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RESUMO

Foram estudados vinhos brasileiros, elaborados por microvinificagido, das
variedades Cabernet Sauvignon e Merlot, safras 2007 e 2008, provenientes da Serra
Gaticha, Campanha e Serra do Sudeste, com o objetivo de diferencid-los em fungdo da
origem geografica, utilizando andlises isotOpicas e elementos minerais. Além disso,
verificou-se a influéncia da safra de produgdo nos valores isotépicos. As andlises isotopicas
foram realizadas por espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS) e a determinacdo
dos minerais por absor¢do atdomica de chama (FAA). Os melhores pardmetros para
classificar os vinhos na safra de 2007 foram o &'%0 da dgua do vinho, o Mg e o Rb,
enquanto que na safra de 2008 o Rb e o Li mostraram-se mais eficientes. Os resultados de
8'°C do etanol do vinho, Rb e Li mostraram uma diferenca significativa entre variedades,
independente da regido estudada, em ambas as safras, com valores mais negativos de s3Ce
médias superiores de Rb e Li para os vinhos da variedade Cabernet Sauvignon. Os valores
de 880 da 4dgua e 8'"°C do etanol, apresentaram diferencas significativas entre safras,
independente da variedade, sendo os resultados de 8'*0 mais negativos na safra de 2007 e
os de 8"°C mais negativos na safra de 2008. A precipitacdo média quinzenal antes da coleta,
apresentou uma forte correlagio com os valores de §'0. A anilise discriminante dos
valores isotopicos e minerais permitiu uma classificacdo de aproximadamente 80 % dos

vinhos das trés regides estudadas.

Palavras-chave: composic¢ao isotdpica, vinhos, carbono, oxigénio, minerais.
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ABSTRACT

Were studied Brazilian wines microvinificated from Cabernet Sauvignon and
Merlot varieties, vintages 2007 and 2008, from Serra Gatcha, Campanha and Serra do
Sudeste, in order to to differentiate them according to geographical origin, using isotopic
and mineral elements analyses. In addition, the influence of vintage production in isotope
values was verified. The isotopic analysis were performed by isotope ratio mass
spectrometry (IRMS) and the determination of the minerals by flame atomic absorption
(FAA). The best parameters to classify the wines in the 2007 vintage were 8'0 of wine
water, Mg and Rb, while in the 2008 vintage Rb and Li were more efficient. The results of
the 8"°C of winw ethanol, Rb and Li showed a significative difference between the
varieties independent of the region studied, in both vintages, with more negative values of
8'°C and higher averages of Rb and Li for the wines from the Cabernet Sauvignon variety.
The 5'®0 values of the water and 8'°C of ethanol showed significant differences, regardless
of the variety, with more negative values of 8'*O for the 2007 vintage and values of 8"°C of
ethanol more negatives in the 2008 vintage. The fortnightly average rainfall before the
collection showed a strong direct correlation with the §'*0 values. Discriminant analysis of
of isotopic and mineral elements values allowed to classify approximately 80% of the

wines from the three regions studied.

Keywords: isotopic composition, wines, carbon, oxygen, minerals.



1. INTRODUCAO

O vinho € uma bebida alcodlica cujo valor comercial pode variar em funcdo da
localizagdo geogréfica, variedade de uva e da safra de produgdo. A grande extensdo de
terras e a diversidade de climas do Brasil permitem a producdo de uvas e vinhos em
distintas regides as quais apresentam caracteristicas proprias. Nos ultimos anos, com o
emprego de alta tecnologia e o cultivo de variedades Vitis vinifera, os vinhos brasileiros
desenvolveram um novo referencial de qualidade.

A regido da Serra Gaudcha € a regido de maior produ¢do de vinhos do Brasil, porém
novas regides de producdo estdo em expansdo. Vinhos de diferentes regides, elaborados
com a mesma tecnologia, apresentam caracteristicas organolépticas e quimicas distintas,
que variam em func¢do do tipo de solo e das condi¢cdes meteoroldgicas.

Nos paises mais tradicionais, principalmente nos europeus, as denominacdes de
origem sio bem desenvolvidas e os consumidores guiam-se pelas mesmas para adquirirem
seus vinhos, em func@o da genuinidade e tipicidade de cada regido. Para o vinho brasileiro,
as indicac¢des geogréficas consolidariam e fortaleceriam uma identidade nacional e regional
com aumento de competitividade no mercado interno e externo.

