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Resumo

“Influéncia da aplicagao de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos
tintos”

Os aminodcidos sao compostos azotados que estdo presentes nas uvas e no
vinho e sdo utilizados pelas leveduras, com exce¢ao da prolina, durante o processo
fermentativo. As aminas biogénicas sdo outro tipo de compostos azotados,
maioritariamente formados através da descarboxilacgdo de aminodacidos, durante a
fermentacao malolatica.

A nutricdo da videira é fundamental pois ird afetar o seu crescimento e
desenvolvimento bem como a sua produtividade e qualidade das uvas.

O objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia da aplicacdo de magnésio ao
solo no perfil de aminoacidos de vinhos tintos. Foi ainda analisada a mesma influéncia
no teor em aminas biogénicas. A técnica utilizada foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com detetor Diode Array.

Observou-se nos resultados obtidos que ndao houve diferengas significativas

entre os varios tratamentos do ensaio.

Palavras-Chave: Magnésio, Vinho tinto, Aminoacidos, Aminas biogénicas, HPLC-DAD

set-17 | Paginaiiii



Abstrat

“Influence of magnesium aplication to the soil in red wine amino acids profile”

Amino acids are nitrogen compounds that are present in grapes and wine and
are used by yeast, with the exception of proline, during the fermentation process.
Biogenic amines are other types of nitrogen compounds, mostly formed by the
decarboxylation of amino acids, during malolactic fermentation.

The nutrition of the vine is critical to its growth and development, as well as its
production and quality of the grapes.

The objective of this work is to evaluate the influence of magnesium application
to the soil in red wines amino acid profile. The same influence on the content of
biogenic amines was also analyzed. The technique used was high performance liquid
chromatography with a Diode Array detector.

It was observed that there were not significant diferences among the several

treatments of the assay.

Keywords: Magnesium, Red wine, amino acids, biogenic amines, HLPC-DAD
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Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

1. Problematica

O solo é um dos fatores associados ao Terroir com mais importancia, uma vez
gue a sua estrutura e composicdo vao afetar o crescimento e desenvolvimento da
videira, e consequentemente, os seus produtos. E do solo que a videira vai retirar os
nutrientes necessdrios ao seu normal desenvolvimento e quando estes ndo sao
suficientes, uma das opc¢des é recorrer a fertilizacdo, a fim de corrigir essas deficiéncias
e disponibilizar os macro e micronutrientes essenciais para suprir as necessidades da
planta.

Os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) sdo aqueles que sdo necessdrios em
maiores quantidades e sdo fundamentais para o funcionamento bioldgico da videira,
fazendo parte de algumas macromoléculas e estando diretamente relacionados com o
metabolismo da planta. Apesar do azoto (N) ser o macronutriente mais abundante que
provem do solo, o fésforo (P), o potassio (K) e o cdlcio (Ca) sdo igualmente importantes
para a produtividade e rendimento da videira.

O magnésio (Mg) possui um papel crucial em diversas atividades bioldgicas,
sendo a primordial a fotossintese, uma vez que é o constituinte central do anel
tetrapirrdlico das moléculas de clorofila. Qualquer deficiéncia deste nutriente ird ter
impacto no rendimento e produtividade da videira. Uma das causas da deficiéncia de
magnésio, apesar de raramente referido, tem a ver com a competicao deste com
outros nutrientes. Assim, dada a possivel competicdo dos nutrientes e a importancia
do magnésio na planta, levantou-se a questdo da influéncia da adicdo de magnésio no
solo no contetdo em compostos azotados, entre os quais os aminodacidos e as aminas
biogénicas.

Os aminoacidos estdo presentes nas uvas e sdo uma das formas de assimilacdo
de azoto pelas leveduras durante a fermentacdo alcodlica no vinho. O perfil de
aminodcidos de um vinho estd dependente de diversos fatores, sendo portanto
caracteristico de cada um, marcando a sua autenticidade.

As aminas biogénicas sdao compostos formados maioritariamente a partir da
descarboxilagdo de aminoacidos. Podem ter efeitos tdxicos para o ser humano,
guando ingeridas em certas concentragGes, sendo uma das causas da intolerdncia ao

vinho, e portanto é pertinente o seu controlo nos vinhos.
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Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

2. Objetivos Cientificos

O principal objetivo deste trabalho foi verificar se a aplicagdo de magnésio no
solo influencia de algum modo o perfil de aminodcidos de vinhos tintos e também o
seu conteudo em aminas biogénicas. Assim, com este trabalho pretendeu-se:
v’ Identificar e quantificar os aminoacidos e aminas biogénicas em causa, através
da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com detetor
Diode Array (DAD);
v' Avaliar a influéncia da correcdo do teor em magnésio no conteddo de

aminodcidos e aminas biogénicas.

set-17 | Pagina 2



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

3. Fundamento Teorico

3.1. Terroir

O conceito de Terroir surgiu no fim do século XIX (Magalhdes 2010),
descrevendo um vinculo entre a qualidade do vinho e as condi¢gdes em que as videiras
sdo cultivadas (Costantini et al. 2012).

O Terroir pode ser definido por um conjunto de factores naturais que
fazem parte das condi¢Ges edafoclimaticas de um dado local (Magalhdes 2010), onde
estdo incluidos: a prépria regido em que as videiras estdo cultivadas; o solo e o
subsolo, e todas as suas caracteristicas envolventes; a paisagem e a topografia do local
(relevo, altitude); e o clima, devido a sua diversidade de local para local (Costantini et
al. 2012).

Dada a multiplicidade dos factores agregados ao Terroir, a interac¢ao destes
com a videira sera sempre diferente e especifica, o que vai conferir a um vinho uma
determinada qualidade e tipicidade (Roullier-Gall et al. 2014).

Assim, pode-se constatar que o Terroir é um aspecto muito importante e
determinante para as caracteristicas de um vinho, uma vez que relaciona as condicoes
ambientais aos seus atributos sensoriais, reportando o vinho as suas origens (Likar et

al. 2015; Roullier-Gall et al. 2014).

3.2. Solo e Fertilizagao

Dos factores associados ao Terroir, o solo é um dos mais importantes (Likar et
al. 2015), uma vez que afeta diretamente a videira, mais concretamente o
desenvolvimento do seu sistema radicular (Ribéreau-Gayon, et al. 2006).

O solo consiste, assim, na camada superficial da crosta terrestre e define-se
como o meio natural para o desenvolvimento das plantas, sendo constituido por
matéria mineral sdlida, matéria organica, agua e ar (Costa 2011). Portanto, o solo é o
meio onde a planta se fixa através do seu sistema radicular e de onde extrai a dgua e
0s nutrientes necessarios a sua nutricdo (Magalhdes 2010). Assim sendo, a composicao
do solo ird possuir uma grande influéncia sobre os produtos da videira (uvas, mosto e

vinho) (Likar et al. 2015).
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Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

Como para qualquer outra cultura, para a videira uma nutricdo adequada é
essencial para o seu crescimento e rendimento (Baldi et al. 2017). O seu estado de
nutricdo depende portanto, da qualidade do solo que a sustenta e do meio aéreo
envolvente (Magalhdes 2010).

Geralmente, a maior parte dos elementos nutritivos é obtida do solo pelas
raizes (Costa 2011), e a absorgdo desses nutrientes pela videira depende, entre outros
factores, do proprio estado de nutricdo da planta e do equilibrio entre os elementos
minerais no solo (Bravo et al. 2017).

A fertilizacdo baseia-se na adicdo de nutrientes para manter ou aumentar a
fertilidade de um solo, ou seja, a capacidade deste fornecer a planta os elementos
necessarios ao seu desenvolvimento. Os nutrientes podem ser aplicados diretamente
no solo ou pulverizados nas folhas (Sabir et al. 2014), embora a fertilizagcdo do solo seja
por vezes preferida pelo seu baixo custo (Baldi et al. 2017).

A fertilizacdo do solo é uma técnica vitivinicola antiga, que tem um grande
efeito sobre o rendimento da vinha e, consequentemente, na qualidade do mosto e do
vinho (Delgado et al. 2004; Sanchez-Gémez et al. 2016). Esta pratica ndo pode ser
generalizada, uma vez que depende do tipo de solo e as suas propriedades, como

também das caracteristicas e necessidades da planta (Sabir et al. 2014).

3.3. Nutri¢ao Mineral

Certos nutrientes minerais sdao considerados essenciais para o desenvolvimento
das plantas, sendo pelo menos 16 os elementos classificados como essenciais: Carbono
(C), Hidrogénio (H), Oxigénio (O), Azoto (N), Fosforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca),
Magnésio (Mg), Enxofre (S), Ferro (Fe), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Cobre (Cu), Boro
(B), Molibdénio (Mo) e Cloro (Cl) (Costa 2011).

O critério mais frequente para classificar os elementos minerais tem a ver com
a sua funcdo na planta e a quantidade relativa que é absorvida por esta (Magalhdes
2010). Assim, os elementos minerais podem dividir-se em macronutrientes e em
micronutrientes (Pilon-Smits et al. 2009). Os primeiros, para além das suas funcoes
bioquimicas, apresentam essencialmente um papel como constituintes das proteinas e

enzimas. Nesta categoria estdo presentes os elementos: N, P, K, Ca, Mg e S (Maathuis

set-17 | Pagina 4



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

2009). Os micronutrientes, onde estdo incluidos os elementos Fe, Zn, Mn, Cu, B, Mo e
Cl, também possuem fung¢des bioquimicas mas sobretudo apresentam uma fungao
catalitica (Hansch and Mendel 2009).

Como a aplicagdo de fertilizantes com macronutrientes influencia a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, a adicdo de N, P, K, Ca e Mg deve ser
efetuada com frequéncia suficiente para suprir as necessidades da planta, mantendo
cada um desses nutrientes na solucdo do solo. Existem numerosas formula¢des de
fertilizantes que fornecem os macronutrientes individualmente ou em combinagdes ao

solo (Cole et al. 2016).

3.3.1. Azoto (N)

O azoto é o macronutriente mais abundante proveniente do solo (Ancin-
Azpilicueta et al. 2011; Burin et al. 2016). Encontra-se no solo sob as formas nitricas,
amoniacais e amidicas, sendo a absorcao pela videira realizada sobretudo através do
ido NOs e também do NH4* (Magalhdes 2010).

Este é o nutriente que mais afeta o vigor da videira (Arrobas et al. 2014; Baldi et
al. 2017), uma vez que estimula o crescimento desta e a obtencdo de uma area foliar
maior (Delgado et al. 2004). Desempenha um papel importante no funcionamento
biolégico da videira (Burin et al. 2016), mais especificamente como constituinte das
proteinas e enzimas e também como componente da clorofila, acidos nucleicos,
auxinas e citocininas (Magalhaes 2010).

