra 2017 no sul de

Minas Gerais
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Figura 3. Analise de componentes principais, biplots e os fatores (classes de compostos volateis) que contribuem mais
significativamente (resultado maior e superior a |0,25]|) para a diferenciacdo dos clones da cv. Chardonnay na safra 2018 no sul de

Minas Gerais
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Olarte Mantilla et al. (2017) e Carrasco-Quiroz et al. (2020) descrevem a
influéncia dos porta-enxertos na composicéao volatil de uvas e vinhos das variedades
Shiraz e Merlot. Carrasco-Quiroz et al. (2020) avaliaram a composicao volatil dos
vinhos da cv. Merlot em pé franco e enxertada em porta-enxertos (101-14 MGT, SO4,
99 Richter, 110 Richter, 1103 Paulsen, 140 Ruggeri, Gravesac e 4453 Malégue) no
vale de Maule (Chile) em duas safras consecutivas e concluiram que ha diferencas na
composicdo volatil, principalmente quando sdo comparados os vinhos dos porta-
enxertos com o do pé franco: por exemplo, os vinhos elaborados da cv Merlot
enxertada em 140 Ruggeri e 99 Richter apresentaram maior conteudo de ésteres
etilicos.

Para o experimento de porta-enxertos, aplicou-se o teste de Fisher para avaliar
as variaveis significativas: em 2017, as 15 classes de compostos foram significativas;
para 2018, de 13 classes, 11 foram significativas. Os dados estdo apresentados na

Tabela 4 para as duas safras.

Tabela 4. Testes de Fisher para avaliar as varidveis significativas para os porta-
enxertos da cv. Chardonnay clone 76 nas safras 2017 e 2018

Teste Fisher - 2017 Teste Fisher - 2018
Variaveis significativas (pvalue < 0.05) Variaveis significativas (pvalue < 0.05)
Classes f.value p.value Classes f.value p.value
Esteres ramificados ~ 58.139 0.000 Sulfurosos volateis 57.501 0.000
Furanoides 40.341 0.000 Cetonas alifaticas 46.502 0.000
Sulfurosos volateis ~ 30.779 0.000 Alcoois ramificados 23.412 0.000
Aldeidos ramificados ~ 23.477 0.000 Norisoprenoides 23.378 0.000
Fendis volateis 23.299 0.000 Fendis volateis 21823 0.000
Nitrogenados volateis  15.486 0.000 Cetonas ramificadas 12.187 0.000
Alcoois ramificados 10793 0.000 Esteres alifaticos 9.9362 0.000
Cetonas alifticas ~ 6.9814  0.000 Alcoois alifaticos 5.8081 0.001
Lactonas 6.71195  0.000 Esteres ramificados  5.7976 0.001
Benzenoides 5.7136 0.001 Benzenoides 50714 0.001
Esteres alifaticos 44836 0003 ppgeidos ramificados  3.9286 0.005
Monoterpenoides 2.9115 0.022 Monoterpenoides >0.05
Alcoois alifaticos 2.6661 0.033 Aldeidos alifaticos 50.05

Aldeidos alifaticos 2.6452 0.034
Cetonas ramificadas  2.4321 0.047
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Em 2017 (Figura 4), a variancia total dos dados para as trés componentes
corresponde a 75,3%. A PC1 apresentou que 0s porta-enxertos tém pouca correlacéo
com a variavel dos sulfurosos volateis, e a variavel aldeido ramificado esta
positivamente correlacionada com o porta-enxerto 1045 Paulsen. Na PC2, os
furanoides estéo correlacionados com os porta-enxertos 101-14MGD e Kobber 5BB;
e os fendis volateis com o Rupestre du Lot. Para a PC3, as variaveis fendis volateis e
ésteres ramificados estdo correlacionadas com os porta-enxertos 110 Richter e
Kobber 5BB, e cetona alifatica correlacionada com 1045 Paulsen. Entretanto, os
fendis volateis contribuem mais significativamente com a PC3, devido ao seu peso ser
maior do que para a PC2.

Na safra 2018 (Figura 5), a variancia total dos dados para trés componentes foi
de 79,3%. Na PC1, o porta-enxerto 1045 Paulsen se discrimina dos demais pela
variavel norisoprenoide (apresentou [3-ionona nessa safra), entretanto as variaveis
cetonas alifaticas e sulfurosos volateis ndo sao passiveis de serem correlacionadas
nesses componentes avaliados. As variaveis alcoois ramificados, ésteres alifaticos e
benzenoides, em ordem decrescente de significancia, estdo correlacionadas com os
porta-enxertos 99 Richter e Rupestris du Lot na PC2; a PC3 tem como variavel
significativa os fendis volateis que diferencia os porta-enxertos Riparia do Traviu e 99
Richter.

Os furanoides foram identificados somente na safra 2017 correlacionados com
os porta-enxertos 101-14MGD e Kobber BB, que sao hibridos e possuem em comum
a Vitis riparia como espécie parental. Observou-se que essa classe de compostos esta
principalmente relacionada com o porta-enxerto 101-14MGD, que confere alta
precocidade (maturacdo avancada da baga). Na safra 2018, com maior indice
pluviométrico e menor radiacdo solar no periodo de maturacao das bagas, ndo houve
a formacao desses compostos. Nas bagas foi identificado, principalmente, o0 composto
5-hidroximetilfurfural, e uma possivel explicacdo para a sua formacao € dependente
do pH do meio (pH das bagas em torno de 3,0 - 3,2), por degradac¢do do acgucar
catalisada em meio acido, mecanismo proposto por Pereira et al. (2011). Composto
gue também foi detectado tanto em uvas sds como em uvas infectadas por Aspergillus
carbonarius (GIANNOUKOS et al., 2020). Contudo, estudos adicionais sé&o
necessarios para compreender as reacdes desencadeadas, em qual fase do
desenvolvimento da baga, quais condi¢cbes favoreceram a degradagcdo em uma safra

e ndo em outra.
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Figura 4. Analise de componentes principais, biplots e os fatores (classes de compostos volateis) que contribuem mais
significativamente (resultado maior e superior a |0,25|) para a diferenciacdo dos porta-enxertos da cv. Chardonnay clone 76 na safra
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Figura 5. Analise de componentes principais, biplots e os fatores (classes de compostos volateis) que contribuem mais
significativamente (resultado maior e superior a |0,25|) para a diferenciacdo dos porta-enxertos da cv. Chardonnay clone 76 na safra
2018 no sul de Minas Gerais
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Os fenais volateis discriminaram porta-enxertos nas duas safras, entretanto em
cada safra essa classe de compostos influenciou materiais diferentes: em 2017, 110
Richter e Kobber 5BB, e em 2018, 99 Richter e Riparia do Travil, que sao porta-
enxertos hibridos e de médio a alto vigor. Waterhouse, Sacks e Jeffery (2016)
descrevem os fatores que alteram o conteudo fendlico e que poderiam explicar os
resultados encontrados, como a genética (impactando na expressao génica de
enzimas das vias de sintese de compostos fendlicos), o ambiente (fatores como
temperatura, radiagdo solar e outros levam a diferentes respostas de expressao
génica e atividade enzimatica de modo geral, mas, no caso particular, na modulacéo
da via de biossintese de fendlicos, pois estao ligados a diversas funcdes de defesa da
planta) e a elevada variabilidade dentro e entre plantas em um mesmo local. Esses
compostos sédo importantes para o sabor pelo apelo de alimentos defumados.

Outro ponto a ser levantando € a presenca do norisoprenoide 3-ionona no 1045
Paulsen em 2018, visto que esse composto tem notas florais e de frutas contribuindo
fortemente para melhorar o carater frutado dos vinhos (KELLER, 2015), apresentando
assim influéncia positiva no aroma. Entretanto, ndo sdo descartados estudos
adicionais e a avaliagcdo aromatica das bagas de todos os porta-enxertos até o vinho,
pois em outros porta-enxertos esse composto poderia estar como precursor, ou seja,

na forma glicosilada.

Além da analise multivariada, foram avaliadas as classes de compostos nos
graficos em barras (Figuras 1S e 2S — Material suplementar) para entender algumas
diferencas e similaridades na composicao volatil das bagas nos dois experimentos e
safras.

Para os porta-enxertos na safra 2017, observou-se uma alta quantidade de
aldeidos alifaticos nas bagas enxertadas sobre o IAC-766 (Figura 2S), que possui um
sistema radicular vigoroso e é um porta-enxerto com alta tolerancia a solo argiloso
(solo que retém agua). Nesse estudo, essa alta quantidade sugere que nas condicbes
pluviométricas de 2017 (média de 0,26 mm de chuva/dia na florada, 7,5 mm/dia no
crescimento da baga, 6,8 mm/dia no pintor, 4,8 mm/dia na maturacao e 2,9 mm/dia
na colheita), o sistema radicular pode ter aprofundado na busca de reservas de
agua/fotoassimilados e, dessa forma, contribuiu para aumentar a biossintese
principalmente de aldeidos C6 (E-2-Hexenal e Hexanal). No estudo de Silva et al.

(2019), os autores descreveram que esse porta-enxerto aumentou os niveis de agucar
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de algumas cultivares, e atribuiram provavelmente ao vigor do porta-enxerto que afeta
a absorcao de agua e nutrientes.

Houve reducgéo dos aldeidos alifaticos na safra 2018, principalmente C6, em
guase todos os tratamentos. Entretanto, para o Clone 76 no porta-enxerto 1103
Paulsen, esse valor ndo foi tdo baixo tanto para o experimento dos clones como para
0 experimento dos porta-enxertos, sugerindo haver uma adaptacdo dessa
combinagdo enxerto e porta-enxerto, a mais difundida na regido da Serra da
Mantiqueira.

Na safra 2018, nota-se um aumento dos compostos benzenoides para o clone
76 (Figura 1S), também observado no experimento de porta-enxertos, cujas copas
sdo do clone 76 (Figura 2S, escala a direita do grafico), podendo sugerir que esse
aumento é devido ao clone 76, independentemente do porta-enxerto utilizado, e por
conseguinte a sua adaptacéo a regido de Caldas e/ou a variabilidade que esse clone
apresenta em relagao aos outros.

Os benzenoides que aumentaram na safra 2018 foram o benzaldeido e o
fenilacetaldeido. Sobre a biossintese dos compostos benzenoides, de acordo com
Dunlevy et al. (2009) e Robinson et al. (2013), ela ndo foi totalmente explicada em
uvas, entretanto outros autores propuseram diferentes vias em tecidos de petunia
(constituintes comuns do aroma floral) e que poderiam ser estendidos para uvas. Na
Figura 6, estdo representadas algumas vias propostas por Boatright et al. (2004) para
0s compostos que foram identificados no presente trabalho a partir do aminoacido
fenilalanina, que estariam em competicdo direta, tendo sido assinalado que varias
enzimas catalisam a formacéao desses compostos. Os autores propdem duas vias para
a biossintese do benzaldeido a partir do acido trans-cinamico, sintetizado a partir da
fenilalanina através de uma reacéo catalisada pela enzima fenilalanina amoénia-liase
(PAL), uma via CoA-dependente/3-oxidativa e outra CoA-independente, nao R3-
oxidativa. Para a producdo do fenilacetaldeido, entretanto, foi avaliado que ele é
formado diretamente a partir da fenilalanina via reacdo oxidativa amina-
descarboxilacédo catalisada pela fenilcetaldeido sintase.

Avaliando o composto benzaldeido nas duas safras, uma possivel explicacao
pode estar relacionada ao estresse térmico diurno e noturno. Varios transcritos que
codificam a PAL foram identificados como reprimidos por altas temperaturas durante
a noite no véraison (RIENTH et al., 2014).
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Tomando por base as vias propostas por Boatright et al. (2004) responsaveis
por produzir o fenilacetaldeido, seria necessario investigar quais fatores impactam na
producédo do substrato (aminoacido fenilalanina) ou na expresséo génica das enzimas
para se ter maior clareza acerca da producédo desse composto em uvas. Relativo ao
benzaldeido que néo foi identificado em varias amostras da safra 2017 ou produzido
em pequena quantidade por um clone somente (clone 95), as temperaturas médias
mais altas em algumas épocas podem ter coincidido com o véraison e ter afetado a
expressdo da PAL, bem como outra possivel explicagdo pode ser concernente ao
fitocromo, que regula a atividade da enzima PAL (KELLER, 2015).

Dudareva et al. (2007) afirmam que os benzenoides estdo envolvidos na
reproducado da planta e defesa. O benzaldeido tem aroma de améndoa amarga, € 0
fenilacetaldeido descriptor forte, vegetal (BURDOCK, 2010). Dudareva & Pichersky
(2006) destacam que, além de contribuirem para o aroma, esses compostos tém um
papel importante na comunicacdo das plantas com o meio ambiente, na atracao de

insetos e animais polinizadores.
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Figura 6. Rotas biossintéticas propostas por Boatright et al. (2004) dos compostos benzenoides em petunia e identificados nesse
trabalho
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BA2H: acido benzdico 2-hidroxilase; SAMT: Acido salicilico carboxi metiltransferase.
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4.1.2 Consideracdes

X Efeito safra — como esperado, as condi¢cfes climaticas afetam a composicao
das bagas, favorecendo a biossintese de determinados compostos em detrimento de
outros. Para uma clara ideia da possivel contribuicdo de um outro fator, seria
necessario desenhar experimentos especificos, em condi¢cbes controladas
combinando com observacdes ao longo de varias outras safras. A contribuicdo do
presente trabalho foi identificar e classificar as classes de compostos mais ou menos
afetadas, o que pode direcionar estudos mais extensos (metabolébmica e

transcriptémica, por exemplo).