As determinagdes da razdo isotdpica do carbono do etanol, oxigénio da 4gua e
concentracdo de minerais, podem ser utilizadas para a caracterizacdo de vinhos de
diferentes regides. Portanto, para caracterizar vinhos € necessdrio conhecer seu perfil
analitico e utilizar um tratamento estatistico adequado, que permita a determinacdo de
compostos que apresentam um comportamento similar para os vinhos de uma determinada

regido. Um estudo utilizando a combinacdo de isétopos e elementos minerais, combinados



com andlise discriminante, com o objetivo de diferenciar regides produtoras de uva, é
inédito para vinhos brasileiros.
O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial da andlise da razdo isotopica
13~/12 18,16 . ~ . .
C/°C do etanol, "O/°0O da 4gua e a concentracdo de elementos minerais, na
determinacdo da origem geogréfica de vinhos provenientes de uvas da Serra Gatdcha, Serra
do Sudeste e Campanha do RS, bem como verificar a influéncia da safra nos valores

isotépicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A viticultura, no Brasil, ocupa uma area de aproximadamente 77 mil hectares, com
vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais, em latitude de 30° 56’ 15°’S, até
regides situadas muito proximas ao equador, em latitude de 5° 117 15°S. A produgdo de
uvas € em torno de 1,2 milhdes de toneladas/ano. Deste volume, cerca de 45% € destinado
ao processamento para a elaboracdo de vinhos, sucos e outros derivados, e 55%

comercializado como uvas de mesa (Ibravin, 2011).

2.1 Regioes Produtoras do Rio Grande do Sul

A cultura da videira destinada a elaboracdo de vinho historicamente concentra-se no
Rio Grande do Sul, especialmente na Serra Gatcha, responsiavel por 90% do vinho
produzido no pais (Ibravin, 2011). Nas ultimas décadas surgiram dois novos pdlos, um na

Campanha e outro na Serra do Sudeste (Figura 01).
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Figura 01 — Principais regides produtoras de vinhos do RS
Fonte: http://www.sitedovinhobrasileiro.com.br/




2.1.1 Serra Gaucha

A Serra Gaucha € a regido vitivinicola mais importante do Brasil, com cerca de 40
mil hectares de vinhedos. A regido apresenta topografia acidentada, onde os vinhedos se
situam em altitudes varidveis de 200 a 800 m. Os solos sdo de origem vulcanica com
predominancia da rocha basaltica, de pH baixo e de estrutura argilo arenosa. Em relacdo a
fertilidade, a maior parte deles possui de 2 a 4% de matéria organica, concentragdo baixa de
P e elevada de K, Fe, Mg e Ca (Rizzon et al., 2008; Streck et al., 2008). A Serra Gaicha
com latitude de 29° S apresenta clima temperado do tipo sub-tropical, mesotérmico timido,
com verdes amenos e umidos. Os principais municipios produtores sdo Bento Gongalves,
Caxias do Sul, Flores da Cunha, Farroupilha, Garibaldi, Monte Belo do Sul, Nova Padua,

Sao Marcos e Antdnio Prado (Miele & Miolo, 2003).

2.1.2 Campanha

A Campanha é uma regido relativamente extensa, situada a uma latitude média de
31° S na fronteira com o Uruguai. E parte de duas provincias geomorfolégicas o Planalto
Meridional, a oeste, e a Depressdo central, a leste. Caracteriza-se por campos limpos,
formados por tapetes herbdceos baixos e densos com a presenga de matas-galerias
remanescentes e, em parte, por zona agricola de uso intensivo de verdo. A paisagem
predominante é o pampa, com altitudes que geralmente variam entre 100 e 200 metros.
Localizada sob a borda do derrame basaltico A rocha-mae é arenito, € os solos sdo de
média e alta profundidade sdo medianamente férteis. O clima da regido é temperado do tipo

subtropical, com verdes relativamente quentes e secos. Os principais municipios produtores



sdo Santana do Livramento, Bagé, Dom Pedrito e Candiota (Streck et al., 2008; Miele &

Miolo, 2003).