Para além do papel fundamental no crescimento e desenvolvimento da videira,
0 azoto é também fundamental na cinética de fermentacdo (Ancin-Azpilicueta et al.
2011; Sanchez-Gémez et al. 2016), contribuindo para a atividade dos microrganismos
fermentativos (Burin et al. 2016) e ainda para a formacdo de compostos aromaticos e
aminas biogénicas (Pérez-Alvarez et al. 2017). O azoto vai condicionar, portanto, a
composicdo azotada nas uvas (Pérez-Alvarez et al. 2017) e consequentemente,
influenciar a qualidade do mosto e do vinho (Ancin-Azpilicueta et al. 2011; Arrobas et
al. 2014).

Geralmente, a aplicagdo no solo da vinha de azoto acontece sob a forma de

fertilizantes organicos ou inorganicos, que sdo posteriormente absorvidos pelas raizes,
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Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

provocando assim um desenvolvimento correcto da videira (Ancin-Azpilicueta et al.

2011).

3.3.2. Fosforo (P), Potassio (K) e Calcio (Ca)

O fésforo é igualmente um nutriente importante para a videira, necessario para
o crescimento desta (Hu et al. 2016; Yan et al. 2017) e que pode ser um factor
limitante na sua produtividade e rendimento (Tian et al. 2017; X. Wang et al. 2017).

Este macronutriente entra na composicdo dos fosfolipidos das membranas
celulares, das vitaminas e acidos nucleicos (Magalhdes 2010), tendo como principais
funcdes o transporte de energia e o incremento do crescimento dos apices aéreos e
radiculares (Hosseini et al. 2017).

As formas quimicas existentes no solo, que sdo utilizaveis pela planta, sdo os
ortofosfatos, pirofosfatos, metafosfatos e formas organicas de fésforo (Magalhdes
2010).

A quantidade total de fdsforo no solo é muitas vezes maior do que a
guantidade disponivel para a planta (Cole et al. 2016), devido a fixacdo de fésforo no
solo, estando apenas uma pequena frac¢do de fdsforo inorganico soluvel no solo,
disponivel para as plantas (Hu et al. 2016).

E importante ter em atencio a aplicagdo de fésforo ao solo a longo prazo, uma

vez que pode levar a acumulacdo deste no solo (Yan et al. 2017).

Outro macronutriente crucial na nutricdo das plantas é o potdssio, sendo o
segundo maior nutriente, a seguir ao azoto, a ser assimilado por estas (Blanchet et al.
2017).

Geralmente, é abundante no solo, uma vez que constitui cerca de 2% da crosta
terrestre, no entanto nem todas as suas formas estdo disponiveis para as plantas
(Blanchet et al. 2017; Karim et al. 2017). Das quatro formas que o potassio se pode
apresentar no solo — soltvel, permutavel, ndo permutavel e estrutural (ndo disponivel)
— sO0 2% do potdassio total existente no solo pode ser utilizado pelas plantas (forma
soltvel) (Bakhshandeh et al. 2017).

O potassio possui um papel vital no crescimento e desenvolvimento da planta

(Bakhshandeh et al. 2017; Karim et al. 2017). Regula processos fisiolégicos da planta,
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como é o caso da fotossintese, contribui para a regulagao estomatica e transpiratéria,
favorece a translocacao de agucares para o fruto (Delgado et al. 2004; Jan et al. 2017),
esta envolvido na sintese de grandes moléculas (proteina e amido) e na atividade
enzimdtica (Bakhshandeh et al. 2017). Além disso, o potdssio permite que as plantas
sobrevivam sob condicbes de estresse, aumentando a resisténcia destas aos stresses
bidtico e abidtico (Bakhshandeh et al. 2017; Jan et al. 2017).

Assim sendo, a adicdo de potdssio aumenta o rendimento da videira,
contribuindo ainda para uma maior resisténcia a situa¢des de secura, resultando numa

maior producdo de cachos (Arrobas et al. 2014).

O cdlcio é o quarto elemento mais abundante na nutricdio mineral e
desempenha papéis fisioldgicos e estruturais importantes no metabolismo das plantas
(Schmitt et al. 2017). E absorvido pela planta sob a forma do ido Ca?*, oriundo de
carbonatos, sulfatos e cloretos existentes no solo e encontra-se em maior propor¢ao
nos orgdos verdes da videira, nomeadamente como constituinte estrutural das
paredes celulares (Magalhdes 2010). Participa ainda na ativacdo de sistemas
enzimaticos, contribui para o transporte dos glucidos, para a hidrélise do amido e
metabolismo do azoto e controla as respostas das células da planta aos stresses
ambientais (Magalhdes 2010) (Schmitt et al. 2017). Assim, é considerado um dos
nutrientes mais importantes associados a defesa da planta, conferindo alguma
resisténcia a pragas e doencas nestas, através da sua influéncia no padrdo de
crescimento, anatomia, morfologia e composicdo quimica da planta (Ngadze et al.

2014).

3.3.3. Magnésio (Mg)

O magnésio é um dos macronutrientes mais importantes utilizado pela videira,
uma vez que esta envolvido em varios processos fisiolégicos e estruturais e ainda
influencia o metabolismo secundario nas plantas (Guo et al. 2016). Este é absorvido
pela videira sob a forma de iZo Mg?* (Maathuis 2009).

Um dos papéis mais relevantes do magnésio na planta é o facto de ser o
constituinte central do anel tetrapirrélico das moléculas de clorofila (figura 1), nos

cloroplastos (Tatagiba et al. 2016), tendo assim um papel crucial na fotossintese
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(Gerendas and Fiihrs 2013), nomeadamente na capacidade de promover as reagdes de

luz no estroma (Maathuis 2009). Esta também envolvido nas rea¢des de assimilagao de

CO,, sendo que as reacdes de fotofosforilacdo que ocorrem nos cloroplastos sao

afetadas pelos ides Mg?* (Tatagiba et al. 2016).

|
e N)ﬂ\ i
HyC -y lgy =37
v N---Mg

---N II/|_E-— Saturated in
g BChl a and
: BChl b

CH;
|
H—| CH,— CH— CH,— CH, |— CH,— C= CH —CH,

3 CH;
Phytol side chain

Figura 1. Magnésio como constituinte central do anel tetrapirrélico da clorofila (Fonte:

(Moran, et al. 2012)).

No entanto, este elemento estd também implicado numa ampla gama de

atividades bioldgicas, também elas de extrema importancia (Farzadfar et al. 2017),

nomeadamente:

*

Cerca de 75% do magnésio esta associado a sintese proteica (Guo et al.
2016), sendo constituinte da estrutura e funcdo dos ribossomas (Tatagiba
et al. 2016);

E um elemento ativador do sistema enzimatico do metabolismo dos
glucidos, proteinas, fosfatases e peroxidases, influenciando ainda os
processos de oxidacdo-reducdo (Magalhdes 2010) (Guo et al. 2016);

E essencial para a atividade da RNA polimerase e, portanto, para a
formacao de RNA nuclear (Tatagiba et al. 2016);

Desempenha um papel central no ATP e no metabolismo energético
(Tatagiba et al. 2016);

Estd também envolvido na biossintese de fosfolipidos e, portanto, na

formacdao de membranas celulares funcionais (Tatagiba et al. 2016).

A figura 2 representa sucintamente as principais funcdes do magnésio,

descritas anteriormente, nas plantas:
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Figura 2. Principais funcdes do Magnésio: sob a forma de ido Mg*, é indispensavel para a
fotossintese é indispensavel para fotossintese como metal de transicdo no anel de porfirina de
clorofila (1); no cloroplasto, é a principal carga para contrariar a acumulacdo de um potencial
negativo de tilacéides quando a fotossintese conduz a extrusdo de H* (2); também se liga a
grupos carboxilo negativos em polimeros de acidos nucleicos (3) e acidos nucleicos menores

tal como tRNA (4) para estabilizar sua configuracdo (Adaptado de (Maathuis 2009)).

Devido as suas fungbes imprescindiveis e complexas na planta, nomeadamente
ao nivel da estrutura da clorofila e da sintese proteica, qualquer deficiéncia deste
nutriente resulta em cloroses das folhas (perdas dos teores em clorofila) (Gerendas
and Fuhrs 2013), maturacdo prejudicada e atempamento, por insuficiéncia de hidratos
de carbono produzidos e uma diminuicdo acentuada do vigor e produtividade
(Magalh3es 2010).

Os sintomas de deficiéncia de magnésio podem também estar associados a

uma competicdo deste com outros catides (K*, NHs*, Ca?*, Na*) (Cole et al. 2016).

3.4. Possivel relagdao entre o magnésio e a composicdao azotada das uvas
e vinho

A producdo de uvas de qualidade adequadas a vinificacdo depende de
inumeros factores, desde o solo, as condi¢cGes climaticas, o grau de maturacdo e a
propria variedade (Ribéreau-Gayon, et al. 2006) (Conde et al. 2007). A fertilizacdo
particularmente, possui um papel indispensavel para a qualidade do vinho (Gerendas
and Fiihrs 2013).

A importancia do magnésio como nutriente essencial das plantas esta bem

estabelecida porém, o impacto da nutricdo em magnésio nos parametros de qualidade
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tem sido raramente abordado (Gerendds and Fiihrs 2013). Sendo a fotossintese o
processo central para a produgdo vegetal e dependendo esta do teor em magnésio,
este nutriente é fundamental para a planta (Farzadfar et al. 2017).

Devido a possivel competicdo entre os varios nutrientes na planta e a
importancia verificada do magnésio como nutrinte essencial, surgiu a necessidade de
averiguar se a adicdo de magnésio no solo influéncia de alguma forma o teor em
compostos azotados no vinho, mais concretamente, a concentragao em aminodacidos e

aminas biogénicas.

3.5. Compostos azotados nas uvas, no mosto e no vinho

Durante a fase de maturacdo, que decorre apds o pintor, ocorre uma panéplia

de fendmenos e alteragdes na uva (Magalhaes 2010), sendo os mais relevantes:

% A acumulacdo de acgucares;

N ~ - o

+* A evolugao dos acidos organicos;
¢+ A acumula¢do de minerais;

+* A evolugao dos compostos azotados;

%

* A sintese de compostos fendlicos;

R/
L X4

E a evolugdo dos compostos do aroma (Conde et al. 2007).

Os compostos azotados nas uvas podem ser influenciados por varios factores,
nomeadamente pelo porta-enxerto, a propria casta, condicbes ambientais e pelas
praticas vitivinicolas (Lee and Schreiner 2010; Lee and Steenwerth 2011).

O transporte das substancias azotadas para a uva acontece através do xilema e
do floema, essencialmente na forma do catido amdnio proveniente dos nitratos do
solo. Com a maturacdo das uvas, esta forma de azoto diminui (representando menos
de 10% do azoto total), formando-se formas de azoto organico (Magalhdes 2010).