X Efeito experimento — clones: o clone 809 se distingue do demais nas duas
safras devido ao numero e a abundancia de compostos monoterpenoides presente
nas bagas, que sdo caracteristicos da uva moscato, evidenciando aromas florais e

frutados.

<> Efeito experimento — clones: em cada safra, os cinco clones da cv. Chardonnay
avaliados pela andlise multivariada tiveram os perfis de volateis impactados por
diferentes classes de compostos, sugerindo que a variabilidade entre os clones tem
peso na biossintese dos compostos volateis, assim como os clones lidam com o

ambiente em que se encontram.

<> Efeito experimento — porta-enxertos: a enxertia contribui para o fenétipo da
planta (interacdo entre o genadtipo do porta-enxerto, genotipo do enxerto e condicbes
ambientais), e pode sugerir que a biossintese de alguns compostos e/ou de algumas

classes de compostos est4 relacionada a interacao porta-enxerto-ambiente-enxerto.

X Analise de safras adicionais para as bagas e até o vinho podem contribuir para
o melhor entendimento da composi¢do voléatil da cv. Chardonnay no sul de Minas

Gerais.
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4.1.3 Material Suplementar

Tabela 1S. Compostos volateis identificados por classes nas bagas da cv.
Chardonnay com os respectivos codigo de identificagcdo, experimento e safra, nimero
CAS, avaliacdo e precursores biossintéticos

mod, (1)

P Experimento % o Precursor
Composto Caodigo e Safra CAS Avaliacéo Biossintético
Acidos Alifaticos
Acido 2-(E)-hexenéico cD29 c@an 13419-69-7 Msr’n'o'?jK?l")ats Acidos graxos
ficido hexandico cD77 c@7) 142-62-1  MSIRKOVAIS 4o graxos
(4cido caproico) mod, (1)
Acido nonanoico cD8s8 C (17) 112-05-0 MS, IRKovats Acidos graxos
mod, (1)
Acido octanéico MS, IRKovats o
(cido caprilico) CD90 C (17) 124-07-2 mod, (1) Acidos graxos
Alcoois Alifaticos
1-Butanol CD124  PE(18) 71-36-3 MS, IRKovats  4cidos graxos
mod, (1)
C (17, 18), MS, IRKovats o
1-Heptanol CD6 PE (17.18) 111-70-6 mod. (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats <.
1-Hexanol CD7 PE (17, 18) 111-27-3 mod, (1,3) Acidos graxos
B C (17, 18), na. MS, IRKovats i
1-Nonanol CD9 PE (17.18) 143-08-8 mod. (1,3) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats <.
1-Octanol CD10 PE (17, 18) 111-87-5 mod, (1,3) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
1-Octen-3-ol CD11 PE (17, 18) 3391-86-4 mod, (1,3) Acidos graxos
C(17,18), MS, IRKovats .
1-Pentanol CD13 PE (17, 18) 71-41-0 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
2-Heptanol CD24 PE (17, 18) 543-49-7 mod, (1,3) Acidos graxos
(E)-2-Hexen-1-ol CD110 PE (17, 18) 928-95-0 MS, IRKovats Acidos graxos
mod, (1)
C(17,18), MS, IRKovats .
(Z)-2-Hexen-1-ol CD26 PE (17, 18) 928-94-9 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
(E)-2-Octen-1-ol CD33 PE (17, 18) 18409-17-1 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats <.
(E)-3-Hexen-1-ol CD38 PE (17, 18) 928-97-2 mod, (1) Acidos graxos
C (18), MS, IRKovats -
(2)-3-Hexen-1-ol CD39 PE (17, 18) 928-96-1 mod, (1) Acidos graxos
3-Octanol CcD126 PE (18) 589-98-0 MS, IRKovats Acidos graxos
mod, (1)
C (17, 18), MS, IRKovats L
Etanol CD68 PE (17, 18) 64-17-5 mod, (1) Glicolise
Cetonas Alifaticas
C (17, 18), MS, IRKovats <
1-Octen-3-ona CD12 PE (17, 18) 4312-99-6 mod, (1,3) Acidos graxos
(E,E)-3,5-Octadien-2-ona  CD36 c@as) 30086-02-3 MS&LTJK‘(’l")atS Acidos graxos
3-Octanona CD125 PE 18) 106-68-3 MS, IRKovats Acidos graxos
mod, (1)
3-Octen-2-ona CD44 C (17, 18) 1669 44 9 MS, IRKovats Acidos graxos
mod, (1)
Acetona CD52 PE (17) 67-64-1 MS, IRKovats Acidos graxos
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Tabela 1S (continuacéo).

P Experimento N o Precursor
Composto Caodigo e Safra CAS Avaliagéo Biossintético
Aldeidos Alifaticos
. MS, IRKovats P
(E,E)-2,4-Decadienal CD15 C (18) 25152-84-5 mod, (1,3) Acidos graxos
. C (18), MS, IRKovats o
(E,E)-2,4-Heptadienal CD16 PE (18) 4313-03-5 mod, (1) Acidos graxos
. C (17), MS, IRKovats o
(E,E)-2,4-Hexadienal CD17 PE (17, 18) 142-83-6 mod, (1,3) Acidos graxos
. C (18), MS, IRKovats o
(E,E)-2,4-Nonadienal CD18 PE (18) 5910-87-2 mod, (1) Acidos graxos
(E)-2-Decenal cD23 ca 3913813  MS/IRKovals 4 ios graxos
mod, (1)
C (17, 18), MS, IRKovats -
(2)-2-Heptenal CD25 PE (17, 18) 57266-86-1 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats < .
(E)-2-Hexenal CD28 PE (17, 18) 6728-26-3 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats .
(E)-2-Nonenal CD32 PE (17, 18) 18829-56-6 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
(E)-2-Octenal CD34 PE (17, 18) 2548-87-0 mod, (1) Acidos graxos
2-Undecenal cD35 C(18) 2a6377-6  MSIRKOvals 4 os graxos
mod, (1)
(E)-3-Hexenal cD41 can 4440-65.7  MSIRKovats 4 s graxos
mod, (1)
(2)-3-Hexenal cD42 c@n 6789-80-6 Mo IRKOvals 4 os graxos
mod, (1)
(2)-4-Heptenal CD45 C (18) 6728-31-0 MS&LZK?]\_I)atS Acidos graxos
. C (17, 18), MS, IRKovats -
Acetaldeido CD48 PE (18) 75-07-0 mod, (3) Acidos graxos
C (18), MS, IRKovats .
Decanal CD65 PE (17, 18) 112-31-2 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
Heptanal CD75 PE (17, 18) 111-71-7 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
Hexanal CD76 PE (17, 18) 66-25-1 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats .
Nonanal CD86 PE (17, 18) 124-19-6 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats .
Octanal CD89 PE (17, 18) 124-13-0 mod, (1) Acidos graxos
C (17, 18), MS, IRKovats o
Pentanal CD92 PE (17, 18) 110-62-3 mod, (1) Acidos graxos
Esteres Alifaticos
X C (17, 18), MS, IRKovats C .
Acetato (E)-hexenila CD27 PE (17, 18) 2497-18-9 mod, (1) Acidos graxos
X C (18), MS, IRKovats C
2-hexenoato de etila CD30 PE (18) 1552-67-6 mod, (1) Acidos graxos
. C (17), MS, IRKovats C
2-hexenoato de metila CD31 PE (17, 18) 2396-77-2 mod, (1) Acidos graxos
i C (17), MS, IRKovats C .
Acetato (Z)-3-hexenila CD40 PE (18) 3681-71-8 mod, (1) Acidos graxos
. C (17, 18), MS, IRKovats C .
Acetato de butila CD50 PE (17, 18) 123-86-4 mod, (1) Acidos graxos
. C (17, 18), MS, IRKovats o
Acetato de hexila CD51 PE (17, 18) 142-92-7 mod, (1) Acidos graxos
i C (17, 18), MS, IRKovats .-
Acetato de etila CD69 PE (17, 18) 141-78-6 mod, (1) Acidos graxos
i C (17, 18), MS, IRKovats .-
Hexanoato de etila CD79 PE (17, 18) 123-66-0 mod, (1) Acidos graxos
Hexanoato de metila CD123 PE (18) 106-70-7 MS&LZK?I)&S Acidos graxos
Octanoato de metila CD120 PE (18) 111-11-5 MS, IRKovats Acidos graxos

mod, (1)
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Tabela 1S (continuacéo).

Composto Cédigo

Experimento . - Precursor
e Safra CAS Avaliagdo Biossintético

Benzenoides

Acetato de benzila CcD138  PE(L7) 140-11-4 MS, IRKovats Aminoécidos
mod, (1)
Acetofenona CD137 PE (17) 98-86-2 MS, IRKovats Aminoacidos
mod, (1)
) C (17, 18), MS, IRKovats L
Benzaldeido CD53 PE (18) 100-52-7 mod, (1) Aminoacidos
. . C (17, 18), MS, IRKovats L
Fenilacetaldeido CD54 PE (17, 18) 122-78-1 mod, (1) Aminoacidos
< . C (17, 18), MS, IRKovats L
Alcool benzilico CD55 PE (17, 18) 100-51-6 mod, (1) Amino4cidos
Naftaleno CD130  PE (17) 91-20-3 MS, IRKovats ) inoacidos
mod, (2)
i C (17, 18), MS, IRKovats L,
Feniletanol CD94 PE (17, 18) 60-12-8 mod, (1) Aminoacidos
C (17, 18), MS, IRKovats L
Tolueno CD101 PE (17, 18) 108-88-3 mod, (2) Amino&cidos
Alcoois Ramificados
3-metil-1-butanol C (18), MS, IRKovats L
(Alcool isoamilico) €O ppq7,18 128513 mod, (L,3) Aminoacidos
. C (17, 18), MS, IRKovats .
2-etil-1-hexanol CD8 PE (17, 18) 104-76-7 mod, (1,3) Aminoacidos
Aldeidos Ramificados
. C (17, 18), MS, IRKovats L
2-metil-butanal CD58 PE (18) 96-17-3 mod, (1) Aminoacidos
. C (17, 18), MS, IRKovats S
3-metil-butanal CD59 PE (17, 18) 590-86-3 mod, (1) Aminoé&cidos
. C (18), MS, IRKovats L
2-metil-propanal CD95 PE (18) 78-84-2 mod, (1) Aminoacidos
Esteres Ramificados
. . C (18), MS, IRKovats L
Acetato de isoamila CD4 PE (18) 123-92-2 mod, (1,3) Aminoacidos
- . . C (18), MS, IRKovats S
Miristato de isopropila CD81 PE (17) 110-27-0 mod, (1) Amino4cidos
Cetonas Ramificadas
C (17, 18), MS, IRKovats .
6-methyl-5-Hepten-2-ona CD47 PE (17, 18) 110-93-0 mod, (1) Carotenoides
Furanoides
Alcool furfurilico CD129  PE(17) 98-00-0 MS, IRKovats Carboidratos
mod, (1)
5-hidroximetilfurfural CD128 PE (17) 67-47-0 MS, IRKovats Carboidratos
mod, (1)
2-etilfurano cD72 c@an 3208160  MS:IRKovats Carboidratos
mod, (1)
Lactonas
Butirolactona CD136  PE(L7) 96-48-0 MS, IRKovats Carboidratos
mod, (1)
Norisoprenoides
R-lonona CD116  PE (18) go13-90-9  MS:IRKovals - oienoides
mod, (1)
Sesquiterpenoides
Farneceno CD1 C (18) 26560-14-5 MS, IRKovats Isoprenoides

mod, (1,2)
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Tabela 1S (continuacéo).

Composto Coédigo

Experimento . N Precursor
e Safra CAS Avaliagdo Biossintético

Monoterpenoides

. MS, IRKovats .
a-Tujeno CD56 C (18) 2867-05-2 mod, (2) Isoprenoides
R-Tujeno CD57  C(@17,18) 28634-89-1  MS IRKovats Isoprenoides

mod, (2)
3-Pinanona cD117 PE (18) 15358-88-0 ™S IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
. MS, IRKovats .
Citral CD22 C (17, 18) 5392-40-5 mod, (1,3) Isoprenoides
Citronelol CcD64  C (17, 18) 106-22-9 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
Cimeno cD91  C(17,18) 527-84-4 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
A MS, IRKovats .
d-Canfora CD127 PE (17) 76-22-2 mod, (1,3) Isoprenoides

. MS, IRKovats .