2.1.3 Serra do Sudeste

A Serra do Sudeste estd localizada na provincia geomorfolégica Escudo Sul — Rio-
Grandense, caracterizada por rochas igneas muito desgastadas pela erosdo. A topografia da
Serra do Sudeste € ondulada ou fortemente ondulada. Algumas dreas apresentam solos
rasos, com rochas aflorando a superficie do solo. A rocha mae é o granito. A altitude em
geral varia de 200 a 400 metros, ndo ultrapassando 600 metros. Em geral, s@o solos acidos,
com teores baixos ou médios de matéria organica, médios a altos de K, baixos de P e tracos
de Li, Na e Al. O clima da regido € temperado do tipo subtropical, mesotérmico imido. Os
verdes sdo relativamente quentes e secos. Os principais municipios produtores: sdo:

Encruzilhada do Sul e Pinheiro Machado (Streck et al., 2008; Miele & Miolo, 2003).

2.2 Indicacao de Procedéncia e Denominacio de Origem

A globalizacdo do comércio de alimentos e a facilidade com que os produtos
alimentares s@o transportados entre paises e continentes fazem com que os consumidores
estejam cada vez mais preocupados com a origem dos alimentos consumidos (Kelly et al.,
2005).

Desde a Antigiiidade a producd@o de vinhos utiliza o nome geografico das zonas de
producdo como sinal de qualidade para vinhos de maior reputagdo. No século IV a.C. a

histéria registra a pratica da impressdo de selos na argila das anforas destinadas a



comercializagdo de vinhos gregos, buscando garantir a origem e autenticidade dos produtos
vinicos de determinadas procedéncias (Kourakou-Dragonas, 1987).

As autoridades fiscalizadoras sdo freqiientemente confrontadas com produtos
vitivinicolas que ndo sdo corretamente identificados no que diz respeito a sua origem, safra
e parametros de qualidade. A determinacdo da autenticidade do vinho, através de métodos
analiticos, destina-se a confirmar as declaracdes descritas nos rétulos, sendo de grande
interesse para a industria e consumidores (Christoph et al., 2007; Schlesier et al., 2009;
Smeyers-Verbeke et al., 2009). Este conhecimento € considerado como uma garantia
adicional da qualidade, autenticidade e tipicidade destes produtos (Angerosa et al., 1999).

Em mercados mais exigentes, a auséncia desta indicacdo implica em menor
competitividade dos produtos, algumas vezes dificultando ou inviabilizando seu acesso aos
mercados (Falcade & Tonietto, 1995).

A Denominacdo de Origem (DO) € caracterizada por uma drea geografica,
precisamente demarcada, produtora de determinado produto, influenciado por suas
caracteristicas geograficas (solo, subsolo, vegetacdo), meteorolégicas (mesoclima) e
humanas (cultivo, tratamento, elaboracdo, processamento), como por exemplo, Champagne,
Bourgougne, Alsace, Bordeaux, Parma e Cognac. A Indicacdo de Procedéncia, por outro
lado, refere-se a determinada drea geogréfica conhecida por produzir certo produto, ou seja,
nao hd caracteristicas naturais (clima, solo) ou humanas, envolvidas na produ¢do do mesmo
(Machado, 2004).

Virios estudos foram realizados para determinar a origem geografica de diferentes
produtos alimenticios, como vinho (Day et al., 1994; Ogrinc et al., 2001; Frias et al., 2001;
Gremaud et al., 2004; Capron et al., 2007), cha (Ferndndez-Ciceres et al., 2001), azeite de

oliva (Angerosa et al., 1999) e arroz (Kelly et al., 2002).



No Brasil existem atualmente nove certificagdes de Indicacdo de Procedéncia (IP),
que sdo: Regido do Cerrado Mineiro (MG), para o café; Vale dos Vinhedos (RS) e Pinto
Bandeira, para vinho tinto, branco e espumante; Pampa Gatucho da Campanha Meridional
(RS), para carne bovina e derivados; Paraty (RJ), para cachaca e aguardente composta
azulada; Vale do Submédio Sao Francisco (BA/PE), para manga e uvas de mesa; Vale do
Sinos (RS), para couro acabado, Regido do Jalapdo (TO), para artesanato em capim
dourado e Pelotas (RS) para doces tradicionais de confeitaria e de frutas. Para as
Denominacdes de Origem (DO) temos registrado o Litoral Norte Gaicho (RS) para a

producdo de arroz e Costa Negra (CE) para o camarao. (INPI, 2011).

2.3 — Variedades Merlot e Cabernet Sauvignon

Entre as uvas tintas viniferas produzidas no RS na safra de 2007 (43 milhdes de
Kg), as variedades Cabernet Sauvignon (14 milhdes de Kg) e Merlot (11 milhdes de Kg)
representaram aproximadamente 58% (Embrapa, 2008).