No mosto e no vinho, o azoto total inclui uma forma mineral (ido amodnio) e
varias formas organicas, entre elas os aminodcidos, oligopeptideos e polipéptidos,
proteinas, amidas, aminas biogénicas e pirazinas (Ribéreau-Gayon, Glories, et al. 2006).

O azoto assimilavel pelas leveduras durante a fermentacdo é composto
principalmente de aminodcidos e azoto mineral (ido aménio) (Burin et al. 2016;

Gutiérrez-Gamboa et al. 2017), sendo este ultimo completamente assimilado durante
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a fermentagdo (Casalta et al. 2013). Os aminoacidos, no vinho, representam 30 a 40%
do azoto total (Callejon et al. 2010; Soufleros et al. 2003), sendo a prolina o Unico
aminodcido que ndo é utilizado pelas leveduras (em condi¢des de anaerobiose) (Burin

et al. 2016).

3.5.1. Aminoacidos (AA)

Os aminoacidos sdao moléculas organicas constituidas por um atomo de
carbono assimétrico (Ca) (com excec¢do do acido y-amino-butirico e B-alanina), ligado a
um grupo amino (NH2), um grupo carboxilo (COOH), um atomo de hidrogénio e a uma
cadeira lateral (R), que é distinta para cada aminodcido (Moran, et al. 2012) (Campbell

2017) (figura 3).

R

I
H:N—C;— COOH
I

H

Figura 3. Estrutura geral de um aminodcido (Fonte: (Voet 2013).

Os aminodcidos podem ter caracter acido, ou seja, possuirem cadeia lateral
com carga negativa (como é o caso dos acido aspartico e acido glutamico); caracter
basico, em que a cadeia lateral possui carga positiva (por exemplo, a arginina, a
histidina e a lisina); ou caracter neutro (prolina, serina, tirosina, triptofano, cisteina,
metionina, entre outros) (Voet 2013).

Sendo as unidades estruturais das proteinas (lbegbulem et al. 2013), os
aminodcidos sdo essenciais para todos os seres vivos, desempenhando um papel
indispensavel como componentes das paredes celulares, promovendo o seu
crescimento, reparacdo e manutencao (Voet 2013).

No que diz respeito ao vinho, a sua presenca pode ter diversas origens e
depender de variados factores (Silva et al. 2007; Soufleros et al. 2003). Alguns
aminodcidos estdo presentes nas uvas, sendo os mais representativos a prolina e a
arginina (Garde-Cerdan et al. 2014; Gutiérrez-Gamboa et al. 2017). Estes servem de
nutrientes para as leveduras e bactérias lacticas no mosto, podendo ser parcialmente

ou totalmente metabolizados durante a fermentagao alcodlica e também

set-17 | Pagina 11



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

metabolizados na fermenta¢dao malolatica (Burin et al. 2016; Silva et al. 2007). Outros
sao produzidos por degradac¢do enzimdtica das proteinas da uva (Callejoén et al. 2010;
Soufleros et al. 2003) e no final da fermentacdo, alguns aminodcidos podem ainda ser
excretados pelas leveduras ou por protedlise durante a autélise de leveduras mortas
(Silva et al. 2007; Soufleros et al. 2003).

A composicdo dos aminoacidos no vinho depende portanto de multiplos
factores, incluindo a prépria variedade da uva; a regido e condicdes climaticas
adjacentes; as praticas viticolas, principalmente a fertilizacdo; o grau de maturagao da
uva aquando da colheita e as técnicas de vinificacdo (sendo o tempo de maceragao
muito importante) (Barrado et al. 2009; Callején et al. 2010; Duchowicz et al. 2013;
Silva et al. 2007; Soufleros et al. 2003; Tuberoso et al. 2015).

Os principais aminoacidos existentes no vinho encontram-se na figura 4:
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Amino acid Structure Abbreviation
NH,
/ y4
Alanine CH3— CH Ala
COOH NH,
Arginine NHy— C—NH—(CH;);— CH Arg
N—H COOH
NH,
Aspartic acid HOOC—CH,—CH Asp
COOH
NH,
Asparagine NH,— C—CH,—CH Asn
\COOH
@)
NH,»
7~
Citrulline NH,— C—NH—(CH,);—CH Cit
COOH
NH»
Cysteine HS—CH,—CH Cys
COOH
NH,
/ =
Glutamic acid  HOOC—CH,—CHy—CH Glu
COOH
NH,
7
Glutamine NHy— C—CH'_’_CHZ—CE\ Gln
COOH
NH,
. 7
Glycine CH, Gly
\COOH
NH,
Histidine —_— '"Hy—CH His
N NH Ncoon
NH,
Isoleucine CH3—CH,—CH—CH Ile
CH; COOH
NH,»
Leucine CH3;—CH—CH,—CH Laii
CHz COOH

Figura 4. Principais aminodcidos no vinho (Adaptado de: (Ribéreau-Gayon, Glories, et al. 2006).
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Amino acid Structure Abbreviation
NH»
Lysine NH;—(CH;);—CH Lys
COOH
NH»
Methionine CH3—S—(CH;,),—CH Met
COOH
NH»
o/
Ornithine NH,—(CH;);—CH Orn
COOH
NH»
; /
Phenylalanine CH-—CH Phe
\COOH
; [ ]—COOH
Proline T Pro
H
HO
Hydroxy 3 proline t,j“COOH Hypro
H
NH,
. /
Serine HO—CH,—CH Ser
COOH
NH,
Threonine CH3;—CHOH—CH Thr
COOH
NH,
7
@—CHZ—CH
Tryptophan Trp
T \COOH
H
NH,
/
Tyrosine HO CH,—CH Tyr
\COOH
Valine CH;—CH—CH Val
' R
CH; COOH

Figura 4. Principais aminoacidos no vinho (continuacdo) (Adaptado de: (Ribéreau-Gayon,

Glories, et al. 2006).
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A glicina é o aminodcido mais simples, uma vez que a cadeia lateral (R) € um
simples atomo de hidrogénio (Moran, et al. 2012).

A arginina é o aminoacido predominante e possui uma ligacdo com diversos
aminodcidos (ornitina, acido aspartico e glutamico, prolina), tendo um papel
importante no metabolismo do azoto (Ribéreau-Gayon, et al. 2006).

A prolina é outro aminoacido representativo, uma vez que nao é utilizado pelas
leveduras durante a fermentagdo (Burin et al. 2016).

Nos vinhos tintos, as concentracdes médias de compostos azotados sao
sensivelmente duas vezes maiores do que nos vinhos brancos, devido as técnicas de
vinificacdo, abrangendo a maceragdo com temperatura elevada, que faz com que as
substancias azotadas se dissolvam mais depressa das peliculas e grainhas, bem como a
autodlise das células de leveduras mortas (Ribéreau-Gayon, Glories, et al. 2006).

Assim, os aminodcidos sdao muito importantes como factor de diferenciacao e

de autenticidade de um vinho (Duchowicz et al. 2013; Soufleros et al. 2003).

3.5.2. Aminas Biogénicas (BA)

As aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular (contendo
um grupo amino), que podem ter estruturas alifaticas, aromaticas ou heterociclicas
(Marques et al. 2008; Piasta et al. 2014).

Do ponto de vista bioquimico, as aminas biogénicas podem ser formadas
principalmente através de quatro reag¢bes enzimaticas: descarboxilacdo;
transaminacgdo; aminacao redutora; e degradacdo de certos compostos precursores de
aminodcidos (Meléndez et al. 2016; Smit et al. 2014). A descarboxilacdo é a mais
comum, devido a atividade da enzima descarboxilase produzida por microrganismos a
partir do precursor do aminoacido correspondente (Ancin-Azpilicueta et al. 2011).

Portanto, com base na figura seguinte (figura 5), podemos constatar que a
tiramina e a cadaverina sdo produtos de descarboxilacdo, respetivamente, da tirosina
e da lisina (Arrieta and Prats-Moya 2012), assim como a histamina deriva da

descarboxilacdo da histidina e a triptamina do triptofano (Onal 2007).
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Amino acid Bioamine

Spermidine

T
Arginine Agmatine —— Putrescine

d

Spermine

Cysteine Mercaptoethylamine
Histidine Histamine
Phenylalanine Phenylethylamine
Serine Ethanolamine
Ornithine Putrescine
5-Hydroxytryptophan Serotonin
Lysine Cadaverine
Tyrosine Tyramine

Figura 5. Amina biogénicas e aminodcidos percursores (Adaptado de: (Ribéreau-Gayon,

Glories, et al. 2006).

A arginina é o aminodacido precursor de varias aminas biogénicas, sendo que a
descarboxilagdo da arginina produz a agmatina, um precursor da putrescina (Canas et
al. 2008). A ornitina também pode ser o precursor direto da putrescina (Arrieta and
Prats-Moya 2012) e causar a formacdo de duas outras aminas, a espermidina e a
espermina (Onal 2007). A arginina é, portanto, um precursor direto ou indireto de
guatro aminas biogénicas (Ribéreau-Gayon, Glories, et al. 2006).

Algumas aminas estdao normalmente presentes nas uvas, dependendo do tipo e
composicdao do solo, fertilizacdo, condi¢cbes climaticas e o grau de maturacdo
(Meléndez et al. 2016).

No vinho, as aminas podem ainda ser formadas durante a fermentacdo
alcodlica (Ancin-Azpilicueta et al. 2011), podendo assim ter duas origens diferentes: a
matéria-prima e os processos de fermentacdo (Marques et al. 2008).

A producdo de aminas biogénicas é condicionada pelas condi¢Ges de
fermentacdo, nomeadamente: duracdo e temperatura de fermentacao, o pH, o teor
em oxigénio e ainda a duracdo da maceracdao com as peliculas) (Meléndez et al. 2016;
Soufleros et al. 2007). A estirpe de levedura utilizada na fermentacdo alcodlica
também vai ter influéncia no teor de aminas no vinho, bem como o conteiddo em
aminodacidos no mosto (Arrieta and Prats-Moya 2012; Marqgues et al. 2008; Meléndez

et al. 2016).

set-17 | Pagina 16



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

Na fermentagdao malolatica pode haver também produgdo de aminas devido a
proliferagdo de bactérias lacticas (Ancin-Azpilicueta et al. 2011; Meléndez et al. 2016) e
a sua concentracao é modificada durante o processo de envelhecimento do vinho e
também no armazenamento (Ancin-Azpilicueta et al. 2011; Arrieta and Prats-Moya
2012).

As aminas biogénicas também podem ser originadas de contaminagdes
microbianas devido a insuficientes condicGes sanitarias das uvas e equipamentos de
processamento (Soufleros et al. 2007).