Eucaliptol CD71 C (17, 18) 470-82-6 mod, (1) Isoprenoides
Acido geranico CD73 C (17, 18) 459-80-3 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
. C (17, 18), MS, IRKovats .
Geraniol CD74 PE (18) 106-24-1 mod, (1) Isoprenoides
; C (17, 18), MS, IRKovats .
Limoneno CD82 PE (17) 138-86-3 mod, (1) Isoprenoides
. C (17, 18), MS, IRKovats .
Linalol CD83 PE (17, 18) 78-70-6 mod, (1) Isoprenoides
C (18), MS, IRKovats ’
Mentol CD67 PE (17, 18) 89-78-1 mod, (1) Isoprenoides
MS, IRKovats .
Nerol CD21 C (17, 18) 106-25-2 mod, (1,3) Isoprenoides
R3-Mirceno cD96  C(17,18) 123-35-3 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
R-Ocimeno cD97 c@n 13877913  MS: IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
R3-Felandreno CD98 C (18) 555-10-2 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (2)
Tetrahidro linalol CD43 PE (17) 78-69-3 MS, IRKovats Isoprenoides
mod, (1)
Oxido trans-linalol (furanoide) CD100 C (18) 34995-77-2 MS&LZK?lv)atS Isoprenoides
. C (17, 18), MS, IRKovats .
a-Terpineol CD102 PE (17, 18) 98-55-5 mod, (1) Isoprenoides
. C (18), MS, IRKovats .
Geranilacetona CD46 PE (17, 18) 3796-70-1 mod, (1) Isoprenoides
Nitrogénio Volatil
Pitidina CcD108 PE (17) 110-86-1 MS, IRKovats Aminoécidos
mod, (1)
Fendis Volateis
- . C (17), MS, IRKovats s
Salicilato de octila CD171 PE (17) 118-60-5 mod, (2) Aminoéacidos
o . C (18), MS, IRKovats L
Salicilato de metila CD85 PE (18) 119-36-8 mod, (1) Aminoéacidos
C (17), MS, IRKovats L
Fenol CD93 PE (17) 108-95-2 mod, (1) Aminoacidos
Salicilato de hexila CcD238 C (18) 6259-76-3  MS: IRKovats Aminoéacidos
mod, (2)
Sulfurosos Volateis
) C (17), MS, IRKovats L
Disulfeto de carbono CD61 PE (17) 75-15-0 mod, (1) Aminoacidos
Dimetilsulfeto CcD66 PE (18) 75-18-3 MS&LZK‘(’l")atS Aminoécidos

CAS*: Numero de registro do composto no Chemical Abstract Service (CAS); C: clone; PE: porta-
enxerto; MS: composto identificado pela similaridade com a biblioteca NIST 14; IR Kovats mod: indice
de Retencdo Kovats modificado menor que 50; (1) Dados retirados de Burdock (2010); (2) Dados do
site Good Scents; e, (3) Dados do site Flavor Library.
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Figura 1S. Grafico com a area média de cada classe de composto volatil para o experimento de clones da cv. Chardonnay nas

safras 2017 e 2018
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Figura 2S. Grafico com a area média de cada classe de composto volatil para o experimento de porta-enxertos nas safras 2017 e
2018
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Abreviac6es: 1045P: 1045Paulsen; RIP TRAVIU: Riparia do Travil; 1103P: 1103Paulsen; R110: Richter 110; KOB 5BB: Kober 5BB; R99:
Richter 99; 101-14MGD: 101-14 Millardet et de Grasset.
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4.2 SECAO 2 — Perfil aroméatico do clone 809 da cv. Chardonnay: da baga ao

espumante em vinhedo na Serra da Mantiqueira

4.2.1 Resultados e discusséo

Os espumantes elaborados com uvas moscato sdo bem apreciados pelo
consumidor devido ao carater fresco, jovem, doce, com notas florais e frutadas
(MARCON et al., 2021). Em regifes produtoras do Brasil, dados apontam crescimento
da comercializagdo dos espumantes moscatéis no Rio Grande do Sul, entre 2013 e
2018, registrando um aumento de 87% (PEREIRA et al.,, 2020); no Vale do Séo
Francisco, 0s espumantes moscatéis sdo responsaveis por 60% da produc¢éo, quando
se avalia a elaboracao desse tipo de produto (PEREIRA, 2020). Logo, estudos est&o
sendo realizados para avaliar o perfil volatil do clone 809 da cv. Chardonnay, clone
gque apresenta carater moscato, para a elaboracao de espumantes.

Foram avaliados os compostos volateis livres por HS-SPME/GC-MS do clone
809 da cv. Chardonnay em comparagdo ao clone 76, normalmente utilizado nos
cultivos comerciais. O objetivo foi avaliar a quantidade de compostos terpénicos
biossintetizados e biotransformados ao longo da elaboracdo do espumante em duas
safras de verao consecutivas, 2017 e 2018. Foram identificados 33 terpenoides, sendo
31 monoterpenos, um sesquiterpeno e um C13-norisoprenoide (Tabela 1).

Para avaliar todas as matrizes, da uva ao espumante, foi elaborado o grafico
de barras com a somatoria das areas dos compostos terpenoides (Figura 1). O clone
809 destacou-se na quantidade de terpenoides em ambas as safras e em todas as
matrizes, da baga até o espumante. Luo et al. (2019) avaliaram os terpenos livres em
vérias cultivares e reportaram que a Chardonnay é a cultivar com menor abundancia
desses compostos, como observado para o clone 76 no presente trabalho.

Na safra 2018, observou-se menor abundancia dos terpenoides livres nas
bagas do clone 809, com acentuada elevacdo no mosto, atingindo quantidade
praticamente igual a de 2017 (Figura 1). Tal comportamento sugere que grande parte
desses compostos estava na forma glicosilada, e eles foram liberados durante a
débourbagem com a acdo das enzimas pectoliticas (WATERHOUSE; SACKS;
JEFFERY, 2016).
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Tabela 1. Compostos volateis identificados por classes nas bagas dos clones 76 e
809 da cv. Chardonnay com os respectivos cédigo de identificacdo, numero CAS, as
matrizes identificadas/safra e avaliacao (analise por HS-SPME/GC-MS)

Identificagcdo dos Compostos nas Fases do Processo

Composto Codigo CAS* ) Avaliagao
P 9 Uva Mosto Vinho Base Espumante ¢
Monoterpenoide
(E.2)-allo-ocimeno CD210  7216-56-0 CL 809 (17,18) MS, IRKovats
mod, (2)
(2-Oxido dehidrolinalool ~ CD247 54750-69-5 CL 809 (17,18) MSH’H'JFZK?Z")“S
Oxido cis-Linalool CD62  5989-33-3 CL 809 (17) MS. :fg;"ats
cis-B-ocimeno CD209 3338554 CL 809 (17,18) MS, IRKovats
mod, (2)
. MS, IRKovats
Citral CD22 5392405 CL 809 (17,18) od, (1.9)
. CL 809 (17,18) MS, IRKovats
Citronelol CD64 106229 CL8B09(17.18) CLBOI(18) o\ 70(17;g CLB09G718) " ET
N CL 809 (18) MS, IRKovats
Acetato de citronelila CD233  150-84-5 CL 76 (18) mod, (1)
Cimeno CD91  527-84-4  CL76(17)  CL 809 (18) MS, IRKovats
mod, (1)
Dehidrolinalol (Hotrienol) ~ CD216 29957-43-5 CL809(18) CL809(17,18) CL 809 (18) Mi(’;"?z")ats
N CL 809 (17,18) MS, IRKovats
Dihidromircenol CD103 18479-58-8 CL 76 (17.18) CL 809 (17) mod, (2)
- CL 809 (17) MS, IRKovats
Eucaliptol CD71 470-82-6 CL76(17) mod, (1)
Acido geranico CD73  459.80-3 CL809(17,18) CL809(17,18) CL809(17)  CL 809 (17) Msn’](')Fijz’l")ats
Geraniol CD74 106241 CL809(17,18) CL 809 (18) MS, IRKovats
mod, (1)
. CL 809 (18) MS, IRKovats
Acetato de geranila CD234  105-87-3 CL 76 (18) mod, (1)
. o CL809 (17,18) CL 809 (17,18) MS, IRKovats
Geranilacetona CD46  3796-70-1 CL809(18) CL 809 (17,18) CL76(17.18) CL 76 (17.18) mod, (1)
. MS, IRKovats
Isoterpinoleno CD235  586-63-0 CL 809 (18) mod, (2)
. onn CL809(17,18) CL 809 (17,18) MS, IRKovats
Limoneno CDB2 138863  ocn o 7748 CLE09(17.18)  CLB09(17) od ()
. . CL809(17,18) CL809(17,18) CL809(17,18) CL809(17,18) MS, IRKovats
Linalool CD83 78706 ¢ 76(17,18) CL76(17.18) CL76(17.18)  CL76(18) mod, (1)
Oxido de linaloila CD246  7392-19-0 CL809 (17,18) MS: IRKovats
mod, (1)
Oxido de rosa CD249 3033-23-6 cLgog(1g) MS: RKovats
mod, (2)
CL 809 (18) MS, IRKovats
Mentol CD67  89-78-1 cL76.18) rod, (1)
Nerol CD21 106252 CL809(17,18) CL809(17,18) CL 809 (18) MSrT’]LF;K&V)ats
Oxido de nerol CD211 1786-08-9 CL809(18) CL809(17,18) CL 809 (17,18) Mig'(?z")ats
. CL 809 (17,18) MS, IRKovats
R-Mirceno CD% 123353 CL809(17.18) ~ ;oo CLB0O(1718) CL809(7.18) " "
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Identificagdo dos Compostos nas Fases do Processo

Composto Cédigo  CAS* ) Avaliacdo
P g Uva Mosto Vinho Base Espumante ¢
Monoterpenoide
R-Felandreno CD98  555-102  CL 809 (18) MS, IRKovats
mod, (2)
i CL 809 (18) MS, IRKovats
R-Tujeno CD57  28634-89-1 ' o 17) mod, (2)
Tetrahidro linalool CD43 78693  CL76(18) MS, IRKovats
mod, (1)
Ester metﬂlcoAd‘e acido CD212  1189-09-9 CL 809 (17,18) MS, IRKovats
trans-geranico mod, (2)
Oxido trans-linalool (furanoide) CD100 34995772 CL809(18)  CL 809 (18) CL 809 (17,18) MSH'K'JF;KE’Z")“S
frans-R-ocimeno CD208 3779611  CL809(17) CL 809 (17,18) M%LZK?l")ats
[ e CL 809 (17,18) CL 809 (17,18) MS, IRKovats
a-Terpineol CD102 98555  CL809(17.18) CL809(17.18) ~ . " (18)  CL76(17.8) mod, (1)
Norisoprenoide
] o2 CL809(17,18) CL 809 (17,18) CL 809 (17,18) MS, IRKovats
R-damascenona CD175 23726-93-4 CL 76 (18) CL76(17,18) CL76(17,18) CL76(17,18) mod, (2)
Sesquiterpenoide
CL 809 (18) MS, IRKovats
Farneceno CD1  26560-14-5 CL76(18) mod, (2)

CAS* - Nimero de registro do composto no Chemical Abstract Service (CAS); CL 809 — clone 809; CL
76 — clone 76; MS - composto identificado pela similaridade com a biblioteca NIST 14); IR Kovats mod
— indice de Retencdo Kovats modificado menor que 50; NR — N4o Reportado; (1) Composto descrito
em Burdock (2010); e (2) Composto descrito no site Good Scents.

Figura 1. Gréfico em barras com a somatéria de area dos compostos
monoterpenoides em todas as matrizes para os clones 76 e 809 da cv. Chardonnay
nas safras de 2017 e 2018 no sul de Minas Gerais
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Os terpenoides séo biossintetizados em plantas a partir das vias do MEP e
MVA. Alguns compostos terpenoides identificados nesse estudo e as possiveis etapas
de formacao estao descritas na Figura 1S (material suplementar), de acordo com as
proposicdes de Lin, Degenhardt, Kollner e Gershenzon (2009), Chen et al. (2011),
Zhang et al. (2016), lic et al. (2016b) e Massonnet e Cantu (2019), bem como alguns
dos principais compostos do metabolismo oxidativo do linalool (LUAN et al., 2006; ILC
et al.,, 2016a). Nos trabalhos desses autores estdo descritas terpeno sintases
responsaveis pela biossintese dos terpenoides. Lin, Massonnet e Cantu (2019)
propuseram os metabolitos derivados dos monoterpenos: geraniol, terpineol e linalool.

Lin, Massonnet e Cantu (2019), em estudo sobre a base genética do aroma da
uva e do vinho, explicam que os monoterpenos sao caracteristicos nas bagas durante
a fase inicial do desenvolvimento e, posteriormente, ndo serdo 0s principais
contribuintes para o aroma. Para as cultivares moscato, entretanto, o perfil € diferente:
sao plantas que exibem uma alta concentracédo de monoterpenos nas bagas. Segundo
0s autores, para o clone moscato (809) da cv. Chardonnay, a alteracdo de um mutante
do gene que codifica a enzima 1-deoxi-D-xilose-5-sintase (DXS) sugere ser
responsavel por catalisar a formacéo de substratos para a producdo de monoterpenos
pela via do MEP. Esta alteracdo é considerada uma mutacdo ndo neutra no gene
identificado como o responsavel pelo carater moscato.

Além da biossintese de monoterpenos estar relacionada grande parte a baga,
as condi¢cdes ambientais (disponibilidade de é&gua, exposicdo a radiacdo solar,
temperatura e solo) podem regular a formacao e afetar a concentracao final (LUO et
al., 2019; VAN LEEUWEN et al., 2020). Carrau et al. (2005) e Camesasca et al. (2018)
propuseram a sintese de alguns compostos monoterpenoides pela levedura
Saccharomyces cerevisiae em determinadas condi¢cdes de fermentacdo que seria
capaz de contribuir para o aroma do vinho, entretanto os autores colocam que estudos
adicionais sdo necessarios para o melhor entendimento de quais fatores nutricionais
contribuem com a sintese de isoprenoides por essa levedura.

Durante o processamento, os terpenoides formados na baga sofrem pouca
influéncia das leveduras do género Saccharomyces ou seja, as leveduras por nao
possuirem as terpeno sintases ndo biossintetisam esses compostos. Assim, elas
utilizam os compostos formados na baga: os que estdo parcialmente glicosilados
serdo hidrolisados pelas enzimas glicosidases das leveduras (UGLIANO;
HENSCHKE, 2009; BAUMES, 2009); pelas atividades cataliticas das leveduras nos



115

monoterpenols, como linalool, geraniol e nerol formando outros alcoois de
monoterpenos (SLAGHENAUFI et al., 2020); e, que podem passar por reacdes de
reducdo, como a reducdo do geraniol ao analogo menos potente citronelol
(WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016) e a formacdo dos ésteres de acetato
(SLAGHENAUFI et al., 2020). A reducéao do geraniol durante a fermentacéo pode ser
uma explicacdo para o composto nao ter sido identificado no vinho base e espumante
(Tabela 1). A Figura 2 apresenta os principais compostos terpenoides e derivados

observados no clone 809.