A variedade Cabernet Sauvignon €é uma das viniferas mais disseminadas no mundo,
originando vinhos de qualidade em vérios paises. Origindria de Bordeaux (Franga) possui
pelicula tinta e sabor herbaceo, resultando em um vinho tinto varietal fino de longo
envelhecimento (Giovannini, 2008). E uma variedade de brotacdo e de maturagdo tardia,
relativamente vigorosa, com ramos novos de porte ereto, de média producdo e elevada
qualidade de vinificacdo. Embora a uva Cabernet Sauvignon tenha sido introduzida no
Brasil em 1921, foi depois de 1980 que houve o incremento do seu plantio na Serra Gaticha
e na fronteira oeste do Rio Grande do Sul. A partir de 1984, observou-se um aumento da

producdo dessa variedade na Serra Gaicha (Rizzon & Miele, 2002).



A variedade Merlot possui excelente adaptagc@o as condi¢des de solo e clima do sul
do Brasil. Origindria de Bordeaux (Franga), possui pelicula tinta e sabor herbaceo,
resultando em um vinho tinto fino, de grande qualidade e que melhora com o
envelhecimento ndo muito prolongado (Giovannini, 2008). No Rio Grande do Sul, ela foi
introduzida através da Estacdo Agronomica de Porto Alegre, de onde foi difundida para a
Serra Gaudcha. A uva Merlot, juntamente com outras do grupo de européias, marcou o inicio
da producdo de vinhos finos varietais brasileiros. Atualmente, ocupa o segundo lugar em
volume de produgdo entre as variedades de Vitis vinifera tintas (Rizzon & Miele, 2009).

A andlise sensorial € util para diferenciacdo de vinhos, mas um dos seus maiores
problemas dizem respeito ao cardter qualitativo, portanto é necessdrio utilizar outros
métodos com base em parametros analiticos para uma melhor classificagdo dos vinhos. O
tratamento estatistico adequado para os resultados analiticos obtidos permite a
determinacdo de compostos que apresentam um comportamento similar em um

determinado tipo de vinho (Pérez-Magarino et al., 2002; Alvarez et al., 2003).

2.4 — Analises isotopicas em vinhos

Nos ultimos anos, a andlise de isétopos estdveis tem apresentado crescente
importancia no controle de autenticidade e determinagdo da origem geografica de alimentos
como suco, vinho, aguardente e cerveja (Rossmann, 2001).

Is6topos sdo dtomos com o mesmo ndmero de prétons (nimero atdmico), porém
com diferente nimero de massa. A diferenca no nimero de massa é proporcionada pela
variagdo da quantidade de néutrons existentes em cada is6topo (Russel, 1982). Os is6topos

que nao emitem nenhuma forma de radiagdo sdo denominados isétopos estdveis. Alguns



isotopos estdveis sdo de especial interesse para a pesquisa em diversas dreas do
conhecimento biolégico, geoldgico, fisico e quimico, tais como o do hidrogénio, oxigénio,
carbono, nitrogénio e enxofre, os quais s@o encontrados naturalmente na litosfera,
hidrosfera, atmosfera e biosfera e representam importante fonte de informacdes a respeito
do histérico de cada espécie quimica (Martin & Martin, 1991).
‘A “ » A Iy 12~ l4ng 16 32 ~

Os is6topos “leves”, que possuem massa atdbmica menor (‘H, “C, "N, "0, °°S), sdo

os mais abundantes, enquanto que os isétopos “pesados”’, que possuem massa atdomica
L 20 13~ 15y 17 18+ 34 ~ . . e

maior ("H, °C, "N, 'O, "0, 7S), estdo presentes no ambiente em quantidades infimas
(Tabela 01). Na maioria dos casos, os is6topos mais leves sdo preferencialmente utilizados

e os mais pesados sdo enriquecidos na fracao do substrato (Morasch et al., 2001).

Tabela 01: Abundancias médias naturais de is6topos estdveis
leves usados na autenticac@o de produtos alimentares

. % Abundancia Média
Elemento Is6topo (Rossman, 2001)
. , 'H 99,9855
Hidrogénio 5
H (D) 0,0145
C 98,892
Carbono ;s
C 1,108
, , “N 99,6337
Nitrogénio s
N 0,3663
o '°0 99,7587
Oxigénio .
o 0,0375
*0 0,2039

Fonte: Calderone &Guillou, 2008

Nos ultimos anos, as andlises isotopicas tem sido recomendadas pela Organizagdo
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) para detectar a adi¢do de dgua OIV (1996) e

acticar OIV (2001) em vinhos e derivados, bem como tem sido aplicadas por diversos
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pesquisadores para determinar a origem geografica dos vinhos (Breds et al, 1994;
Rossmann et al., 1996).