Assim, as aminas biogénicas normalmente encontradas nos vinhos sdo a
tiramina e a feniletilamina (aminas aromaticas); a histamina e a triptamina (aminas
heterociclicas); e a putrescina, a cadaverina, a agmatima, a espermina e a espermidina
(aminas alifaticas) (Herbert et al. 2006). As suas estruturas quimicas podem ser

verificadas na figura abaixo (figura 6).

" _gcu,cug\m, N,
) O

H
Histamine Tryptamine

CH,CHNH, H.CHNH,

Tyramine 2-Phenylethylamine
HN NN, HN o~ A,
Putrescne Cadaverine
HN N K
\|/N \/\/\NH? H}\| /\/\ﬁ W 2
o Spermidine
Agmatine
H
HN /\/\NH AN N,
Spermine

Fig 1. Chemical structures of some biogenic amines.

Figura 6. Estruturas quimicas de algumas aminas biogénicas (Fonte: (Onal 2007)).

A concentracdo de aminas biogénicas no vinho é relativamente baixa quando

comparada com outros alimentos fermentados (Soufleros et al. 2007). Todavia, a
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ingestdao de algumas aminas em concentragdes mais elevadas pode desenvolver
variados sintomas no ser humano, particularmente dores de cabeca, nauseas, vémitos,
hipo ou hipertensao, problemas digestivos e ainda reacdes alérgicas (Smit et al. 2014).

Normalmente as concentragbes das aminas sdao superiores nos vinhos tintos
guando comparadas com os vinhos brancos, uma vez que os primeiros geralmente
passam por macera¢do durante a fermentacdo alcodlica e sofrem fermentagao
malolatica (Ribéreau-Gayon, Glories, et al. 2006).

Assim, as aminas biogénicas sdo consideradas a causa mais relevante para a
intolerancia ao vinho, sendo que os efeitos téxicos das aminas podem ser reforgados
pelo alcool, impedindo que os mecanismos de desintoxicacdo do organismo funcionem
devidamente (Arrieta and Prats-Moya 2012).

Portanto, dada a importancia do teor em aminas biogénicas no vinho, ao nivel
de contaminac¢des e também a salide humana, é essencial a sua monitorizagdo (Onal

2007).

3.6. Identificacao e quantificacio de compostos azotados no vinho

A identificagdao e quantificacdo de aminoacidos e de aminas biogénicas nos
vinhos tem uma grande importancia enoldgica, uma vez que estes compostos estdo
diretamente relacionados a sua qualidade (Herbert et al. 2001).

Dos procedimentos quimicos analiticos existentes, os métodos cromatograficos
sdo, sem duvida, os mais evidentes, uma vez que permitem uma separagado
cromatografica qualitativa e quantitativa (Molnar-Perl 2000).

A cromatografia é um método de separacdo de compostos, no qual a amostra é
transportada por uma fase mével, através de uma fase estacionaria fixa, colocada na
coluna ou numa superficie sélida (Silva 2012). Estes compostos sdo, posteriormente,
detectados por um detetor que se encontra localizado a saida da coluna
cromatografica. O detector tem como finalidade detetar e representar, na forma de
um grafico designado por cromatograma, os compostos que percorreram a fase
estaciondria (Porto 2014). O detetor apenas deteta e identifica um composto se for um

espectrometro de massa.
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3.6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a mais usada de todas as
técnicas analiticas de separacdo devido a sua sensibilidade, a sua facil adaptacdo para
determinagdes quantitativas e a sua adequacao a separa¢do de espécies nao volateis
ou termicamente frageis (Silva 2012). Portanto, é uma técnica bastante utilizada em
diversas areas da ciéncia e numa variedade de matrizes (incluindo o vinho),
principalmente na deteccdo de aminodacidos e aminas biogénicas (Arrieta and Prats-
Moya 2012; Kelly et al. 2010; Wang et al. 2014).

O HPLC apresenta, como todas as técnicas, algumas vantagens e certas
desvantagens. Permite automatizar o sistema, reduzir o tempo de analise, efetuar
analises qualitativas e quantitativas, ter reprodutibilidade de dados e uma boa
detetabilidade a diferentes comprimentos de onda. No entanto o equipamento e a sua
manutencdo é dispendiosa, possui um sistema complexo, apresenta uma baixa
sensibilidade perante alguns compostos e esta sempre dependente da experiéncia do
operador (Sequeira 2012).

Como técnica cromatografica, permite a separacdo de diferentes compostos
numa amostra, sendo esta separag¢ao conseguida através da afinidade entre a amostra
e as fases movel ou estaciondria (Rocha 2015).

Quando a fase estaciondria é polar e a fase mével é apolar, a cromatografia diz-
se de “fase normal” e neste caso os solutos apolares preferem a fase mdvel e sdo
eluidos primeiro. Contrariamente, se a fase estacionaria for apolar e a fase movel
polar, a cromatografia diz-se de “fase reversa” e neste caso os solutos polares sdo
eluidos primeiro (Sa 2010) (Pinho 2016).

Se durante a separacao for utilizado um Unico solvente de composicao
constante a eluicdo é chamada de isocratica. Porém, algumas amostras necessitam de
uma separacao por gradiente, para que esta seja mais eficiente, requerendo uma
mudanca na composicao da fase moével durante a analise, com a variacdo da proporgdo
entre os solventes, que geralmente diferem entre si na polaridade (Silva 2012) (Pinho

2016).
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O sistema HPLC é constituido por vdrios componentes, nomeadamente a
bomba, o injetor, a coluna, o detetor e o sistema de registo e processamento de dados

(Sequeira 2012) (figura 7).

Sistema de

Coluna 5
S ol aquisicao de dados
m—
Injetor
Fase > -
moével Amostra
Bomba Detetor

Residuos

Figura 7. Componentes de um sistema HPLC (Adaptado de: (Waters 2017)).

O injetor é o responsavel por introduzir a amostra na fase mdvel, para
posteriormente ser introduzida na coluna (Porto 2014). A bomba, sob elevada pressao
e a uma velocidade de fluxo controlada, vai distribuir a fase movel, pela coluna
cromatografica (Sequeira 2012)(Pinho 2016). A coluna é o constituinte mais
importante e critico do sistema cromatografico, uma vez que permite a separacdo dos
componentes da amostra, através da retencdo destes na fase estacionadria e a
posterior eluicdo dos mesmos com a fase mével (Pinho 2016). O detetor controla a
sensibilidade com que cada composto pode ser detetado e medido, depois de
separados na coluna (Sequeira 2012).

Existem varios tipos de detetores utilizados em HPLC, entre eles os de indice de
refracdo (IR), ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL), espectrometria de massa (MS) e
Diode Array (DAD) (Sequeira 2012), sendo a escolha do detector a utilizar dependente
da natureza da amostra (Sa 2010).

O detector DAD é frequentemente utilizado acoplado a técnica de HPLC (Rocha
2015). Este detector possui agrupamentos de fotodiodos que permitem obter
informacdo sobre uma ampla gama de comprimentos de onda, de uma so vez
(Anacleto 2016), de forma a corresponder a maior sensibilidade de medicdo para um
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dado composto (Paula 2012). Se a medicdo for realizada a um comprimento de onda
fixo, o detetor permite obter informac¢do qualitativa e a identificacdo pelo tempo de
retencdo, que posteriormente é comparado com os obtidos com padrdes puros (Paula

2012)(Anacleto 2016).

3.6.1.1. Derivatizacao

A andlise direta de aminodcidos e de aminas biogénicas é dificil devido as suas
diferentes estruturas e por ndo possuirem um cromoéforo especifico, ndo absorvendo
assim luz UV nem visivel (Arrieta and Prats-Moya 2012; Wang et al. 2014). Assim,
geralmente é necessario efetuar uma reac¢do de derivatizagdo, modificando os
compostos de modo a que sejam mais facilmente detetados, sendo esta realizada
antes (pré-coluna) ou apds a separacdao cromatografica (pds-coluna) (Callejon et al.
2010). A mais comum é a derivatizagdo pré-coluna (L. Silva 2008) e existem vdrios
reagentes que podem ser utilizados (Tuberoso et al. 2015), entre os quais o DEEMM,
que foi o utilizado no presente trabalho. Este reagente possibilita uma derivatizacao
direta sem preparagao prévia, permitindo a quantificagao simultanea dos aminoacidos
e das aminas biogénicas, sendo muito utlizado aquando da analise deste tipo de

compostos nos vinhos (Callején et al. 2010; Wang et al. 2014).

3.6.1.2. Padrdo Interno

O Padrdo Interno (Pl) é um composto quimico, normalmente com estrutura
analoga ao composto a quantificar, utilizado na preparagdo das amostras, a fim de
corrigir perdas de analitos no decorrer do processo e que podem induzir a variagoes
cromatograficas (Pinho 2016). A quantidade adicionada é conhecida e igual para todas

as amostras e neste caso o Pl usado foi o Acido 2-aminoadipico.

3.6.2. Outras técnicas de quantificacao
Nos ultimos anos, a evolugdo da analise instrumental permitiu uma detecgao e
guantificacdo dos compostos azotados, com mais sensibilidade e precisdo (Callejéon et

al. 2010).
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Para além do HPLC, diferentes técnicas podem ser utilizadas na andlise destes

compostos (Arrieta and Prats-Moya 2012; Onal 2007), entre eles:

> Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia gasosa (GC) é uma alternativa ao HPLC, na a analise dos
compostos azotados, como os aminodcidos e as aminas biogénicas (Arrieta and Prats-
Moya 2012).

O GC separa os compostos usando um gas como fase movel, que transporta a
amostra pela coluna até chegar ao detector (Kusch 2017). Apesar desta técnica ser
relativamente rdpida e ter um alto poder de resolucdo e elevada sensibilidade, os
compostos azotados tém de ser convertidos em derivados volateis para serem
determinados, o que pode ser uma desvantagem em relacdo ao HPLC (Callejon et al.

2010; Molnar-Perl 2000).

> Método eletroforetico capilar (CE)

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica sensivel usada para separar e detectar
aminodcidos, péptidos e proteinas (Galievsky et al. 2016). O mecanismo de separagao
em CE é semelhante ao da eletroforese em gel tradicional, em que as moléculas
carregadas migram para o polo oposto e sdao separadas entre si sob um campo elétrico,
com base no peso molecular (Ban et al. 2015).

Comparativamente com o HPLC, esta técnica é mais barata, os tempos de
analise sdo mais curtos, sem a necessidade de eluicao gradiente, logo menos gasto de

reagentes, e permite a andlise de menores volumes de amostra (Callején et al. 2010).