E possivel avaliar que o composto linalool esta em maior abundancia na baga
na safra de 2017 e no mosto em 2018 (Figura 2), entretanto, nas etapas subsequentes
verifica-se uma quantidade maior dos metabdlitos oxidativos desse composto. A
literatura (LUAN et al., 2006; ILC et al., 2016a) sugere que as enzimas que oxidam o
linalool, o fazem em diferentes posi¢cdes, o que poderia explicar os resultados
encontrados nos experimentos. Alguns compostos desse processo oxidativo estao
ilustrados na Figura 1S (cis-linalool 6xido, 6xido do trans-linalool e 6xido de nerol).

Os ésteres de monoterpenos, acetato de citronelila e acetato de geranila foram
identificados no vinho base da safra 2018. Steyer et al. (2013) e Pardo et al. (2015)
propuseram que a formacao desses ésteres é decorrente da conversao do citronelol
e geraniol, respectivamente, pela levedura Saccharomyces cerevisiae durante a
fermentacao. Logo, pode-se inferir que os compostos sao formados a partir do geraniol

pelo metabolismo da levedura Saccharomyces bayanus.



Figura 2. Compostos terpenoides presentes da baga ao espumante do clone 809 da cv. Chardonnay nas safras 2017 e 2018 no sul
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A geranilacetona pode provir de diversas vias metabdlicas: Zhang et al. (2016)
enfatizaram a biossintese principalmente a partir do carotenoide C(-caroteno,
entretanto, eles ressaltaram ser possivel que ela venha do sesquiterpeno Nerolidol;
por outro lado, Simkin et al. (2004) afirmaram que pode ser originaria da clivagem do
fitoeno (trabalho realizado com tomates), através das dioxigenases. Entretanto, para
uvas, nao se tem claro qual é a via preferencial para a formacdo desse composto. As
estruturas e possiveis vias estdo descritas na Figura 1S.

A [-damascenona, C13-norisoprenoide identificado no presente estudo,
provém da clivagem do carotenoide neoxantina, porém nao € uma clivagem direta,
apresentando produtos intermediarios, conforme adaptado por Lin, Massonnet e
Cantu (2019) dos autores Sefton et al. (2011) (Figura 1S).

Sendo os C-13 norisoprenoides produtos dos carotenoides e a geranilacetona
potencial produto, a biossintese dos tetraterpenos que sao substratos para a formacao
desses compostos é importante para o aroma das bagas e consequentemente dos
vinhos. Baumes (2009) coloca que fatores como condi¢des climéticas, préticas
agricolas, cultivares e clones influenciam a formacéo desses precursores.

Dessa forma, estudos adicionais podem ser realizados para avaliar outras
condicbes de manejo e cultivo (como, sistema de conducao, densidade de plantio e
desfolha) para uma maior biossintese de carotenoides e transformacdo em C13-

norisoprenoides, bem como a extragéo dos precursores das bagas.

Para a analise multivariada, foram utilizados os aromas identificados nos vinhos
base e espumante nos dois clones nas safras 2017 e 2018. No vinho base, foram
identificados 84 e 90 compostos, e nos espumantes 89 e 93 compostos, nas safras
2017 e 2018, respectivamente.

No total, 121 varidveis (compostos) foram identificadas e consideradas
significativas pelo teste de Fisher para prosseguir com a analise de componentes
principais, em que se fez a razdo das areas dos compostos livres (area do
composto/area do padrdo interno) identificados nos clones 76 e 809. Na Figura 3,
verifica-se que a variancia total dos dados para os trés componentes principais € de
74,2%, sendo que PCL1 diferenciou a etapa de elaboracdo em 42,3% (vinho base x
espumante), enquanto a segunda componente discriminou os clones utilizados tanto

para o vinho base quanto para o espumante (Clone 809 x Clone 76 — PC2: 16,8%).
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Para a terceira componente, houve a discriminacao por safras dos vinhos base (vinho
base 2017 x vinho base 2018). Entretanto, os vinhos espumantes ndo foram
separados por safras, ficando agrupados pelos seus clones, sugerindo que,
independentemente da safra, 0 espumante, nessa avaliagdo, apresentou influéncia
significativa derivada da mutacdo que o clone. Assim, mesmo depois de duas
fermentacdes, o espumante elaborado com o clone 809 da cultivar Chardonnay tem a
caracteristica moscato nos seus aromas, ou seja, notas florais e frutadas. Essa
avaliacdo parece independer das condi¢cdes climaticas no que se refere aos
compostos discriminativos, pois as safras apresentaram diferencas de temperatura,
pluviosidade, radiacdo solar nos diferentes estagios de formacdo e amadurecimento
da baga. Os compostos volateis que foram mais significativos para o espumante do
clone 809 da cv. Chardonnay nas safras 2017 e 2018 estao representados no loading
plot (Figura 3), a-terpineol (CD102), linalool (CD83), [-Myrcene (CD96),
dehidrolinalool (CD216), Nerol 6xido (CD211) e limoneno (CD82).

Os compostos a-terpineol, linalool estdo em maior quantidade no espumante e
possuem baixos limiares de percepc¢do do aroma, 1000 pug L* e 15 pg L (Peinado et
al., 2004), respectivamente; o que pode conferir ao vinho aromas floral/doce e
citrico/flora/doce. Gonzalez-Barreiro et al. (2015) descreveram que alguns dos mais
odoriferos compostos sdo os alcoois de monoterpenos, como a-terpineol, linalool,

dehidrolinalool (ou hotrienol), entre outros.
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Figura 3. Analise de componentes principais e loading plot para os compostos volateis dos clones 76 e 809 da cv. Chardonnay (Vitis
vinifera) na regiao sul de Minas Gerais (safras 2017 e 2018)
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4.2.2 Consideracoes

X A mutacédo que o clone 809 da cv. Chardonnay apresenta contribui para a
biossintese dos compostos monoterpenoides, conferindo carater moscato a baga e

gue se mantém até o espumante.

X Os compostos monoterpenoides podem ser considerados aromas varietais

para o clone 809 da cv. Chardonnay.

X A analise sensorial contribuiria para confirmar o carater moscato conferido por

esse clone ao espumante e orientaria estudos futuros.
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4.2.3 Material Suplementar
Figura 1S. Possiveis rotas biossintéticas dos compostos terpenoides identificados no estudo do clone 809 da cv. Chardonnay da

uva ao espumante em vinhedo na Serra da Mantiqueira
Vias MVA e MEP

(8]
S

/ S OPP
/KA/K/\)\/\VMW/\FW
OH
¢-Caroteno _ \ trans-Linalool 6xido
N . “ - “ opp Linalool
Fitoeno l -

O
. Nerol 6xido |

oH HO E
’ = ~ on
., > o
é ol Nerol EL
eranio _
i FPR \ ] » Citronelol
Ho Geranila cation .
’ —

S S ~
Nerolidol
Neoxantina - inalila c2 \ / '
Linalila cation Thdjila cation R-Thujeno
/
/
o, OH <
HOQQ)\\O Mirceno \ -

“Grasshoper” ceton R-ocimeno o " .
a-terpinila cation a-terpineol

WOy, Ho
[s] o
%
Ho o S S

Megastigma-6,7-dien-3,5,9-triol
3-hidroxi-R-damascenona [-damascenona Limoneno

Fonte: Adaptado de Luan et al. (2006), Degenhardt, Kdllner e Gershenzon (2009), Chen et al. (2011), Zhang et al. (2016), llc et al. (2016 a,b) e
Lin, Massonnet e Cantu (2019).

W

Geranilacetona

HO,,

HO

Eucaliptol



122



123

4.3 SECAO 3 — Composicéo volatil dos espumantes da cv. Chardonnay cultivada em

diferentes sistemas de conducéo na Serra da Mantiqueira (Brasil)

4.3.1 Resultados e discussao

A videira permite a manipulacdo do dossel vegetativo de forma a alterar o
microclima na regido dos cachos, otimizar a exposicédo da area foliar e dos cachos a
radiacao solar, temperatura, vento e umidade, fatores que implicardo na fotossintese,
no rendimento, no metabolismo e na composi¢cdo da baga (REYNOLDS; HEUVEL,
2009). Xu et al. (2015) reportaram a influéncia dos sistemas de conducé&o na
composicao dos acidos graxos e seus derivados volateis em uvas e vinhos.

A fim de avaliar as duas etapas de vinificacdo do espumante da Chardonnay
(clone 76) pelo método Champenoise e verificar se hd a diferenca entre as
elaboracdes de um mesmo sistema de conducgao foram realizadas vinificacbes em
replicata para os sistemas GDC, lira e espaldeira em duas safras de verao
consecutivas.

Para a avaliagdo da composicdo volatil, utilizou-se como base os compostos
descritos no trabalho de Paolini et al. (2018), em que os autores desenvolveram um
método capaz de analisar os compostos volateis mais elucidativos em produtos
enolégicos (mostos de uva, vinho, vinagre balsamico e outras bebidas alcoolicas).
Além dos compostos descritos pelos autores, foram incluidos no presente trabalho
outros aromas obtidos do screening do vinho base e do espumante que estavam em
maior quantidade, que se diferenciavam ou que apresentam impacto sensorial, como
sulfitos, tidis e benzenoides.

Assim, de acordo com a abordagem adotada, de 122 variaveis identificadas,
nos vinhos obtidos dos diferentes tratamentos, 56 compostos foram considerados
para as analises multivariadas dos vinhos base e espumantes nas duas safras (Tabela
1).
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Tabela 1. Compostos volateis identificados nos vinhos da cv. Chardonnay com os
respectivos codigo de identificacdo, nimero CAS, tempo de retencdo, indice de
retencdo Kovats modificado da literatura e o obtido e descritor aromatico (analise por
HS-SPME/GCMS)

. Tempo de IRKm IRKm . -
Classe Composto Cédigo CAS* P ~ . . Descritor Aromatico
retencdo literatura  obtido
Acetato de fenetila # CD170 103-45-7 26.6 1825 1831 Floral - rosa (1)
Acetato de butila # CD50 123-86-4 8.9 1075 1080 Fruta - abacaxi (1)
§ Acetato de hexila # CD51 142-92-7 14.6 1276 1280 Fruta - maca, cereja, pera (1)
<
3
< Acetato de isobutila # CD142 110-19-0 7.0 1020 1021 Frutado, Floral, Eteral (1)
Acetato de isoamila cD4 123-92-2 103 1125 1126 Frutado - banana, pera (1)
Maca, banana, cola, pera (3)
Acetato de etila CD69 141.78-6 35 885 ger  Eerdh Conhaq”‘i’l;'“tado -abacaxi
Acido butandico (acido butiico) # CD162  107-92-6 228 1637 1639 Cersistente, ’a”‘ii)”' amanteigado
Acido hexanéico (acido capréico) # cD77 142-62-1 27.0 1857 1853 Rangoso, acido, pujante, queijo,
gorduroso (1)
g Acido decandico (4cido caprico) # CD182 334-48-5 34.0 2281 2283 Gorduroso, odor rangoso (1)
i<}
(8]
< Acido nonanéico # CD88 112-05-0 324 2169 2182 Gorduroso, queijo, ceroso (1)
Acido octandico (acido capriico) # CD90 124-07-2 30.7 2070 2069 Frutado - &cido (1)
Acetic acid CD49 64-19-7 19.0 1465 1459  Acido fruta, pulagf' azedo, vinagre
Herbéaceo, lenhoso, doce, fruta
1-Hexanol # CD7 111-27-3 16.8 1357 1364 verde (1)
Banana, flor, grama, erva (3)
1-Heptanol # CD6 111-70-6 19.2 1441 1467 Lenhoso, oleoso, gorduroso (1)
(E)-3-Hexen-1-ol # CD38 928-97-2 17.0 1366 1374 Gramado, herbaceo (1)
(2)-3-Hexen-1-ol # CD39 NR NR 1390 NR Gramado, herbaceo, de folhas (1)
0
E
o Alcool benzilico # CD55 100-51-6 27.7 1877 1896 Frutado, pujante (1)
R
Feniletanol # CDY94 60-12-8 283 1012 1929 Floral - rosa, amargo,
Frutado - péssego (1)
2-methyi-1-butanol (Alcool amilico) CD2 137-32-6 13.08 1197 1221 Torrado, alcodlico (1)
3-methyl-1-butanol (Alcool isoamiico) cp3 123-51-3 13.15 1208 1223 _ Uisque, pujante (1)
Queimado, cacau, floral, malte (3).
2-etil-1-hexanol cps 104-76-7 199 1484 1498 Oleoso, doce, floral -rosa (1)
Benzaldeido # CD53 100-52-7 20.7 1508 1536 Améndoa amarga (1)
[%2]
g Acetaldeido CD48 75-07-0 17 694 714 Floral, maga verde (3)
o .
Z Decanal CD65 112:31-2 20.1 1485 1510 Doce, ceroso, floral, citrco,
< gorduroso (1)
Furfural CD155 98-01-1 19.3 1460 1472 Doce, amadeirado, améndoa,
péo assado (2)
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Tabela 1 (continuacao).