Os métodos de andlises isotOpicas sdo baseados nas medidas das razdes dos
isétopos estaveis (“H/'H, "C/™C, “N/MN, ®0/'°0, **S/*?S) de um produto. As
determinacdes podem ser realizadas usando técnicas de ressonancia magnética nuclear
(RMN) e ou espectrometria de massa de razao isotopica (IRMS) (Calderone et al., 2007).

Em espectrometria de massas, os compostos sao analisados como gases produzidos
por reacdes de combustdo, pirdlise ou equilibrio, os quais s@o introduzidos dentro de um
espectrometro de massas para separar as formas isotopicas de um dado elemento (Jamin,
2002).

O valor da razdo isotépica Be/t2e expresso em delta (8) por mil (%o) é determinado
por espectrometria de massas, comparativamente ao padrdo internacional PDB, fdssil
carbonatado da Era Cretacea (Bellemnitella americana) da formagao Pee Dee da Carolina
do Sul (EUA). Da mesma forma, a razio isotépica '*0/'°0 é determinada a partir do padrio
internacional V-SMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water), também expressa em partes
por mil (%o) (Bréas et al., 1994).

A andlise de razdo isotépica pode fornecer informacdo sobre a origem de um
composto quimico, pois a abundancia natural dos is6topos estdveis de elementos como H,
C e O demonstra pequenas, mas mensuraveis variacdes devido ao fracionamento que ocorre
durante os processos quimicos e fisicos dos ciclos naturais, influencidveis por fatores como
umidade, temperatura, ventos e condi¢des meteoroldgicas (Breds et al., 1994). Da mesma
forma que a composicio isotopica das plantas depende do ciclo fotossintético e do meio
ambiente, os produtos alimenticios derivados sdo isotopicamente marcados e semelhantes

aos das plantas geradoras (Licatti, 1997).
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Na fotossintese o CO, penetra nas plantas por difusdo através dos estdmatos
passando por rotas bioquimicas no interior das células a fim de produzir carboidratos. Nas
referidas rotas bioquimicas, o primeiro composto organico sintetizado, pode conter trés ou
quatro dtomos de carbono. As plantas que possuem ciclo fotossintético cujo primeiro
composto organico sintetizado € um agucar com trés carbonos sdo denominados Cs,
enquanto que nas plantas C4, 0s primeiros actcares formados possuem quatro carbonos
(Licatti, 1997). As C; sdo a maioria das plantas superiores de florestas ou cultivadas de
folhas largas (dicotiledoneas), incluindo a videira, adaptadas as condicdes de
disponibilidade hidrica e temperaturas amenas. As plantas de ciclo C4 sdo mais comuns em
regides que apresentam clima quente e em baixas latitudes (nos trépicos), sob forte estresse
hidrico, como nas savanas (Kelly et al., 2005).

Os vegetais de ciclo fotossintético C; apresentam valores de enriquecimento
isotopico relativo (6"3C) entre -22,00 a -34,00%0 e nos vegetais de ciclo fotossintético C4, 0
enriquecimento isotépico relativo varia de -9,00 a -16,00%0 (Koziet et al., 1993, Rossmann,
2001). A uva é uma espécie vegetal de ciclo fotossintético C3 que apresenta uma razao
isotopica em torno de -28 %o. Os subprodutos da uva tendem a apresentar este mesmo
valor. A cana-de-acicar e o milho sdo espécies vegetais de ciclo fotossintético C4, com
valor isotépico médio de -14 %o. Através da técnica da diluicdo dos isétopos estdveis do
carbono pode-se medir quantitativamente a propor¢cdo do dlcool de cana adicionado ao
vinho. Entretanto, a adicdo de outras substincias exdgenas provenientes de plantas
pertencentes ao mesmo ciclo fotossintético da uva, como o dlcool de arroz ou laranja e
actcar de beterraba, ndo sido detectados por este método (Ducatti, 2000). Além disso os

13 12 . . . .~ . ~
valores de “C/“C diminuem em plantas cultivadas na regiao do equador em direcdo aos
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polos e esta informacgdo pode ser utilizada para a determinacao da origem geogréfica (Kelly
et al., 2005).