» Magneto-cromatografia liquida de alto eficiéncia (HPLMC)

A magneto-cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLMC) é uma técnica
relativamente nova, em que a fase estacionaria tem propriedades paramagnéticas e a
intensidade de campo magnético que retém seletivamente as substancias
paramagnéticas na fase estaciondria, depende da sua susceptibilidade magnética.
Portanto, a separacdo ocorre devido a diferenca na forca de atraccdo exercida pelos

altos gradientes (Barrado et al. 2009; Callejon et al. 2010).
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> Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)

A base da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é
semelhante as outras espectroscopia, como a espectroscopia UV-visivel, e a frequéncia
de transmissdao de ondas infravermelhas é absorvida por nucleos ativos de RMN sob
um campo magnético forte (Yang et al. 2017).

A RMN é uma técnica ndo destrutiva, seletiva e capaz de uma deteccdao
simultdnea de um grande nimero de compostos de baixo peso molecular, em misturas
complexas. Tem a vantagem de prepara¢do de amostras é mais simples e menos

demorada (Callejon et al. 2010).
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4. Metodologia

4.1. Ensaio e Vinificagoes

As microvinificagdes utilizadas neste trabalho foram executadas na vindima de
2016, com uvas da casta Aragonez, provenientes de um ensaio que consistiu em dois
niveis de aplicacdo de P, K, e Ca ao solo e trés niveis de fertilizacdo de Mg, num total

de seis tratamentos:

v" Sem adicdo de P, K e Ca, e sem adicdo de Mg (SNO)
Sem adi¢do de P, K e Ca, e adicdo de Mg (dose 1) (SN1)
Sem adicdo de P, K e Ca, e adicdo de Mg (dose 2) (SN2)
Com adicdo de P, K e Ca, e sem adicdo de Mg (CTO)
Com adicao de P, K e Ca, e adicdo de Mg (dose 1) (CT1)

RN NN

Com adicdo de P, K e Ca, e adicdo de Mg (dose 2) (CT2)

O ensaio de 2016 refere-se a vinificacdes, em duplicado, num total de 12
vinhos, elaborados com uvas do ensaio descrito, colhidas numa parcela da vinha em
gue os tratamentos foram efetuados apenas no ano de 2016.

O ensaio de 2015 refere-se a vinificagcdes, sem duplicados, num total de 6
vinhos, elaborados com uvas do ensaio descrito, colhidas numa outra parcela da vinha
em que os tratamentos foram efetuados em dois anos, 2015 e 2016. A falta de
duplicados das microvinificacoes ficou a dever-se a falta de uva suficiente.

A figura 8 ilustra as amostras de vinho para analise.

Figura 8. Amostras das microvinificagdes analisadas.
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4.2. Caracterizagao fisico-quimica dos vinhos

Para as 18 amostras analisaram-se alguns pardmetros enoldgicos, tais como:

e pH

e Acidez Total
e Acidez Volatil
e SO, Livre

e SO, Total

e Teor Alcoolico

Figura 9. Potenciémetro utilizado nas analises.

Estas analises foram efetuadas no laboratdrio de enologia da Universidade de

Evora (Mitra), onde se seguiu os protocolos utilizados no mesmo.

4.3. Identificacdo e quantificagdo de aminoacidos e aminas biogénicas
por HPLC-DAD

4.3.1. Aminoacidos e aminas biogénicas analisados

Neste trabalho foram estudados 22 aminoacidos e 8 aminas biogénicas,

estando estes descriminados na tabela seguinte (quadro 1).

Quadro 1. Aminodcidos e aminas biogénicas analisados.

Aminoacidos Ornitina
Acido Aspartico Prolina
Acido Glutamico Serina
Alanina Tirosina
Arginina Treonina
Asparagina Triptofano
Cisteina Valina
Fenilalanina Aminas Biogénicas
GABA Agmatina
Glicina Cadaverina
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Glutamina Espermidina
Histidina Feniletilamina
Isoleucina Histamina
Lisina Putrescina
Leucina Tiramina
Metionina Triptamina

4.3.2. Preparacao dos padroes

As solugbes dos aminodcidos e das aminas biogénicas foram preparadas
pesando cada um dos compostos e adicionando HCl 0.1 N. Estas solucGes foram
posteriormente utilizadas para a preparacao de uma “solugdo-mae”, a partir da qual se
preparou padrdes, com concentracdes conhecidas de cada composto.

Os padrdes sofreram o mesmo processo de derivacdo que as amostras de

vinho.
4.3.3. Preparagdo das amostras

Para cada amostra de vinificacdo efetuou-se duas réplicas para analise, sendo
gue para cada um se preparou, em tubos de vidro, uma reaccdo de derivatizacdo, a

qual esta presente no quadro seguinte (quadro 2).

Quadro 2. Reagdo de derivatizagao.

Volume Reagente
1,75 mL Tampao Borato
750 uL Metanol
1mL Amostra (previamente centrifugada)
20 uL Acido 2-aminoadipico, 1 g/L (Padr3o Interno)
30 uL DEEMM (Agente Derivatizante)
Agitar suavemente
Ultra-sons (1h)
Estufa (2h, a 75 °C)

Preparou-se também um branco, no qual se substituiu a amostra por 1 mL de

HCI 0.1 N.
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Apds este processo, as amostras foram filtradas, através de filtros de
membrana de 0,45 um, para tubos de HPLC (figura 10). De seguida colocou-se os tubos

no aparelho de HPLC respetivo e prosseguiu-se com a analise.

Figura 10. Filtragdo das amostras para tubos de HPLC.

4.3.4. Condicoes de quantificacio de aminoacidos e aminas biogénicas por

HPLC-DAD

Para a analise cromatogréfica utilizou-se um equipamento de HPLC Alliance

Waters, equipado com detetor DAD e software Empower (figura 11).

Figura 11. HPLC Alliance Waters (Mitra).
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O método utilizado foi adaptado de (Gémez-Alonso, Hermosin-Gutiérrez, and
Garcia-Romero 2007). A fase estacionaria consistiu numa coluna de fase reversa ACE
C18-HL (250 mm x 4,6 mm, 5 um). A fase moével teve como eluente A um tampao
acetato 25 mM (pH 5.8) com 0,4 g de azida de sédio e o eluente B uma mistura de
acetonitrilo e metanol, com uma proporg¢do de 80:20 (v/v). O fluxo foi de 0,9 mL/min e
o volume de amostra injetado foi de 50 uL, sendo a injeccao feita de forma

automatica. As condicOes da analise estdo apresentadas no quadro 3:

Quadro 3. Condig¢des da andlise de HPLC.

Tempo (min) Eluente A (%) | Eluente B (%)
0 90 10
20 90 10
30 83 17
30.01 81 19

31 81 19
31.01 80.5 19.5
39.51 77 23
60.11 70.6 29.4
68.11 28 72
73.11 18 82
77.11 0 100
80.11 0 100
85.11 90 10

90 90 10

Para a detecdo, utilizou-se um detector Diode Array, sendo esta feita aos
comprimentos de onda 269, 280 e 300 nm. A identificacdo dos aminoacidos e das
aminas biogénicas foi conseguida por comparacdo com o tempo de retencdo do
respectivo padrao.

A quantificacdo foi realizada utilizando as curvas de calibracdo dos padrdes

respetivos.
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4.4. Andlise estatistica dos resultados

Todos os resultados apresentados foram expressos como média + desvio
padrdo. No tratamento estatistico dos dados experimentais obtidos recorreu-se ao
auxilio do programa Microsoft® EXCEL. Com o objetivo de avaliar a existéncia de
diferencas significativas entre os valores experimentais obtidos recorreu-se a analise
de variancia (ANOVA fator unico). Neste trabalho, a ANOVA foi sempre efetuada com

um nivel de significancia <0,05, correspondente a um grau de confianga de 95%.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizagao fisico-quimica dos vinhos

Como referido na metodologia experimental (ponto 4.2.), para as 18 amostras
das vinificagbes analisou-se alguns parametros enoldgicos, estando os resultados

presentes no seguinte quadro (quadro 4).

Quadro 4. Parametros enolégicos analisados.

SO: Livre = SO Total Teor Alcool Acidez Total Acidez Volatil
Amostra (mg/dm3) (mg/dm3) Adquirido (Ac. Tart. (Ac. Acét. pH
(% vol) g/dm?) g/dm?®)
CTO0 2015 6 15 17,2 4,21 0,93 4,27
CT1 2015 6 13 16,6 4,65 1,02 4,19
CT2 2015 6 11 16,1 4,55 0,81 4,17
SNO 2015 5 9 15,7 4,8 0,75 4,02
SN1 2015 6 10 16,6 4,77 0,72 4,12
SN2 2015 5 11 16,3 4,73 0,99 4,12
CTO0 2016 6 22 15,9 5,16 0,96 3,96
CTO (A) 2016 6 13 15,8 4,89 0,99 3,83
CT1 2016 5 19 16,3 5,27 1,05 4,02
CT1(A) 2016 5 18 15,1 5,14 1,02 3,95
CT2 2016 5 29 16,1 5,17 0,75 3,91
CT2 (A) 2016 6 13 16 4,95 0,96 4,04
SNO 2016 6 22 15,5 4,75 0,66 4,01
SNO (A) 2016 6 18 15,2 5,17 0,87 3,91
SN1 2016 5 29 15,9 4,86 0,78 4,03
SN1 (A) 2016 5 20 15,9 4,77 0,81 3,96
SN2 2016 6 27 16,6 4,92 0,78 3,99
SN2 (A) 2016 5 18 16,1 4,82 1,02 4,15

As analises foram efetuadas apds a conclusdao da fermentacdao maloldtica das
vinificacOes. Este facto pode justificar os valores baixos de SO3, pois na altura ainda
ndo tinha sido efetuada qualquer correcao dos teores de SO,. Consideram-se vinhos
protegidos quando o teor de SO; é aproximadamente 30 mg/L.

O teor alcodlico dos vinhos em estudo foi, no geral, elevado.

A acidez total de um vinho tem se ser igual ou superior a 3,5 g/dm? (expressa
em acido tartarico). Nas vinificacbes estudadas verifica-se que os valores sdao todos
superiores ao estabelecido, apesar de mais uma vez ndo ter sido feita nenhuma

correcdo aos mostos. A acidez volatil, por sua vez, tem de ser igual ou inferior a 1,2
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g/dm?3 (expressa em acido acético). Os valores de acidez volatil das vinificacdes, apesar

de se encontrarem dentro dos parametros estabelecidos, sdo genericamente altos.

5.2. Identificagdo e quantificagdo de aminoacidos e aminas biogénicas
por HPLC-DAD

5.2.1. Identificagdo dos aminoacidos e das aminas biogénicas

A identificacdo dos compostos em questdo foi obtida comparando os respetivos
tempos de retenc¢do, como referenciado no ponto 4.3.4. da metodologia experimental.

Para cada amostra analisada, através de HPLC-DAD, foi obtido um
cromatograma, através do qual se conseguiu identificar e posteriormente quantificar
cada um dos 22 aminodcidos e 8 aminas biogénicas.