- Tempo de IRKm IRKm . -
Classe Composto Codigo CAS* p = . X Descritor Aromatico
retengcdo literatura obtido
Succinato de dietila # CD165 123-25-1 23.8 1687 1688 Fraco, odor agradavel (1)
. Frutado, vinoso, assemelha a maga
Isovalerato de etila # CD145 108-64-5 8.8 1082 1075 @
Butanoato de etila # CD140 105-54-4 7.8 1028 1045 Frutado - abacaxi, doce (1)
Decanoato de etila # CD163 110-38-3 23.0 1633 1649 Frutado - uva, oleoso, conhaque (1)
Dodecanoato de etila # CD192 106-33-2 27.0 1840 1855 Floral, frutado (1)
1%
<}
< Heptanoato de etila # CD148 106-30-9 16.2 1328 1342 Frutado, conhaque (1)
i
Hexanoato de etila # CD79 123-66-0 13.7 1223 1246 Frutado - abacaxi, banana (1)
Salicilato de metila # coss NR NR 1755 NR _ Menta, Picante,
tipo wintergreen (1)
Octanoato de etila # CD153 106-32-1 18.9 1428 1454 Frutado - damasco, floral (1)
Lactato de etila # CD149 97-64-3 16.5 1340 1353 Doce, frutado (4)
Isobutirato de etila # CD139 97-62-1 5.6 975 971 Frutado (1)
2-Heptanona CD202 110-43-0 12.1 1184 1188 Frutado, condimentado (1)
g
=} 2-Nonanona CD152 821-55-6 17.6 1387 1397 Odor de "rua" (1)
@
O
2-Undecanona CD160 112-12-9 222 1599 1608 Arruda (1)
[ R}
Z'-) S R-damascenona # CD175 23726-93-4 26.7 1834 1846 Frutado (2)
=2
Citronelol # CD64 106-22-9 25.1 1782 1754 Floral - rosa (1)
Acido geranico # cD73 NR NR 2347 NR Floral - verde, geranio, lenhoso,
citrico laranja (1)
Geraniol # CD74 NR NR 1847 NR Floral - rosa (1)
3
o Linalool # CcD83 78-70-6 21.1 1552 1559 Floral (1)
o
S .
= Nerol # cb21 NR NR 1781 NR Fresco, tipo rosa, amargo (1)
S Floral, Frutado (3)
°
g trans-Linalool oxide (furanoid) # CD100 NR NR 1484 NR NR
=
a-Terpineol # cD102 98555 243 1680 1712 PO pinheiro, am&‘;e"ad"' resinoso
Acetato de geranila CD234 105-87-3 254 1755 1768 Floral - rosa lavanda (1)
Geranilacetona CD46 3796-70-1 27.2 1862 1867 Verde, floral - rosa, fresco (1)
»n L2
o 2
g © Fenol CD93 108-95-2 29.8 2008 2018 Forte, adocicado (1)
o
L=
Dimetilsulfeto CD66 75-183 1.9 777 747 ~ Rabano s""eStre'(f)po couvelfepolno
0
% Diéxido de enxofre CD141 2025884 3.0 882 857 Pujante, penetrante (1)
o
3) Benzotiazol # CD198 NR NR 1965 NR Tipo rosa (1)
2
L; Metionol # CD191 505-10-2 24.7 1715 1737 Doce, caldo, tipo carne (1)
)
@
K=} 2-Metiltetrahidrotiofeno-3-ona CDh188 13679-85-1 20.9 1518 1547 Sulfuroso (2)
[
3-Metiltiopropanoato de etila CD244 13327-56-5 21.6 1571 1579 Sulfuroso (2)

CAS* - Numero de registro do composto no Chemical Abstract Service (CAS); #: Composto
determinado por Paolini et al. (2018); IR Kovats mod — indice de Retenc&o Kovats modificado menor
gque 50; NR — N&do Reportado; C-13 Noris: C13-Norisoprenoides; (1) Descrito em Burdock (2010); (2)
Descrito no site Good Scents; (3) Descrito em Flavor Ingredient Library ; e, (4)Decrito em Cacho (2017).
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Na analise de agrupamentos, representada pelo dendograma (Figura 1),
através do algoritmo de Ward e pela distancia Euclideana, é possivel avaliar os
agrupamentos das etapas do processo para as duas safras (vinho base vs
espumante), e o segundo agrupamento é a divisdo das safras para ambas as etapas
de elaboracao (2017 vs 2018).

Figura 1. Dendograma dos vinhos base (VB) e espumantes (E) da cv. Chardonnay
(clone 76) conduzida em espaldeira (Trel), GDC e lira nas safras de 2017 e 2018 na
Serra da Mantiqueira

F: replicata de fermentacéo, G: replicata de garrafa
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Avaliando os vinhos base, eles se agrupam por sistema de conducéo, podendo
indicar que ha homogeneidade no perfil volatil para as replicatas de fermentacdes de
cada sistema de conducdo e em cada safra. A primeira fermentagcdo do sistema
espaldeira se separa dos sistemas lira e GDC nas duas safras.

Quando se analisa quais variaveis separaram o0 vinho base (primeira
fermentacdo) do espumante (segunda fermentacdo), os seguintes volateis tiveram
maior significancia (teste de Fisher, F > 150) e estéo relacionados ao vinho base, em
ordem decrescente: CD64 (Citronelol), CD188 (2-Metiltetrahidrotiofeno-3-ona), CD4
(Acetato de isoamila), CD51 (Acetato de hexila) e CD170 (Acetato de fenetila).

O citronelol, além de ser biossintetizado pela baga, pode ser formado durante
a fermentacdo pela reacdo de reducdo do geraniol (precursor) pela enzima alcool
desidrogenase presente nas leveduras (UGLIANO; HENSCHKE, 2009).

Com relacdo ao 2-Metiltetrahidrotiofeno-3-ona, ele € um composto com odor
sulfuroso, descrito como S-heterociclico, e geralmente € relatado como um produto
da fermentac&o que impacta negativamente o aroma do vinho, frequentemente ligado
a producdo de H2S pela levedura para a incorporagdo em aminoacidos contendo
enxofre (WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016). Os fatores que podem impactar
a formacéo de compostos sulfurosos durante a fermentacéo incluem as condi¢des de
fermentacdo, disponibilidade de nutrientes e cepa da levedura. O 2-
Metiltetrahidrotiofeno-3-ona foi reportado em estudos anteriores por Welke et al.
(2012) em vinhos tintos, porém sem impacto significativo no aroma. No entanto, como
o vinho base é uma etapa intermediaria, esse composto pode ser metabolizado
durante a segunda fermentacé&o, de acordo com os nutrientes adicionados, niveis de
acucares, leveduras e as condicdes de autolise e envelhecimento sobre as borras.

Os vinhos base também foram discriminados pelos acetatos, principalmente
pelo acetato de isoamila, que apareceu em maior quantidade no vinho base (Figura
1S - material suplementar). A sua formacéo provavelmente € decorrente da presenca
do aminoéacido leucina, precursor para a formacdo de alcool isoamilico (3-metil-1-
butanol), que posteriormente seré esterificado a acetato de isoamila através da acao
das enzimas acetiltransferases (WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016).

Os cromatogramas representativos dos ions totais (Total ion chromatogram -
TIC) de uma amostra do vinho base e uma do espumante (Figura 1S, A e B,
respectivamente) mostram algumas diferencas entre as duas matrizes, com destaque

para os ésteres octanoato de etila e hexanoato de etila, acidos graxos e acetatos,
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assim como a presenca de determinados compostos em uma matriz e ndo em outra,

como o succinato de dietila nos espumantes.

A analise multivariada foi realizada com os dados normalizados (area do
composto/area do padrédo interno).

Pela analise da distancia Euclideana (Figura 1), os espumantes se
diferenciaram significativamente pelas safras; dessa forma para prosseguir com as
analises e para que composi¢ao volatil dos vinhos espumantes ndo fosse mascarada,
as safras foram analisadas separadamemte para essa matriz. Foram identificados 39
compostos em cada safra, sendo 12 variaveis significativas em 2017, e 25 em 2018.
A Tabela 2 ilustra os dados das analises das variaveis significativas pelo teste de
Fisher (p<0,05) para as duas safras.

Tabela 2. Resultados dos testes de Fisher para mensurar as variaveis significativas
para as safras 2017 e 2018 dos espumantes da cv. Chardonnay produzidos a partir
de plantas conduzidas nos sistemas espaldeira, lira e GDC
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Espumantes — Safra 2018

Variaveis
significativas (p<0.05) Fvalue pvalue
CDh152 320.37 0.000
cD8 141.97 0.000
e D244 12846 0.000
(p< 0.05) F value p value D83 S
CD38 11919 0.000 cD93 104.63 0.000
D141 89.645 0.000 €D6> =HEE I ER
CDB5 59416 0.000 CD38 90.379 0.000
CDB4 45183 0.000 CC[E)S; Z;;f gggg
CD202 39.095 0,000 : :
CD244 37.734 0,000 CC[?IG 32322 gggg
CD88 27.143 0,000 ' '
CD145 13.202 0.000
CD162 25.398 0.000 CD202 12.126 0.000
D191 19.061 0.000
o Tmem  me e om
CD102 11.873 0.000 CD149 79123 0.001
CD175 4.667 0.008 CD139 6.9905 0.001
cD3 6.4153 0.002
CD170 5.5395 0.004
CD94 5.4859 0.004
CDh102 5.1573 0.005
CDh175 5.0319 0.006
CD162 472535 0.012
CD165 41042 0.014
CD69 3.9429 0.016

Para as duas safras, na analise de componentes principais (Figuras 2A e 3A),
o primeiro componente discrimina os espumantes pelo sistema de conducao adotado
(PC1 - 34% em 2017 e 35,6% em 2018) e o segundo, pela primeira vinificacdo (PC2
—25,1% em 2017 e 26,3% em 2018).
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Figura 2. Graficos de componentes principais e de agrupamentos (heatmap) do perfil volatil das fermentacdes da cv. Chardonnay
(clone 76) em trés sistemas de conduc¢do (espaldeira, lira e GDC) na Serra da Mantiqueira, MG (safra 2017) — Andlise das variaveis
significativas

As cores variam de vermelho mais intenso até azul mais intenso, indicando alto nivel do composto até o mais baixo nivel.

(Trellis: espaldeira; E: espumante; F: fermentacao)
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Figura 3. Graficos de componentes principais e de agrupamentos (heatmap) do perfil volatil das fermentacdes da cv. Chardonnay
(clone 76) em trés sistemas de conduc¢do (espaldeira, lira e GDC) na Serra da Mantiqueira, MG (safra 2018) — Andlise das variaveis
significativas

As cores variam de vermelho mais intenso até azul mais intenso, indicando alto nivel do composto até o mais baixo nivel.
(Trellis: espaldeira; E: espumante; F: fermentacao)
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Com relacédo a discriminacdo do espumante pelos sistemas de conducao
adotados, de acordo com Pérez-Magarifio e colaboradores (2015), o microclima que
se estabelece na videira devido as organizac¢des das brotacdes e dos ramos ao longo
do ciclo influenciam a fisiologia da planta e a composicdo da baga e,
conseguentemente, impacta a composicao e qualidade do vinho. Este fato também foi
relatado por Jones et al. (2014), em cujo estudo avaliaram parametros da viticultura
para a producao de espumantes.

Song et al. (2015) descrevem que as praticas de manipulacdo do dossel
vegetativo podem alterar o microclima do dossel das videiras, afetando a temperatura
da planta, fotossintese, atividade metabdlica e a resisténcia a doencas. Alguns desses
parametros foram citados recentemente por van Leeuwen et al. (2020) e como cada
fator isoladamente influenciava certas classes de compostos volateis.

Os nutrientes presentes nas bagas e que estdo no mosto (acucares, lipideos,
aminoacidos e acidos) influenciam a fermentacédo, pois afetam o crescimento da
levedura e a velocidade da fermentacdo (UGLIANO; HENSCHKE, 2009), podendo
modular o acumulo de determinados compostos volateis em detrimento de outros no
espumante, obtendo-se, assim, perfis volateis diferentes para cada sistema de

conducéo.

Para avaliar quais compostos foram responsaveis por diferenciar cada
fermentacdo do vinho base dos sistemas de conducéo, realizou-se a analise de
agrupamento heatmap com as variaveis significativas que estdo determinadas na
Tabela 2. A Tabela 3 resume o resultado, identificando as safras, os sistemas de
conducdo, as fermentacbes e 0s compostos que mais contribuiram para cada
tratamento.

Nos graficos de heatmaps para as safras 2017 e 2018 (Figuras 2B e 3B,
respectivamente), verifica-se que os espumantes estao agrupados pelos sistemas de
conducédo e posteriormente pela primeira fermentacéo, exceto a terceira vinificacdo
do sistema GDC em 2017, que ficou na chave maior com a espaldeira por apresentar
uma quantidade um pouco maior dos composto CD 162 (Acido butandico) e 102 (a-
Terpineol) e menor quantidade do CD 244 (3-Metiltiopropanoato de etila), porém

diferenciando-se desse sistema por outros compostos.



133

Tabela 3. Compostos aromaticos que diferenciaram as vinificagcdes dos sistemas de
conducédo espaldeira, lira e GDC nas safras 2017 e 2018 dos espumantes da cv.
Chardonnay (clone 76) na Serra da Mantiqueira (Brasil)

Sistema de SAFRAS
condugao Fermentacao 017 2018
fenol (#93)
3-metiltiopropanoato de
Espaldeira 1 3-damascenona (#175) etila (#244)
acido butandico (#162) acetato de fenetila
(#170)
2-etil-1-hexanol (#8)
dioxido de enxofre 2-metil-1-butanol (#2)
1 (#141)
2-heptanona (#202)
Lira 2-undecanona (#160)
2 2-etil-1-hexanol (#8) 2-heptanona (#202)
1-hexanol (#7)
3 metionol (#191) 2-undecanona (#160)
1 citronelol (#64) 3-damascenona (#175)
3-hexen-1-ol (E)- (#38) decanal (#65)
2 3-metiltiopropanoato de lactato de etila (#149)
etila (#244)
cbe decanal (#65)
isovalerato de etila
3 decanal (#65)

(#145)
2-nonanona (#152)

Observou-se que o sistema de conducdo GDC apresentou como variaveis que

o distinguem nas duas safras, em pelo menos em uma das vinificagdes, 0s compostos

decanal e compostos terpenoides citronelol e [-damascenona. Os compostos

terpenoides podem contribuir para o espumante com aromas frutados e florais,

considerados positivos para o bouquet do vinho, e sdo compostos biossintetizados

pelas bagas, sofrendo pouca ou nenhuma interferéncia durante a fermentacao

(hidrolise dos compostos glicosilados, redugdes, entre outros). Adicionalmente, o

composto norisoprenoide [3-damascenona, que € formado a partir da neoxantina, é

capaz de alterar a percepc¢do ao aroma de outros compostos (WELKE et al., 2014b).

O decanal pode ser formado pela oxidagéo ndo enzimatica do seu alcool analogo (DE
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SMIDT; DU PREEZ; ALBERTYN, 2008) e apresenta baixo limiar odorifero de 0,1 a 6
ppb, podendo aportar aroma doce, floral, citrico, gorduroso (BURDOCK, 2010). Na
safra 2018, ésteres de etila (lactato de etila e isovalerato de etila) apresentaram
significancia em duas vinificagdes: sdo ésteres que apresentam aromas doce e frutado
(BURDOCK, 2010; CACHO, 2017). Esses ésteres foram identificados em espumantes
que passaram 14 meses em “sur lie” (TORRENS et al., 2010), e sua presenca foi
atribuida ao tempo de contato com as borras, pois, durante o processo, ocorrem
reacOes e a liberacdo de acidos graxos e derivados com alta atividade odorifera
(WELKE et al., 2014ab).

Os espumantes elaborados com bagas do sistema de conducédo Lira se
diferenciaram por cetonas em duas fermentagcfes na safra 2018 e em uma
fermentacao na safra 2017. S&o cetonas com baixo limiar olfativo, 2-undecanona de
7 a 82 ppb e 2-heptanona de 1 ppb a 1,33 ppm, entretanto podem aportar aromas
considerados negativos e positivos, respectivamente: a 2-undecanona com odor de
arruda e a 2-heptanona com aroma frutado, condimentado (BURDOCK, 2010).

Outro ponto avaliado para o sistema em Lira é a diferenciacdo da fermentagéo
1 pelo composto 2-metil-1-butanol em 2018, composto formado a partir do
intermediario a-ceto-acido produzido na biossintese e catabolismo de aminoacidos
(UGLIANO; HENSCHKE, 2009), esse alcool esta estruturalmente relacionado ao
aminoacido isoleucina. Waterhouse, Sacks e Jeffery (2016) descrevem fatores que
aumentam a producédo desses alcoois durante a fermentacao, citando, por exemplo,
quantidade de nitrogénio assimilavel pela levedura ou de outros nutrientes,
composicao e clarificagdo do mosto/vinho base, temperatura de fermentacédo, entre
outros. Antonelli et al. (1999) afirmam que a escolha da espécie da cepa de levedura
influencia a formacao dos alcoois, e que a cepa de Saccharomyces bayanus, que é
criotolerante, produz maior quantidade de alcoois superiores do que a Saccharomyces
cerevisiae. Trabalhos que correlacionam o perfil volatil dos vinhos brancos com a
analise sensorial sugerem que, para vinhos da cv. Chardonnay, os alcoois superiores
2-metilpropanol, 2-metilbutanol e 3-metilbutanol foram importantes para o perfil
aromatico, com destaque para o 2-metilbutanol considerado importante para o perfil
volatil da cv. Chardonnay, com nota de tostado e alcoolico (BURDOCK, 2010).

O sistema em Espaldeira, sistema de condugdo mais difundido na regiéo,
apresentou compostos volateis semelhantes ao do sistema GDC em 2017, contudo

em 2018, se separou dos demais sistemas (Figuras 3A e 3B). Ele se separou por
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compostos que podem contribuir para o espumante com aromas florais e frutados,
como 3-damascenona, 2-etil-1-hexanol e acetato de fenetila.

Outros compostos que foram responsaveis por discernir os sistemas e foram
identificados em mais de um sistema de condugéo e nas duas safras sdo o0s
compostos contendo enxofre, como 0 metionol, relacionado ao aminoacido metionina
(HERNANDEZ-ORTE; CACHO; FERREIRA, 2002) e o éster 3-(metiltio)propanoato de
etila (condensacdo do acido 3-(metiltio)propidnico com o etanol). O acido 3-
(metiotio)propibnico também é formado a partir do aminoacido metionina, pois,
ocorrendo a formacdo do metional, ele podera ser reduzido a metionol ou ser
enzimaticamente oxidado e formar o acido carboxilico, que pode ser esterificado.
Segundo Zamora (2009) a falta de nitrogénio assimilavel pela levedura faz com que
ela mobilize aminoacidos, incluindo os sulfurados (cisteina e metionina) e libere
sulfetos e mercaptanos ao meio. Esta € uma possivel explicacdo para a formacéo
desses compostos nos espumantes analisados, provavelmente devido ao tempo de
envelhecimento em *“sur lie” (18 meses), o que pode afetar a disponibilidade de
nutrientes (nitrogénio, aminoacidos). No entanto, sdo compostos que podem trazer
caracteristicas olfativas negativas, como aroma de batata cozida (metionol;
Waterhouse, Sacks e Jeffery, 2016) e sulfuroso metélico (3-(metiltio)propanoato de
etila; GoodScents).

Notou-se que os sistemas de condugéao e as vinificacdes se diferenciaram por
compostos que estdo em menor concentracdo nos espumantes, entretanto que
apresentam impacto aromatico devido ao baixo limiar odorifero de compostos que
contém enxofre, alcool de monoterpeno (citronelol), ou que sado importantes para o
perfil aromatico de vinhos da cv. Chardonnay (2-metilbutanol), ou que alteram a
percepc¢do de outros compostos ([3-damascenona, como relatado por WELKE et al.
(2014b)).

Os compostos citados acima e que foram considerados significativos para a
discriminagéao dos sistemas de condugéao e vinificagdes foram reportados por outros
autores em estudos com espumantes Trentodoc e Franciacorta na Itdlia (CARLIN et
al., 2016), vinhos e espumantes da cv. Chardonnay produzidos na serra gaucha (sul
do Brasil) (WELKE et al., 2014ab).
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4.3.2 Consideracdes

X Com o modelo proposto foi possivel distinguir os vinhos base e espumantes
para as duas safras de acordo com os sistemas de conduc¢ao adotados.

%  Os sistemas de conducéo influenciam o perfil aromatico dos espumantes.

<> Baseado na abordagem realizada foi possivel diferenciar os sistemas de
conducdo pela composicao volatil, além das vinificacbes de cada sistema. Assim,
esses compostos podem ser utilizados para a avaliacao de vinhos base e espumantes
também como forma de controlar a elaboracado e verificar melhorias no campo e/ou

na vinicola.
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4.3.3 Material Suplementar

Figura 1S. Cromatogramas representativos do TIC para uma amostra de vinho base e uma amostra de espumante (amostras de
uma das vinificagcdes do sistema GDC na safra 2017)
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4.4 SECAO 4 — Evolucéo dos aromas durante a elaboracéo e influéncia da densidade

de plantio no perfil volatil de vinhos espumantes do sudeste brasileiro
4.4.1 Resultados e discusséo

Os compostos volateis avaliados nas amostras geradas no experimento de
densidade de plantio foram detectados e confirmados por HS-SPME/GC-MS, indice
de retencdo Kovats modificado e descricdo na literatura (BURDOCK, 2010; site
GoodScents). Dessa forma, foram identificados 187 compostos em todas as matrizes,
sendo 84, 75, 111 e 89, respectivamente, nas bagas, mosto, vinho base e vinho
espumante nas cinco densidades de plantio estudadas e em trés safras de verao
consecutivas (2016, 2017 e 2018).

Na Tabela 1S (material suplementar) estdo relacionados 0s compostos
identificados nas matrizes e separados em classes de acordo com a estrutura quimica,
biossintese e metabolismo da levedura. Os compostos foram divididos nas seguintes
classes volateis: sulfurosos, sulfetos, acidos graxos volateis, norisoprenoides,
monoterpenoides, alcoois superiores, sesquiterpenoides, glicerol, furanoides, ésteres
etilicos, etanol, C6-C9 aldeidos, carbonilas (aldeidos, cetonas e lactonas), ésteres
ramificados, benzenoides, ésteres de acetatos e outros ésteres (SWIGERS et al.,
2005; SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008; UGLIANO;
HENSCHKE, 2009; ILC et al., 2016a).

Para avaliar o perfil de formagédo e a evolugcdo dos compostos durante o
processamento, da baga ao vinho espumante, utilizou-se como modelo a densidade
de plantio D3 (4000 plantas ha?), que é a mais difundida na regido sul de Minas
Gerais. A Figura 1 ilustra as médias das areas das classes de compostos para cada
etapa nas trés safras. A Figura 2 detalha os compostos mais concentrados das cinco
classes que apresentam maior diferenca nas etapas do processo.
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Figura 1. Evolucéo das classes dos compostos aromaticos da baga ao espumante da cv. Chardonnay (clone 76) conduzida em
espaldeira na densidade de 4000 plantas ha', em Caldas (MG), nas safras de 2016, 2017 e 2018
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Figura 2. Média das areas dos compostos que apresentam maior area da baga ao espumante da cv. Chardonnay (clone 76)
conduzida em espaldeira na densidade de 4000 plantas hal, em Caldas (MG), nas safras 2016, 2017 e 2018

600

Milhoes

500

400

300

200

100

2016

2017
Densidade3

1. Uvas

2018

2016

|
2017

Densidade3

2. Mosto

2018

2016

2017
Densidade3

3. Vinho base

2018

2016

2017
Densidade3

4. Espumante

2018

m Esteres de acetato - Acetato de hexila
Esteres de acetato - Acetato de fenetila

B Esteres de acetato - Acetato de etila

B Esteres de acetato - Acetato de isoamila
Alcoois superiores - 1-Hexanol

m Alcoois superiores - 2-metil-1-butanol

(Alcool amilico)
B Alcoois superiores - 3-metil-1-butanol

(Alcool isoamilico)
W Alcoois superiores - Feniletanol

C6-C9 Aldeidos - (E)-3-Hexenal
C6-C9 Aldeidos - Nonanal

B C6-C9 Aldeidos - (E)-2-Hexenal

B C6-C9 Aldeidos - Hexanal
Acidos graxos volateis - Acido 2-(E)-
hexendico )
Acidos graxos volateis - Acido hexandico
(cido caprdico) )

B Acidos graxos volateis - Acido decandico
(acido caprico) i

B Acidos graxos volateis - Acido octandico
(acido caprilico)
Esteres de etila - Decanoato de etila
Esteres de etila - Succinato de dietila

W Esteres de etila - Hexanoato de etila

B Esteres de etila - Octanoato de etila



142

Observa-se que € menor a quantidade de compostos volateis livres nas bagas
e no mosto, onde se tem mais aromas primarios, quando comparado ao vinho base e
espumante, onde a concentragcdo dos compostos aumenta e o perfil modifica, com a
revelagdo de aromas secundarios e terciarios durante a vinificagéo e envelhecimento,
respectivamente. Nas bagas e no mosto, os compostos estdo nas formas glicosilada
e/ou conjugada (ILC., 2016a), e as glicosidases presentes na baga nao tém atividade
suficiente para liberar compostos livres em quantidades significativas (MATEO,;
JIMENEZ, 2000). Ugliano e Henschke (2009) afirmam que as leveduras tém um
importante papel na biossintese e transformacao dos nutrientes (principalmente os
acucares disponiveis, glicose e frutose), precursores e ndo precursores de aromas,
contribuindo de forma significativa para o0 aumento dos compostos volateis durante a
fermentacdo. Mateo e Jiménez (2000) complementam que principalmente as cepas
de Saccharomyces cerevisiae possuem capacidade para hidrolisar ligacdes
glicosidicas de diferentes acucares. A fermentacdo € a maior fonte de compostos
aromaticos do vinho envolvendo uma grande variedade de passos e vias enzimaticas
(PINAR et al., 2017), por isso observa-se essa diferenca de areas de compostos entre
bagas/mostos e vinhos base/espumante.

Sendo a Chardonnay uma uva considerada neutra (classificacao
baseada no contetdo de monoterpenos; MATEO; JIMENEZ, 2000), os principais
compostos sdo os aldeidos e alcoois produzidos através da via da lipoxigenase
(CHRISTENSEN; EDELENBOS; KREUTZMANN, 2007) com a formacao
majoritariamente de compostos C6 aldeidos e alcoois (Figuras 1 e 2). Esses produtos
da lipoxigenase estao relacionados a defesa da planta (estresse bidtico e abidtico,
como doengcas e injuria mecénica) (LIN; MASSONNET; CANTU, 2019).
Adicionalmente, Pott, Osorio e Vallarino (2019) descreveram que, em plantas, a
lipoxigenage esta envolvida em outros processos além da defesa, como a germinacao
da semente e amadurecimento do fruto. A maior quantidade dos compostos aldeidos
C6-C9 nas bagas na safra de 2016 pode ser reflexo da chuva de granizo durante o
crescimento das bagas, 0 que pode ter ocasionado um aumento da taxa respiratéria
para promover a cicatrizacdo, acarretando na alteracdo do metabolismo da planta.
Embora esses compostos tenham aroma herbaceo, vegetal, folnoso e ndo sejam
agradaveis (WATERHOUS; SACKS; JEFFERY, 2016; LIN; MASSONNET; CANTU,
2019), eles participam do desenvolvimento de outros compostos durante a

fermentacao, sendo inexpressivos ou nédo identificados no vinho base e no espumante
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(Figura 1). De acordo com Dennis et al. (2012), a principal rota para a decomposi¢cao
de compostos carbonilicos como C6-aldeidos durante a fermentacao é a reducao para
seus respectivos alcoois, a esterificacdo aos seus respectivos ésteres de acetato,
volatilizacdo e, podendo ocorrer parcialmente, a oxidagao para 4cido graxo.