O seguinte cromatograma (figura 12) foi utilizado para a comparacdo dos
tempos de retencdo de cada composto e possivel identificacdo e quantificagdo dos

mesmaos.

f 1

13
‘ 17
1

‘ 7
100 .8 ? ‘ J 1 ¥ ] 3
NAL" '.___m_..\,l.llwﬁii,\_,.f“'\_,lﬁ'lﬂﬂ\.__.\__..‘J"J ﬂﬂ" | .||U$7LI{¥%E?E,|L3§f'u.-___I‘fiaEJ\r .

o 50 ) 40 50 60 70  Minutes 'go

Figura 12. Cromatograma utilizado para a identificacdo dos compostos. Os picos
correspondem a: 1, Acido aspdrtico; 2, Acido glutamico; 1.S, PI (padrdo interno); 3, Asparagina;
4, Serina; 6, Glutamina; 7, Histidina; 8, Glicina; 9, Treonina; 11, Arginina; 12, a-Alanina; 13,
GABA; 14, Prolina; 15, Histamina; 16, Tirosina; 18, Agmatina; 19, Valina; 20, Metionina; 21,
Cisteina; 22, Isoleucina; 23, Triptofano; 24, Leucina; 25, Fenilalanina; 26, Ornitina; 27, Lisina;
28, Espermidina; 29, Tiramina; 30, Putrescina; 31, Triptamina; 32, Cadaverina; e 33,

Feniletilamina (Adaptado de: (Gomez-Alonso, Hermosin-Gutiérrez, and Garcia-Romero 2007)).

set-17 | Pagina 31



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

5.2.2. Quantificagdo dos aminoacidos nos vinhos

A quantificacdo de cada aminoacido foi feita através das retas de calibracdo de

cada um deles, elaboradas a partir de padrdes com concentracdes conhecidas dos

mesmaos.

No quadro 5 estdo apresentados os tempos de retencdo de cada aminoacido

bem como a gama de concentragdes dos padrdes utilizados, e ainda a equagdo da reta

obtida para cada composto, utilizada para o calculo das concentracdes nas amostras, e

o respetivo coeficiente de correlacdo (R?).

Quadro 5. Tempo de retencdo, equacao da reta e gama de concentracdo de cada

aminodcido.
Aminodacido Tempo de retengao Equagao da reta R? Gama concentragao
(min) £ DP (y =mx+b) (mg/L)
Acido Aspartico 5,40 £ 0,02 y =0,0406x - 0,0186  0,9949 2,22-17,73
Acido Glutamico 7,44 £ 0,03 y =0,0394x -0,0496 0,9945 3,21 - 25,66
Aspargina 15,32 £ 0,04 y =0,0388x -0,0333 0,9946 2,19-17,54
Serina 16,26 £ 0,04 y =0,0507x - 0,0456  0,9946 2,25-18,0
Glutamina 17,54 £ 0,05 y =0,02x -0,0514 0,9946 5,65 - 45,20
Histidina 18,20 £ 0,04 y =0,0224x -0,0275 0,9918 2,07 - 16,54
Glicina 24,54 + 0,07 y =0,0722x - 0,0546 0,9941 1,77 - 14,14
Treonina 28,65 + 0,09 y =0,0445x - 0,0466  0,9949 2,44 - 19,55
Arginina 35,60 £ 0,02 y =0,0186x + 0,0213 0,9913 11,92 - 119,2
Alanina + GABA 37,65 +0,03 y =0,0922x - 0,152 0,9949 4,28 - 34,20
Prolina 38,94 £ 0,20 y =0,0103x + 0,0698  0,9967 19,04 - 1904
Tirosina 43,19+0,13 y=0,1989x - 0,1551  0,9937 1,79-14,34
Valina 47,36 £ 0,03 y =0,0452x + 0,0207 0,9927 1,62-12,94
Metionina 49,19 £ 0,05 y =0,0331x -0,0209 0,9945 1,52-12,13
Cisteina 50,41 + 0,04 y =0,0206x + 0,0035  0,9959 1,93 -19,30
Isoleucina 56,02 + 0,06 y=0,0195x - 0,0034  0,9932 1,36 - 13,60
Triptofano 56,37 £ 0,06 y =0,0104x - 0,003 0,9952 1,92 - 19,20
Leucina 58,31+ 0,08 y = 0,039 - 0,0257 0,9946 1,64 -13,14
Fenilalanina 59,75 + 0,08 y=0,0293x - 0,0169  0,9952 1,50-12,0
Ornitina 64,68 + 0,03 y =0,0933x - 0,0345  0,9905 0,95 - 7,60
Lisina 66,29 + 0,01 y =0,0541x - 0,0283  0,9946 1,38-11,0

Apds a quantificacdo, e para cada aminodcido, construiu-se um grafico

ilustrativo, a fim de comparar os resultados e verificar eventuais diferencas entre as

amostras dos ensaios.
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Os primeiros aminodcidos a serem abordados sdao o acido aspartico e o acido
glutamico, que tiveram o mesmo tipo de tendéncia de resultados. Analisando a figura
13 podemos verificar que, para estes dois compostos, as amostras do ensaio de 2015
obtiveram maiores diferencas de concentra¢des entre os tratamentos (CT e SN) e
entre as doses de Mg, quando comparando com as amostras do ensaio de 2016. Nos
dois anos do ensaio, verifica-se que nas amostras do tratamento SN (sem P, K, Ca), as
concentra¢cdes ndo foram muito dispares para as diferentes doses de Mg. Para o
tratamento CT (com P, K, Ca), do ensaio de 2015, a diferenca mais saliente verifica-se

guando a dose de Mg é 0, ou seja, nenhuma.

Ac. Aspartico

10
= CT SN
= 8 H
E 5
(]
S 4 m 2015
E 2 i
t m 2016
g o -
3
S 0 1 2 0 1 2
Mg (dose)
Ac. Glutamico

20
E r CT 1T SN 1
2V .
g 15
o 10 -
S m 2015
C 5 4
| 2016
o 0 -
c
S 0 1 2 0 1 2

Mg (dose)

Figura 13. Graficos comparativos das concentragdes de acido aspartico e acido glutamico nas
amostras dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses

de Mg.

Em termos genéricos, os teores encontrados para o acido aspdartico variaram
entre 1,33 e 7,65 mg/L nos vinhos em estudo. (Lopez et al. 2012) refere valores entre
2,45 e 3,14 mg/L, para vinhos com diferentes pHs. (Alafién et al. 2017) menciona

valores a variar entre 7,54 e 11,23 mg/L.
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Nos vinhos estudados, os teores em acido glutamico encontraram-se entre 3,08
e 15,7 mg/L. (Malec et al. 2017) refere valores 11,7 e 17,6 mg/L enquanto que

(Tessarin et al. 2016) menciona valores entre 15,9 e 17,8 mg/L.

No caso da asparagina, no geral, no ensaio do ano de 2016, as concentracdes
foram ligeiramente superiores do que no ensaio do ano de 2015, porém nada de
estatisticamente significativo. Em relacdo as diferentes doses de Mg, ndo houve
grandes diferencas. E de salientar que na amostra do ensaio CT (com P, K, Ca) com
dose 1 de Mg, do ensaio de 2015, ndo se conseguiu identificar este aminodcido, como

pode verificar na figura 14.

Asparagina
4 CT SN
E r 1T T 1
-T:]
g 3
9 2
O m 2015
©1 -
= m 2016
g0 -
S 0 1 2 0 1 2
Mg (dose)

Figura 14. Grafico comparativo das concentra¢des de asparagina nas amostras dos ensaios de

2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Os teores de asparagina nas vinificacbes estudadas variaram entre 1,41 e 2,74

mg/L, enquanto que (Alafidn et al. 2017) refere valores a variar entre 1,09 e 1,77 mg/L.

Em todas amostras dos ensaios, ndo foi possivel detetar e identificar o
aminodcido serina. Tal pode, eventualmente, dever-se ou ao facto da concentracdo ser
de tal modo baixa que nao foi possivel detetar com o presente método.

Na figura 15 estdo presentes os graficos com as diferencas das concentragdes

dos aminoacidos glutamina, histidina, glicina e treonina.
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Figura 15. Graficos comparativos das concentragdes de glutamina, histidina, glicina e treonina

nas amostras dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés

doses de Mg.

Através dos presentes graficos, pode-se observar que, para estes quatro
compostos, no geral, as diferencas de concentragdes comparando os dois anos do
ensaio ndo foram significativas. Da mesma forma, para as diferentes doses de Mg ndo
houve diferencas significativas das suas concentragdes. Comparando os dois tipos de
tratamentos (CT e SN), apenas a glicina demonstrou uma ligeira disparidade nos dois
tratamentos com a mesma dose de Mg, porém as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas. Mais uma vez, a diferenga mais saliente verificou-se na
amostra do tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose de Mg, do ensaio de
2015.

Os valores de glutamina nos vinhos analisados variaram entre 2,68 e 3,98 mg/L,
indo de encontro aos obtidos no estudo de (Lépez et al. 2012), que variaram entre
2,13 e 4,91 mg/L.

(Malec et al. 2017) menciona valores de histida entre 0,3 e 1,5 mg/L. Nos

vinhos estudados, os teores deste aminoacido variaram entre 4,84 e 12,1 mg/L. A
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histidina foi, dos aminodcidos doseados neste estudo, aquele que apresentou valores
mais dispares dos encontrados na literatura .

A glicina, por sua vez, apresentou valores entre 2,23 e 7,46 mg/L, nos vinhos
analisados. (T. Garde-Cerdan et al. 2017) menciona teores entre 5,74 e 7,17 mg/L, em
vinhos com casta Tempranillho (Aragonez).

(Tuberoso et al. 2017) refere teores de treonina que variaram entre 3,1 e 12,8
mg/L, ndo sendo muito distintos aos observados nas vinificacbes estudadas, que se

encontraram entre 1,58 e 3,89 mg/L.

Para a arginina verifica-se que as concentra¢des nas amostras foram, no geral,
muito baixas (figura 16). Para o tratamento CT (com P, K, Ca), ndo se constata
diferencas para as varias doses de Mg e comparando os dois anos do ensaio. No
tratamento SN (sem P, K, Ca), as diferencas foram um pouco maiores, sendo a
concentracdo mais alta deste composto verificada na amostra proveniente do ensaio

com dose 1 de Mg, no ano de 2016.
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Figura 16. Grafico comparativo das concentracGes de arginina nas amostras dos ensaios de

2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Os teores de arginina encontrados nos vinhos estudados variaram entre 0,67 e
6,61 mg/L. (Malec et al. 2017) menciona valores entre 15,4 e 20,2 mg/L, num estudo
que identificou aminodcidos por LC-MS. Por sua vez, (Tuberoso et al. 2017) refere
valores que variam entre 19 e 29 mg/L, enquanto que (Alafién et al. 2017) referencia
teores entre 6,91 e 7,92 mg/L.