Na safra 2018, observou-se menor formacdo de alguns compostos,
principalmente (E)-2-Hexenal (Figura 2), o que pode ser atribuido a disponibilidade do
substrato (acido linolénico) e/ou da enzima que atua nesse substrato. Varios
pesquisadores demonstraram que as condi¢cdes do ambiente, como luz, temperatura,
pluviosidade e amplitude térmica sao capazes de modular a emissdo dos compostos
chamados “GLVs (green leaf volatiles), os volateis com aroma herbaceo (XU et al.,
2015). Assim, a baixa abundancia desses compostos e dos seus derivados (alcoois,
ésteres) tanto na baga quanto no mosto na safra 2018 € um ponto de atencédo e deve
ser investigado.

Com relacéo aos ésteres nas bagas e mosto, observa-se o acetato de etila em
todas as safras (Figuras 1 e 2), um potencial indicativo da influéncia das leveduras
autoctones, de cepas nao-Saccharomyces, visto que estas cepas produzem mais
acetato, principalmente o acetato de etila, do que as cepas Sacchromyces
(SWIEGERS et al., 2009). Entretanto, para uma afirmacdo mais assertiva, seria
necessaria uma analise da microbiota presente no vinhedo.

Também € possivel observar o aumento dos ésteres etilicos e a reducdo dos
acetatos no espumante (Figuras 1 e 2). A formacdo de ésteres etilicos ocorre
principalmente por via enzimatica, com a reacao entre etanol e acido graxo, a medida
que se tem a liberacdo dos acidos graxos de cadeia média pela levedura. Para a
formacao dos ésteres etilicos, a reacao € principalmente dependente da concentragédo
de acidos graxos (ILC et al., 2016) e da cepa das leveduras que variam enormemente
entre e dentro da mesma espécie na habilidade em produzir ésteres e,
consequentemente, o aroma final (UGLIANO; HENSCHKE, 2009).

A diminuicdo dos ésteres de acetato pode ser explicada por alguns fatores: o
emprego de cepas com alta atividade de esterase, condicbes de fermentacéo,
temperatura e volatilizacdo entre as etapas e durante o armazenamento
(WATERHOUSE; SACKS; JEFFERY, 2016). Torrens et al. (2010) avaliaram os
compostos volateis no vinho base e no espumante Cava e descreveram a reducao
dos ésteres de acetato até que nao fossem mais detectados durante o

armazenamento. Isto corrobora os dados descritos na literatura, indicando que tais
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compostos podem ser usados como marcadores de envelhecimento e,
consequentemente, a perda entre o vinho base e o Cava de descritores aromaticos
frescos e frutados.

Outro éster que esta em maior abundancia no espumante € o succinato de
dietila, esterificacdo do acido succinico, que pode ter um aumento durante a segunda
fermentacdo (HIDALGO et al., 2004) e sua concentracdo e de outros ésteres esta
ligada a qualidade do vinho espumante (POZO-BAZON et al., 2003). De acordo com
Alexandre e Guilloux-Benatier (2006), esse composto pode ser utilizado como
marcador de envelhecimento do espumante, e, segundo eles, o perfil do vinho base
nao permite predizer as propriedades sensoriais dos vinhos espumantes apés 18
meses de envelhecimento sobre as borras devido as diversas reacdes que sao
estabelecidas. Conforme reportado por Peinado et al. (2004), esse composto
apresenta odor frutado e limiar de odor de 1200 ug L.

Nos resultados, foram observadas como principais classes nos espumantes, 0s
ésteres de etila, como o octanoato de etila e hexanoato de etila, e 0s acidos graxos e
alcoois superiores. Os compostos formados pelos ésteres de etila e alcoois superiores
assemelham-se a uma nota agradavel, pujante, floral, frutada de damasco e abacaxi-
banana (BURDOCK, 2010), maca-verde, conhaque, pera (PEINADO et al., 2004).

Outros pontos importantes na qualidade sensorial dos espumantes sdo a
formacao, persisténcia e estabilidade da espuma, que se devem grandemente a
autolise das leveduras e a liberacdo de alguns compostos que intervém de forma
positiva, como proteinas, peptideos, aminoacidos, polissacarideos, manoproteinas e
alguns ésteres de A&cidos graxos (MARTINEZ-RODRIGUEZ; PUEYO, 2009).
Alexandre e Guilloux-Benatier (2006) reportaram que ha algumas controvérsias sobre
guais compostos interferem positivamente na espuma ou ndo. Os acidos graxos de
cadeia média (C8, C10 e C12) foram negativamente relacionados com a qualidade da
espuma, enquanto os ésteres de etila (hexanoato de etila, octanoato de etila e
decanoato de etila) foram positivamente relacionados. Nos resultados dos
espumantes analisados no presente estudo, o0s ésteres citados foram os encontrados
com maior area.

A influéncia do espacamento entre as plantas no perfil aromatico dos vinhos
espumantes foi avaliada pelas analises de componentes principais e de agrupamentos
(heatmaps) (Figura 3), avaliando-se as classes que mais impactaram cada densidade,

em cada safra.
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Na analise de componentes principais, verifica-se que 0s espumantes sao
discriminados pela densidade de plantio em todas as safras, visto que o
distanciamento entre as plantas interfere na area sombreada de folhas e cachos,
implicando na area disponivel para realizar a fotossintese (acumulo de aguUcar nas
bagas), bem como na competicdo por nutrientes, hormonios e agua pelas raizes, que
afetam a biossintese dos compostos secundarios.

Na analise de agrupamentos é possivel verificar qual classe de compostos esta
contribuindo para o espumante de uma determinada densidade em cada safra. Na
Tabela 1 estdo descritas as densidades e as classes de compostos que foram

significativas (alto nivel de composto) em cada safra.
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Figura 3. Andlise de componentes principais (PCA) e de agrupamentos (heatmap) do perfil volatil dos espumantes da cv.
Chardonnay (clone 76) em cinco densidades de plantio no sul de Minas Gerais (Brasil) nas safras 2016, 2017 e 2018.

As cores variam de vermelho mais intenso até azul mais intenso, indicando alto nivel do composto até o mais baixo nivel.
(E: Espumante; D1, D2, D3, D4 e D5, respectivamente, Densidade 1, Densidade 2, Densidade 3, Densidade 4 e Densidade 5)
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Tabela 1. Classes dos compostos volateis que diferenciaram os espumantes
produzidos com as uvas em diferentes densidade de plantio da cv. Chardonnay (clone
76) nas safras 2016, 2017 e 2018 na Serra da Mantiqueira (Brasil)

Densidades SAFRAS
2016 2017 2018
(2000 i' ha't) - ésteres ramificados - norisoprenoides ) élli?)rcl)(i)slss\l:c;::ieolfes
2 - fendis volateis - acetatos - outros ésteres
(2666 pl ha?) - carbonilas - éter - etanol
3 - ésteres etilicos

- monoterpenoides - norisoprenoides

(4000 pl hat) - benzenoides

- sulfetos
- etanol -fendis volateis - acidos graxos
-ésteres etilicos
-sulfurosos volateis
5 -sulfetos - outros ésteres
(8000 pl ha?) -furanoides - furanoides
- acidos graxos

4
(5333 pl ha))

- furanoides

Observa-se que cada densidade é diferenciada por uma ou mais classes de
compostos em cada safra, algumas classes tendem a aportar aromas agradaveis ao
espumante, porém outras classes, a agradabilidade e complexidade aromatica
dependera da concentragéo.

Para a densidade 5 (8000 plantas ha?l) houve maior &area relativa dos
compostos furanoides em todas as safras, indicando que a proximidade entre as
plantas (0,5 m) pode favorecer alguma condicdo que facilite a formacado desses
compostos. O furanoide mais abundante identificado foi o furfural, potencialmente
formado pela desidratacdo da xilose, agucar presente na hemicelulose da estrutura
dos polissacarideos e que néao é fermentado pela cepa Saccharomyces, podendo ser
um dos acuUcares residuais dos vinhos. No entanto, as garrafas hdo permaneceram
em condicbes de temperaturas elevadas, condi¢cdo possivel para a formacdo de
furanoides, o que sugere, entdo, outra condicdo para que essa densidade
apresentasse os furanoides como classe de compostos significativos nas trés safras.
Esses compostos podem conferir notas doces, tostadas, de caramelo, pdo assado,
café (BURDOCK, 2010; GoodScents) e coloracdo mais amarelada aos vinhos.

Nas densidades de 2666 e 5333 plantas ha?! o etanol apresentou niveis

importantes, sendo 0 segundo maior composto presente no vinho que acarreta varios
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efeitos na percepcao sensorial, podendo reduzir a percepcdo das notas frutadas de
alguns ésteres ou enaltecer de outras moléculas (CACHO, 2017).

Elevada area relativa de acidos graxos foi observada nas densidades de 5333
e 8000 plantas ha! nas safras de 2018 e 2016, respectivamente. Os acidos graxos
sdo compostos que podem ter influéncia negativa na qualidade da espuma
dependendo do tamanho da cadeia (ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006). O
tamanho da cadeia também influencia a volatilidade do aroma e a nota aromatica
conferida, sendo que cadeias mais longas (acima de 16 carbonos) conferem notas
oleosas, de ranco, ao espumante.

A densidade 3 (4000 plantas ha) apresentou, nas trés safras, compostos em
maior abundancia que conferem aromas frutados e florais aos espumantes, como 0s
monoterpenos, norisoprenoides e benzenoides, e frutados como os ésteres etilicos.
Entretanto, o valor da atividade odorifera e a influéncia de outros compostos na
percepcdo desses aromas sO podem ser estabelecidos com a determinacdo da
concentracédo desses compostos no vinho.

Os fendis voléateis foram significativos nas densidades de 2000, 2666 e 5333
plantas ha?' nas safras de 2018, 2016 e 2017, respectivamente, sendo dificil
estabelecer uma razéo para o aumento da quantidade. Os fendis identificados nesse
estudo sao o salicilato de metila, o fenol e o salicilato de 2-etil-hexila, apresentando
como descritores, notas floral, menta, forte adocicado (BURDOCK, 2010).

Além das avaliagbes cromatogréficas apresentadas, as analises quantitativa
dos compostos volateis e sensorial dos vinhos contribuiriam para o entendimento das
notas aromaticas percebidas nos espumantes em funcao do tratamento. No entanto,
com a analise descritiva, observa-se que 0s espacamentos mais proximos (plantios
mais adensados com 5333 e 8000 plantas ha') tendem a apresentar compostos mais
agressivos sensorialmente que podem comprometer a aceitacdo pelo consumidor.
Tais densidades apresentaram maior area relativa de compostos sulfurosos volateis,
aromas considerados off-flavour, devido as caracteristicas de ovo podre, e acidos
graxos que podem conferir notas oleosas, de rancgo.

4.4.2 Consideracgdes
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X Os espumantes se diferenciam pelo manejo adotado, ou seja, pela densidade

de plantio (espacamento entre plantas).

X A densidade de plantio aporta diferentes classes de compostos para o

espumante em cada safra estudada.

X Espacamentos de 1 m a 2 m entre plantas (densidade de 2000 a 4000 plantas
hal) aportaram aromas mais agradaveis, enquanto os espacamentos mais proximos
(0,75 m e 0,5 m, densidades 5333 e 8000 plantas ha, respectivamente) conferiram

compostos sulfurosos, furanoides aos espumantes.

X A densidade de 8000 plantas ha foi diferenciada nas trés safras pela classe
de compostos furanoides ou seja, apresentou uma tendéncia, indicando que uma alta
produtividade pode comprometer a qualidade do vinho, aportando caracteristica
amarelada ao espumante, que para alguns consumidores estaria correlacionada

negativamente.