No caso da alanina e do GABA, a quantificacdo destes dois aminodacidos ndo foi

possivel ser feita de forma individual, uma vez que os seus picos saiam praticamente
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sobrepostos. Assim, as concentragbes apresentadas dizem respeito aos dois
aminodcidos em conjunto (figura 17). Analisando o grafico podemos constatar que,
uma vez mais, a diferenca mais notéria diz respeito a amostra do tratamento CT (com
P, K, Ca), sem nenhuma dose de Mg, do ensaio de 2015, que apresentou uma
concentragdo destes compostos ligeiramente superior, comparada com as restantes.
Ndo houve diferengas significativas das suas concentra¢gées comparando os dois anos
do ensaio e as varias doses de Mg. Apenas na amostra do tratamento SN (sem P, K,
Ca), com dose 1 de Mg, do ensaio de 2016, apresentou uma concentra¢do levemente
superior quando comparado com o tratamento CT (com P, K, Ca), com a mesma dose

de Mg.
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Figura 17. Grafico comparativo das concentragdes de alanina + GABA nas amostras dos ensaios

de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Nos vinhos analisados, os valores de alanina + GABA encontraram-se entre 3,41
e 17,3 mg/L. (Tuberoso et al. 2017) refere teores de alanina entre 13,7 e 36,9 mg/L e
teores de GABA entre 23,6 e 72,4 mg/L. (Alafidn et al. 2017) menciona valores de
alanina a variar entre 9,97 e 16,14 mg/L e valores de GABA a variar entre 12,03 e 17,96

mg/L.

A prolina foi o aminodcido que, nas amostras, registou concentracdes
superiores (figura 18). No entanto, as variacbes destas nas amostras foram muito
idénticas as dos restantes aminoacidos, sendo o valor de concentragdo superior e com
maior diferenca foi na amostra do tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose
de Mg, do ensaio de 2015. No geral, ndo houve mais diferengas significativas das

concentragdes entre os dois anos do ensaio. Na amostra do tratamento SN (sem P, K,
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Ca), com dose 1 de Mg, do ensaio de 2016, verifica-se uma concentragao levemente
superior quando comparado com o tratamento CT (com P, K, Ca), com a mesma dose

de Mg.
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Figura 18. Grafico comparativo das concentracGes de prolina nas amostras dos ensaios de

2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Os valores de prolina encontrados nas vinificagdes estudadas variaram entre
241 e 586 mg/L, estando dentro dos valores encontrados na literatura, sendo que
(Lopez et al. 2012) evidencia teores entre 511 e 557 mg/L, enquanto que (Tuberoso et
al. 2017) refere valores entre 203 e 891 mg/L. Os elevados teores em prolina
encontrados nos vinhos devem-se ao facto de este aminodcido nao ser utilizado pelas

leveduras.

Relativamente a tirosina e a cisteina, os resultados foram similares, tendo a
mesma variagao das concentragdes nas amostras. Como se pode observar na figura 19,
para estes dois compostos, ndo houve diferencas significativas comparando as
concentragdes nas amostras com diferentes doses de Mg e comparando os dois tipos
de tratamentos (CT e SN). Equiparando os dois anos do ensaio também ndo se

verificou grandes diferencas.
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Figura 19. Graficos comparativos das concentragdes de tirosina e cisteina nas amostras dos

ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

A tirosina apresentou, nos vinhos analisados, valores entre 3,52 e 5,94 mg/L. (T.
Garde-Cerdan et al. 2017) mostra teores que variam entre 10,1 e 11,8 mg/L. Ja (Lopez
et al. 2012) menciona teores entre 0,49 e 1,62 mg/L.

Para a cisteina, (Lépez et al. 2012) menciona valores entre 1,25 e 2,72 mg/L
enguanto que (T. Garde-Cerdan et al. 2017) mostra valores que variam entre 7,4 e 8,7

mg/L. Nos vinhos estudados, os teores deste aminoacido encontraram-se entre 3,32 e

5,94 mg/L.

A valina e a metionina, por outro lado, obtiveram resultados dispares dos
aminodcidos estudados anteriormente (figura 20). A metionina foi um dos
aminoacidos em que a concentracdo nao variou praticamente em todas as amostras
analisadas. Ja a concentracdao da valina teve mais oscilagdes, apesar destas ndo serem
estatisticamente significativas. A diferenca mais relevante é, novamente, na amostra
do tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose de Mg, do ensaio de 2015, que

apresenta uma concentracdo superior as demais. De salientar também que a amostra
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com tratamento SN (sem P, K, Ca), com dose 1 de Mg, do ensaio de 2016, mostrou
uma concentragao de valina levianamente superior, quando comparada com o

tratamento CT (com P, K, Ca), com dose igual de Mg.
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Figura 20. Graficos comparativos das concentragdes de valina e metionina nas amostras dos

ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

As vinificacbes estudadas apresentaram teores de valina entre os 0,21 e 2,37
mg/L. (Malec et al. 2017) refere valores a variar entre 2,4 e 4,3 mg/L.

(Tessarin et al. 2016) refere teores de metionina que variam entre 0,08 e 0,14
mg/L, ndo sendo muito diferentes aos encontrados nos vinhos estudados, que

mostrarem valores deste aminoacido entre 0,78 e 0,93 mg/L.

No caso da isoleucina e do triptofano, ambos tiveram a mesma tendéncia de
resultados. Como se pode verificar na figura 21, na maior parte das amostras, as
concentracgdes destes dois compostos foi ligeiramente superior nas amostras do ensaio
de 2016. Mais uma vez, a amostra com tratamento SN (sem P, K, Ca), com dose 1 de

Mg, do ensaio de 2016, apresentou uma concentracdo ligeiramente superior (mais
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notdria na isoleucina), quando comparada com o tratamento SN (sem P, K, Ca), com
dose igual de Mg, do ensaio do ano de 2015.

Uma vez que as concentracbes dos aminodcidos foram baixas e os picos da
isoleucina e do triptofano saiam praticamente juntos um do outro, a sua correta

integracdo por vezes foi dificil, o que pode explicar algumas desigualdades.
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Figura 21. Graficos comparativos das concentragdes de isoleucina e triptofano nas amostras

dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Os teores de isoleucina, nos vinhos analisados, variaram entre 0,55 e 1,64 mg/L.
(T. Garde-Cerdan et al. 2017) refere valores entre 3,96 e 4,59 mg/L.

(Alafién et al. 2017) menciona teores de triptofano que variam entre 1,6 e 2,8
mg/L, indo de encontro aos valores observados nos vinhos estudados, que variaram

entre 0,66 e 2,13 mg/L.

Na figura 22 estdo presentes os graficos com as diferencas das concentracdes
dos aminoacidos leucina, fenilalanina, ornitina e lisina. Pode-se constatar que no geral,

para estes quatro compostos, ndo houve diferengas significativas das suas

set-17 | Pagina 41



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

Concentragido (mg/L)

Concentragido (mg/L)

concentragdes comparando as amostras dos dois anos do ensaio e as varias doses de
Mg. Para os dois tipos de tratamentos (CT e SN), como para varios aminodcidos

anteriormente abordados, a maior diferenga averiguou-se nas amostras do tratamento

CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose de Mg, do ensaio de 2015.
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Figura 22. Graficos comparativos das concentragdes de leucina, fenilalanina, ornitina e lisina
nas amostras dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés

doses de Mg.

Para os vinhos estudados, os valores de leucina encontraram-se entre 1,09 e
4,39 mg/L. (Alafion et al. 2017) menciona teores deste aminodacido a variar entre 4,22
e 9,40 mg/L.

Os teores de fenilalanina, nas vinificacbes analisadas, variaram entre 0,98 e
3,18 mg/L, ndo diferindo dos valores obtidos no estudo de (Malec et al. 2017), que se
encontraram entre 2,55 e 5,20 mg/L.

(Tessarin et al. 2016) refere teores de ornitina entre 1,19 e 1,54 mg/L. No
presente estudo, os vinhos apresentaram valores de orinitina a variar entre 0,50 e 1,78

mg/L.
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Os valores de lisina encontraram-se entre 1,16 e 6,73 mg/L. (Lopez et al. 2012)
menciona teores que variam entre 0,8 e 2,9 mg/L, enquanto que no estudo feito por

(Malec et al. 2017) se obteve valores entre 4,5 e 8,9 mg/L.

5.2.3. Quantificagao das aminas biogénicas nos vinhos

Assim como para os aminodcidos, a quantificagdo de cada amina biogénica foi
efetuada através das retas de calibracdo de cada uma delas, elaboradas a partir de
padrdes com concentrag¢des conhecidas dos mesmos.

No quadro 6 estdo apresentados os tempos de retencdo de cada amina
biogémica assim como a gama de concentra¢des dos padrées utilizados, e também a
equacdo da reta obtida para cada composto, utilizada para o cdlculo das

concentracdes nas amostras, e o respetivo coeficiente de correlagdo (R?).

Quadro 6. Tempo de retengdo, equagdo da reta e gama de concentrac¢do de cada

amina biogénica.

Amina Biogénica Tempo de retengao Equagao da reta R? Gama concentragao
(min) £ DP (y=mx+b) (mg/L)

Histamina 41,57 £ 0,07 y =0,023x - 0,0162 0,9952 2,10- 16,8
Agmatina 44,71 + 0,06 y =0,0702x - 0,0336 0,9877 2,34-18,74
Espermidina 68,34+ 0,01 y = 0,0055x - 0,0012 0,9966 0,82 - 6,54
Tiramina 69,57 £ 0,01 y =0,1522x - 0,0873 0,9919 1,41-11,27
Putrescina 72,01 £0,01 y =0,2025x + 0,0154 0,9934 1,85 - 14,80
Triptamina 72,60+ 0,01 y=0,1159x - 0,0164 0,9938 1,30-10,4
Cadaverina 73,06 £ 0,01 y =0,2019x + 0,4252 0,9781 3,08 - 24,67
Feniletilamina 73,52 +£0,01 y=0,1177x - 0,0118 0,9938 0,85 - 6,80

Apds a quantificacdo, e para cada amina, construiu-se um grafico ilustrativo, a
fim de comparar os resultados e verificar possiveis diferengas entre as amostras dos
€nsaios.

Também para as aminas biogénicas as concentracbes foram reduzidas e
inclusive ndo se conseguiu a quantificacdo de uma delas.

Analisando as aminas histamina, agmatina, espermidina e putrescina, estas
tiveram a mesma tendéncia de resultados, como se pode observar pela figura 23. Tal
como nos aminoacidos, também estes compostos tiveram as suas maiores

concentragdes nas amostras do tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose de
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Concentragio (mg/L)

Concentragdo (mg/L)

Mg, no ensaio de 2015. Verifica-se ainda um ligeiro aumento das concentragdes destas

aminas no tratamento SN (sem P, K, Ca), com doses 0 e 1 de Mg, no ensaio de 2016,

guando comparando com o ensaio de 2015. Esta diferenca é mais notdria no caso da

agmatina e da putrescina.
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Figura 23. Graficos comparativos das concentragdes de histamina, agmatina,

espermidina e putrescina nas amostras dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de

tratamentos (CT e SN) e nas trés doses de Mg.