4.4.3 Material Suplementar
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Tabela 1S. Lista dos compostos volateis livres identificados nas bagas, mostos,
vinhos base e espumante da cv. Chardonnay (clone 76) em cinco densidades de
plantio, de 2000 a 8000 plantas ha?, e em trés safras consecutivas (2016, 2017 e

2018)

Acetatos

Acetato de isoamila
Acetato (E)-hexenila
Acetato (Z)-3-hexenila
Acetato de metilisoamila
Acetato de fenetila
Acetato de butila
Acetato de hexila
Acetato de octila
Acetato de benzila
Acetato de etila
Acetato de isobutila
Acetato de n-propila
Acetato de heptila

Esteres de Etila
Butirato de etila
2-hexenoato de etila
Succinato de dietila
Butanoato de etila
Decanoato de etila
Dodecanoato de etila
9-decenoato de etila
Heptanoato de etila
Hexanoato de etila
Octanoato de etila
Valerato de etila
Lactato de etila
Propanoato de etila
Tetradecanoato de etila
Hexadecanoato de etila
Nonanoato de etila
Glutarato de dietila

Esteres Ramificados

Propanoato de isoamila
Benzoato de isobutila
2-Metilbutirato de etila
Isovalerato de etila
Hexanoato de isobutila
Lactato de isoamila
Hexanoato de isopentila
Miristato de isopropila
Palmitato de isopropila
Octanoato de isoamila
2-Hidroxi-4-metil valerato de etila
Isobutirato de etila
Octanoato de isobutila
Octanoato de propila
4-metilvalerato de etila
Butanoato de isoamila

Outros Esteres
2-hexenoato de metila
Decanoato de metila
Heptanoato de metila
Hexanoato de metila
Hexanoato de propila
Octanoato de metila

Benzenoides

Anisol
Benzaldeido
Fenilacetaldeido
Fenilacetato de etila
Alcool benzilico
o-Acetil-p-cresol
Estireno
Tolueno
Cinamato de etila
Butirato de feniletila
Benzoato de etila
Benzenopropanoato de etila

C6-C9 Aldeido
(E,E)-2,4-Hexadienal
(E,E)-2,4-Nonadienal
(E,2)-2,6-Nonadienal
(E)-2-Hexenal
(E)-2-Nonenal
(E)-3-Hexenal
(Z)-3-Hexenal
Hexanal
Nonanal

Carbonilas

1-Octen-3-ona
2(5H)-Furanona
2,3-Butanediol
(E,E)-2,4-Decadienal
(E,E)-2,4-Heptadienal
2-Heptanona
(Z)-2-Heptenal
2-Nonanona
(E)-2-Octenal
2-Undecanona
(2)-4-Heptenal
6-methyl-5-Hepten-2-ona
Acetaldeido
Acetoina
Acetona
2-Metil-butanal
3-Metil-butanal
Butirolactona
Decanal
Dodecanal
Heptanal
Metilisobutilcetona
Octanal
Pentanal
2-metil-propanal

Alcoois Superiores
1-Butanol
2-metil-1-butanol (Alcool amilico)
3-metil-1-butanol (Alcool isoamilico)
1-Decanol
1-Dodecanol
1-Heptanol
1-Hexanol
2-etil-1-hexanol
1-Hexen-3-ol
1-Nonanol
1-Octanol
1-Octen-3-ol
1-Pentanol
1-Propanol
2-metil-1-propanol (Isobutanol)
2-Heptanol
(E)-2-Hexen-1-ol
(Z)-2-Hexen-1-ol
2-Nonanol
(E)-2-Octen-1-ol
2-Undecanol
(E)-3-Hexen-1-ol
(2)-3-Hexen-1-ol

Feniletanol
Ethanol e Poliol
Etanol
Glicerina
Eter

Propilenoglicol 3-etil éter
Nitrogénio Volatil
Piridina

5. CONSIDERACOES FINAIS

Monoterpenoides
Ciclamal
3-careno
a-Tujeno
R-Tujeno
Oxido cis-Linalol
Citronelol
Cimeno
d-Céanfora
Dihidromircenol
Eucaliptol
Geraniol
Geranilacetona
Lilial
Limoneno
Linalol
|-Mentona
Mentol
Nerol
B-Mirceno
Tetrahidrolinalol
a-Terpineol
a-Tujona
Acetato de citronelila
Acetato de geranila

Norisoprenoides
R-damascenona
R-lonona
Sesquiterpenoides
Farneceno
(E)-Nerolidol

Acidos Graxos Voldteis
Acido 2-(E)-hexendico
Acido 9-decendico
Acido acético
Acido butandico (4cido butirico)
Acido isovalérico
Acido dodecandico (acido laurico)
Acido férmico
Acido hexandico (acido capréico)
Acido 2-etilhexandico
Acido decandico (4cido caprico)
Acido hexadecandico (acido palmitico)
Acido nonanéico
Acido octandico (4cido caprilico)
Acido 2-metilpropandico
Acido tetradecandico (acido miristico)
Furanoides
2-acetilfurano
5-metil-2-furaldeido
2-furoato de etila
S-hidroximetilfurfural
2-etilfurano
Furfural
Sulfetos

Disulfeto de carbono
Dimetilsulfeto

Sulfurosos Voldteis
2-Metiltetrahidrotiofeno-3-ona
Benzotiazol
Metanotiol (Metil mercaptano)
Metionol
Didxido de enxofre
3-Metiltiopropanoato de etila

Fendis Voldteis

Salicilato de octila
Salicilato de metila
Fenol
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v O efeito safra (condicdes ambientais) é significativo para a composicdo volatil
da cultivar Chardonnay, discriminando os experimentos avaliados nas safras 2016,
2017 e 2018.

v' Todos os manejos estudados (clones, porta-enxertos, sistema de conducao e
densidade de plantio) influenciaram a composicao volatil das bagas ao espumante da
cv. Chardonnay.

v' A complexa interacao entre genétipo, macro- e microclima e o vigor da planta,
fatores que contribuem para o fenétipo, definem o metabolismo da baga.

v" O Clone 809 (também conhecido como Muscat) apresentou compostos
monoterpenoides que sao caracteristicos de uva moscato e estao presentes em maior
abundancia das bagas ao espumante.

v' A abordagem adotada para a avaliagdo dos espumantes dos sistemas de
conducdo pode ser utilizada na construcdo de um banco de dados, visando as
melhorias dos processos no campo e na vinicola.

v' Os compostos presentes em maior abundancia nos espumantes produzidos na
Serra da Mantiqueira sdo os ésteres (octanoato de etila e hexanoato de etila), acidos
graxos (acido octanodico e hexandico) e alcoois superiores (fenietanol e alcool
isoamilico), substancias que podem aportar aos vinhos aromas frutado (abacaxi,
banana, damasco, péssego, pera, macad), floral (rosa), pujante, queijo,
uisque/conhaque.

v" A andlise sensorial pode contribuir na confirmacao dos dados de perfil volatil
do espumante Chardonnay elaborado na Serra da Mantiqueira.

v" Os dados apresentados podem contribuir para o desenvolvimento de outras
pesquisas - basica e/ou aplicada.

v' A anadlise de compostos volateis pode ser utilizada na avaliacao da indicacdo
de procedéncia (IP) do vinho para melhorar a qualidade, valorizar a tipicidade e a
identidade regional dos vinhos em Minas Gerais. Com isso, aumentara a notoriedade
dos produtos, a procura e compra pelos consumidores, aumentando o valor agregado,
asim como impulsionara o enoturismo e promovera a enogastronomia regional, com a

valorizacéo cultural e do artesanato da regiao.
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6. CONCLUSOES

v" O manejo (definicdo de clones, porta-enxertos, sistemas de conducdo ou
densidade de plantio) impacta na reacao da planta as condicbes ambientais, ou seja,
no fendtipo, afetando a composicdo da baga (metabdlitos primarios), o
amadurecimento, o metabolismo secundario e, consequentemente, a composicao
volatil da baga.

v Os vinhos espumantes, mesmo ap0s duas vinificagdes, sdo diferenciados pelas
condicdes de manejo, evidenciando que o acumulo de nutrientes (metabdlitos
primarios), precursores e nao-precursores aromaticos na baga influenciam o
metabolismo da levedura e consequentemente, o bouquet do vinho.

v' Baseado nas andlises descritivas de composicao volatil de duas e/ou trés
safras das bagas e do espumante da cv. Chardonnay, sugere-se:

o ampliar a producéo da cv. Chardonnay clone 809 para se ter um vinho
com caracteristicas sensoriais diferentes.

o utilizar os espagcamentos entre plantas de 1 m, 1,5 m e 2 m enxertadas
em 1103 Paulsen e conduzidas em espaldeira, pois estes tratamentos
diferenciaram por compostos mais agradaveis nas trés safras.

o Utilizar os sistemas de conducdo Espaldeira e GDC (Clone 76/ PE
1103Paulsen), pois conferiram aromas mais agradaveis.

v A andlise quimica pode ajudar na determinacdo da analise sensorial, de forma
a otimiz4-la. Entretanto, deve-se levar em consideracao a diferenca de tempo entre
as analises.

v A andlise da composicdo volatil dos vinhos espumantes pode ser uma
ferramenta a ser utilizada no estabelecimento da indicacao geogréafica de regides, pois
€ uma técnica sensivel as variaveis genéticas, ambientais e de manejo do vinhedo,
no entanto, sdo necessarias analises de safras adicionais, dessa e de outra regido
para que se tenha reprodutibilidade e robustez dos resultados, a fim de determinar

marcadores para a atribuicdo da caracteristica sensorial.
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7. DADOS SUPLEMENTARES

7.1 Otimizacédo do método de extracdo dos compostos volateis das bagas e dos
mostos

A otimizacdo do método de extracdo dos compostos volateis nas bagas foi
baseado no proposto por Sun et al. (2011) e pelos tempos de extracao e exposi¢cao
da fibra por HS-SPME. O teste com 10" de extracdo e 50 exposicao da fibra (teste C
da Figura 1S) apresentou maiores areas dos compostos dessorvidos e evidenciou
compostos adicionais em relagdo aos demais testes. A temperatura de extracao e
exposicao da fibra foi de 40°C, conforme preconizado pelos autores.

Figura 1S. Cromatogramas dos testes de otimizacdo da extracdo de volateis por
SPME para as bagas
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(GC-MS-003 (A): 10" de extracdo e 30°exposicao da fbra; GC-MS-004 (B): 15" de extragdo e
30 exposigédo da fbra; GC-MS-005 (C): 10" de extracédo e 50 exposicao da fibra; e, GC-MS-006 (D): 15”
de extracdo e 50 exposicéo da fbra).

Com o tempo de formagéo do headspace de 15min (testes B e D), alguns picos
coeluiram, prejudicando a deconvolucdo pelo software MassHunter e,
consequentemente, a identificacdo na comparacdo com o0S espectros de
fragmentacao incluidos na biblioteca NIST v. 2014.

Foram seguidas as mesmas condi¢bes de extragdo para as amostras dos

mostos.
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7.2 Otimizacdo do método cromatografico para a analise dos compostos
volateis nas bagas e mostos

Para otimizar a rampa de temperatura utilizada nas separagfes, tomou-se por
base as condi¢cdes preconizadas por Sun et al. (2011). Verificou-se que, apés 50
minutos (Teste A, Figura 2S), houve a eluicdo de compostos de silica provavelmente
devido ao sangramento da coluna ou da fibra de SPME, fato percebido nessa injecéo.
Foi testada a mudanca da temperatura da rampa de 3°C/min para 4,5°C/min para a
reducdo no tempo total de eluicdo (Teste B, Figura 2S). Em outro teste, adicionou-se
uma segunda rampa de temperatura de 8°C/min, de forma que a corrida foi fechada
com um tempo total de 50 minutos (Teste C, Figura 2S). Dessa forma, o método

cromatografico foi otimizado, contribuindo para a redugdo no tempo de analise.

Figura 2S. Cromatogramas com os testes de otimizacdo da rampa de analise
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35°C por 5 minutos, 4,5°C/min até 250°C e mantém por 10 minutos; e, GC-MS-009 (C): 35°C por 5

minutos, 4,5°C/min até 170°C, 8°C/min até 250°C e mantém por 5 minutos).

1
2

ApOs a otimizacao da rampa de temperatura, os resultados foram reprodutiveis
para a triplicata com as condi¢cdes do Teste C e com o tempo de exposi¢céo da fibra
de 50 minutos para as amostras das bagas e dos mostos.
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7.3 Otimizacdo do método de extracdo dos compostos volateis dos vinhos base
e espumantes

O método que foi aplicado para as amostras das bagas e dos mostos serviu de
base para a otimizacdo do método de extracdo dos compostos volateis nas amostras
dos vinhos base. Assim, avaliou-se o tempo de formacéo do headspace para posterior
captura dos volateis por HS-SPME e o volume de amostra a ser utilizado (Figura 3S).
Verificou-se que com o Teste A, 10" para formar o headspace utilizando 10 mL de
amostra com 10 mL de solucéo salina saturada, ocorreu a saturacéo do detector para
0 composto que elui em 24 min (octanoato de etila), e outros compostos apresentaram
menor area nessas condi¢des. Assim, foram aplicadas as condi¢cfes do Teste B, 5

para formar o headspace, 5 mL de amostra com 5 mL de solucédo salina saturada.

Figura 3S. Cromatogramas dos testes de otimizagdo da extracdo de volateis por
SPME para o vinho base
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amostra com 10 mL de solucédo salina; VINHO BASE_TESTE_13 (A): 5” de formacao do headspace,

50" exposigédo da fibra, 40°C, 5 mL de amostra com 5 mL de solugéo salina).

Foram seguidas as condi¢cdes de extracdo descritas no Teste B tanto para o

vinho base quanto para o0 espumante.
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7.4 Otimizacdo do método cromatografico para a analise dos compostos
volateis nos vinhos base e espumante

O método cromatogréfico aplicado para os vinhos base e espumante seguiu 0
preconizado por Carlin et al. (2016) com pequenas alteracdes nos tempos isocraticos
inicial e final. Na Figura 4S encontra-se a sobreposi¢cdo de cromatogramas de uma
triplicata de amostras seguindo a extracao descrita no item 6.3, onde se nota que ha
reprodutibilidade entre as inje¢des nas condigdes cromatogréficas descritas na Figura
4S.

Figura 4S. Overlay dos cromatogramas com utilizacao das condi¢cdes de extracao
descritas no Teste B da Figura 3S
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(VINHO BASE (A): rampa: 40°C por 5 minutos, 6°C/min até 250°C e mantém por 10 minutos; fluxo: 1,2
mL/min; temperatura do injetor: 250°C).

Na Figura 5S estdo os cromatogramas de dois testes com o0 espumante: o teste
A para avaliar se haveria a elui¢ao de picos tardios e com o dobro de amostra (10 mL),
e o0 Teste B, de acordo com o preconizado para o vinho base. Assim, observa-se que
no cromatograma A ndo ha a eluicdo de outros compostos a partir de 50 minutos;
dessa forma, estabeleceu-se que para o0 espumante, seria seguido o meétodo

cromatografico descrito para o vinho base (Teste B).
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Figura 5S. Cromatogramas dos testes para avaliar a eluicdo de picos tardios
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