Os valores de histamina, nos vinhos estudados, variaram entre 1,24 e 3,07

mg/L. Um estudo feito por (Manetta et al. 2016) refere teores desta amina entre 1,5 e

2,7 mg/L, enquanto que (Alafidn et al. 2017) menciona valores que variam entre 1,27 e

2,44 mg/L.

A agmatina registou teores entre 2,21 e 5,69 mg/L, no presente estudo. (Malec

et al. 2017) menciona valores entre 16,0 e 58,9 mg/L, num estudo em que detetou os

compostos por LC-MS.

(Tuberoso et al. 2017) refere teores de espermidina que variam entre 1,8 e 2,4

mg/L. Nos vinhos analisados, os valores encontraram-se entre 0,26 e 1,10 mg/L.
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Concentragdo (mg/L)

Os valores de putrescina, no presente estudo, variaram entre 0,15 e 0,72 mg/L.

(Alafidn et al. 2017) menciona teores desta amina entre 0,13 e 7,9 mg/L.

Relativamente a tiramina, triptamina e feniletilamina, as concentragdes destes
trés compostos ndo se alteraram praticamente em todas as amostras analisadas, como

se pode constatar pela figura 24.
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Figura 24. Graficos comparativos das concentragdes de tiramina, triptamina e feniletilamina

nas amostras dos ensaios de 2015 e 2016, nos dois tipos de tratamentos (CT e SN) e nas trés

doses de Mg.

As vinificacdes analisadas apresentaram valores de tiramina entre 0,61 e 0,69
mg/L. (Manetta et al. 2016) refere teores que variam entre 2,1 e 3,5 mg/L.

(Malec et al. 2017) obteve valores de triptamina entre 0,44 e 1,44 mg/L. No
presente estudo, os teores desta amina encontraram-se entre 0,14 e 0,17 mg/L.

A fenietilamina, nos vinhos estudados, registou valores entre 0,10 e 0,11 mg/L,
ndo muitos distintos aos que (Alafién et al. 2017) menciona no seu estudo, que se

encontraram entre 0,05 e 0,5 mg/L.
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Em todas amostras dos ensaios, nao foi possivel quantificar a cadaverina. O
motivo para tal pode ser a baixa concentracdo deste composto nas amostras de

vinificagao.

5.2.4. Teor total de aminoacidos e aminas biogénicas nos vinhos

O quadro seguinte (quadro 7) mostra o teor total dos aminodcidos e das

aminas biogénicas estudados, para as amostras dos varios tratamentos do ensaio.

Quadro 7. Teor total de aminodcidos e de aminas biogénicas nas amostras do ensaio (média +

DP, mg/L).

Amostras  Total AA (sem prolina) Total AA Total AB

CTO 2015 107,8 £ 1,10 694,5 + 5,33 11,3+1,24
CT1 2015 45,64 £ 4,56 290,7 £ 2,67 6,14 + 0,99
CT2 2015 53,96 + 3,95 403,6 £43,28 6,99 £0,21
SNO 2015 37,00 £ 6,34 284,3 + 93,09 5,25+ 0,66
SN1 2015 52,12+ 2,10 515,6 +11,84 7,591+0,31
SN2 2015 56,40 + 2,14 492,1 £ 25,93 6,31+0,49
CTO 2016 39,50+ 2,83 280,7 £ 34,61 5,45+ 0,67
CT1 2016 36,28 £+ 15,81 279,6 +£179,2 4,98 + 0,27
CT2 2016 47,99 £ 6,57 330,1 £ 29,83 5,95 £ 0,05
SNO 2016 51,95 + 18,52 434,4 + 255,5 8,15+ 2,45
SN1 2016 72,44 + 17,51 565,9 + 240,1 9,75 12,08
SN2 2016 51,54 + 11,55 387,9+141,9 5,69 + 2,06

Em termos gerais, o teor total de aminoacidos nos vinhos variou entre 279,6 e
694,5 mg/L, sendo o tratamento CTO 2015 (com P, K, Ca e sem Mg) o que mostrou
teores mais elevados, o que é consistente com a analise feita anteriormente, para cada
aminodcido individual. (Arrieta and Prats-Moya 2012) refere teores totais de
aminoacidos entre 126,0 e 484,9 mg/L enquanto que (Alafién et al. 2017) menciona
valores entre 627,0 e 857,6 mg/L.

Comparando os valores totais de aminoacidos sem a prolina e com esta,
verifica-se, mais uma vez, que este aminoacido é o que possui concentracdes mais
elevados comparativamente aos restantes. A razao para tal é o facto de a prolina ser o
Unico aminoacido que ndo é utilizado pelas leveduras durante a fermentacao, sendo o

aminodacido predominante no vinho.
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O teor total em aminas biogénicas nos vinhos variou entre 4,98 e 11,3 mg/L,
sendo o valor mais elevado registado, mais uma vez, no tratamento CTO 2015 (com P,
K, Ca e sem Mg). (Tuberoso et al. 2017) observou valores totais de aminas biogénicas
entre 11,2 e 32,3 mg/L. Ja (Alaidn et al. 2017) refere teores que variam entre 7,14 e
37,42mg/L. Porém, o facto de o teor em aminas biogénicas ser baixo é um bom

indicativo de qualidade para estes vinhos.

set-17 | Pagina 47



Influéncia da aplicagdo de magnésio ao solo no perfil em aminoacidos de vinhos tintos

6. Conclusao

Este trabalho tinha como objetivo principal avaliar a influéncia da aplicagdo de
magnésio no solo, no perfil de aminoacidos de vinhos tintos e também no seu teor em
aminas biogénicas.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que em todas amostras de
vinho, o aminodcido predominante e com concentragdao mais elevada foi de facto a
prolina. A arginina foi um aminodcido por vezes dificil de quantificar, em muito devido
ao método utilizado, o que originou algumas diferencas de concentracdes nas
amostras. O mesmo aconteceu com a isoleucina e triptofano, dado que os respetivos
picos se encontravam muito préximos, o que dificultou a integracdo dos mesmos. A
asparagina foi um caso singular pois na amostra do ensaio CT (com P, K, Ca) com dose
1 de Mg, do ensaio de 2015, ndo se conseguiu identificar. A serina, por sua vez, ndo foi
detetada e identificada em nenhuma das amostras. Exceto os casos anteriormente
referidos, os restantes aminoacidos tiveram o mesmo tipo de resultados nas amostras
de vinho. Regra geral, as amostras do tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma
dose de Mg, do ensaio de 2015, foram as que tiveram as maiores concentra¢des dos
aminodcidos. Em alguns compostos foi ainda possivel verificar que nas amostras dos
tratamentos SN (sem P, K, Ca) as concentragdes eram um pouco superiores as
amostras do tratamento CT (com P, K, Ca), principalmente para dose 1 de Mg e no
ensaio de 2016. A tirosina, a cisteina e a metionina foram os aminodcidos que tiveram
menos oscilagdes de concentragdes entre as amostras.

A composicao dos aminodcidos no vinho depende de uma sérir de factores,
incluindo a prodpria casta, a regido e condicOes climaticas, praticas viticolas como a
fertilizacdo, o grau de maturacdo da uva e as técnicas de vinificacdo utilizadas. A
técnica analitica usada para a sua quantificacdo também tem a sua influéncia. Assim, o
teor em aminodcidos difere sempre de vinho para vinho, ndo havendo valores
estipulados.

Nos vinhos em estudo, o teor total de aminodcidos apresentou valores dentro

da gama de valores encontrados na literatura.
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Em relagdo as aminas biogénicas, dado que sdo compostos que podem ser
nocivos para saude humana quando presentes em certas concentragdes, é sempre
importante monitorizar o seu teor nos vinhos. Nas amostras estudadas, as suas
concentragdes foram, no geral, reduzidas e a cadaverina ndao foi se quer possivel
quantificar, o que demonstra que as amostras eram pobres quanto a esse composto.
Relativamente as variacdes de concentragdes destes compostos nas amostras, os
resultados foram similares aos dos aminodcidos. A tiramina, a triptamina e a
feniletilamina ndo possuiram variacdes de concentragdes nas amostras. No caso da
histamina, da agmatina, da espermidina e da putrescina, novamente as amostras do
tratamento CT (com P, K, Ca), sem nenhuma dose de Mg, do ensaio de 2015, foram as
gue apresentaram concentracdes maiores. A agmatina e a putrescina ainda revelaram
concentracdes ligeiramente superiores nas amostras dos tratamentos SN (sem P, K, Ca)
comparativamente com as amostras do tratamento CT (com P, K, Ca), principalmente
com dose 1 de Mg e diferenca mais notdria no ensaio de 2016.

As aminas podem ser formadas na fermentacgao alcodlica ou maloldtica, a partir
da descarboxilacdo de aminoacidos. O seu teor nos vinhos depende das condicdes de
fermentacdo e de possiveis contaminagdes microbianas, sendo a sua concentragdao no
geral, no vinho, baixa comparativamente a outros alimentos.

Em termos de teores totais de aminas biogénicas, os valores encontrados nos
vinhos nao foram elevados e foram de encontro aos observados na literatura.

Em conclusdo, os resultados ndo mostraram, estatisticamente, diferencas
significativas, quando comparados os dois anos do ensaio, os dois tipos de tratamentos
(CT e SN) e as varias doses de Mg, o que indica que a aplicacdo de Mg no solo, quer
aplicado s6 ou em conjunto com outros nutrientes (P, K, Ca), parece ndo interferir com

o teor em aminoacidos e aminas biogénicas, nos vinhos tintos.
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7. LimitagOes e perspetivas futuras

As limita¢Oes do presente estudo foram impostas pelo curto periodo de tempo
disponivel para a realizacdo do mesmo, uma vez que foi efetuado apenas num
semestre. Este facto condicionou o tempo de otimizagdao do método utilizado para a
identificacdo dos compostos e também o nimero de réplicas das amostras, uma vez
que cada analise de HPLC tinha a duragao de 90 minutos.

Uma vez que, na literatura, ndo se encontra estudos desta indole, ndo foi
possivel fazer uma comparacdo de resultados. Era interessante repetir o estudo, a
longo prazo, com mais réplicas das amostras, a fim de se obter mais resultados para
posterior e possivel comparacdo, e fazer a avaliacdo do teor em aminoacidos nos
mostos em vez de nos vinhos, ou como complemento, de forma a eliminar mais um

fator de variagao.
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