Variedades de uvas podem apresentar diferentes valores isotopicos de carbono,
devido a variabilidade genética das plantas, resultando em diferentes fracionamentos dos
isétopos de carbono durante a fixagdo do CO, (Rossmann et al., 1996).

Martin et al. (1999), num estudo com vinhos genuinos de diferentes regides de
Bordeaux (Francga), durante as safras de 1990 a 1993, obtiveram valores médios de si3C
que variaram de -25,8 + 1,3 %o a -27,1 £ 1,2 %o. Esses autores observaram que os baixos
niveis de precipitacio resultaram em altos contetidos de '*C nos vinhos (aproximadamente -
25,2 %o). Porém, em vinhos de diferentes regides da Eslovénia, Kosir er al. (2001)
encontraram valores de carbono que variaram de -26,4 %o a -28,6 %0 em regides com clima
frio e seco e valores de -24,7 %o a -26,9 %0 em regides de clima quente e imido.

Os efeitos significativos do clima nos valores isotopicos do carbono foram
avaliados por Christoph et al. (2007) em vinhos alemaes, das safras de 1995 a 2003. Os
valores mais negativos de s13C (média de -28,1%0) foram encontrados para a safra 1998, na
qual ocorreu maior precipitagdo e os valores menos negativos de 8'°C (média de -25,7%0)
ocorreram em 2003, safra de menor precipitacdo.

Para o oxigénio, o fracionamento de isétopos ocorre com o0s processos de
evaporacdo e condensagdo do ciclo da dgua: a dgua do oceano passa do estado liquido para
o estado de vapor na atmosfera e sofre um forte fracionamento isotépico, resultando na
diminuicdo dos isétopos mais pesados (deutério ou “H, oxigénio 18 ou '*0) no vapor e nas
nuvens (Figura 02). A extensdo do fracionamento depende da temperatura. A massa de ar
também segue a trajetéria dos oceanos para os continentes, esfriando e perdendo o vapor de

dgua durante o caminho, em forma de precipitagdo. Durante este processo, a chuva
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enriquecida de isOtopos cai € 0 vapor comega a ser progressivamente empobrecido no

conteddo de 0 e *H (Calderone & Guillou, 2008).
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Figura 02 — Efeitos climédticos e geograficos no fracionamento
isotépico de oxigénio na dgua (Calderone & Guillou, 2008)

No processo de absor¢do de dgua do solo pelas plantas, inicialmente ndo ocorre
fracionamento significativo nos isétopos de hidrogénio e de oxigénio da dgua. Porém, ao
atingir o nivel das folhas e outras partes expostas como os frutos, o intenso processo de
evaporacio causa um enriquecimento no contetido de *H e '*0 da dgua residual das células,
onde vai ocorrer a formagdo dos compostos orginicos da planta. Como na razao isotépica
do carbono na uva, onde a glicose e frutose sdo precursoras do etanol do vinho, também a
dgua do processo de fermentacdo preservard o enriquecimento isotépico do oxigénio da
dgua da folha/fruto. Desta forma, a 4gua do vinho refletird o contetdo isotépico da dgua das

plantas que o originou, que por sua vez serd distinta da 4gua do ambiente. Assim, a anélise
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de oxigénio pode ser utilizada para identificacdo da adicdo de dgua exdgena em vinhos
(Breas et al., 1994).

As diferengas no conteddo isotdpico da dgua presente nas videiras ocorrem
principalmente em fungdo da alta evaporagdo da dgua em ambientes quentes e secos, em
comparagdo com locais frios e Gmidos. Portanto, as diferencas entre o contetido de '®O das
videiras, e conseqiientemente da dgua do mosto e do vinho de diferentes regides sdo
normalmente superiores aos da dgua do solo fornecida para a planta (Rossmann et al.,
1999, Jamin, 2002).

Valores “negativos” de 8'°0 da dgua em vinhos podem indicar a adicdo de dgua
exdgena, ou serem resultantes das condi¢des climéticas, principalmente da alta precipitacao
pluviométrica durante o periodo de colheita das uvas (Rossmann et al., 1999).

A andlise de vinhos europeus de diferentes paises mostrou uma distingéo para o 8'°0,
entre os grupos de vinhos, que variaram conforme a origem climética. O primeiro grupo,
representado por vinhos de paises europeus de clima quente (Espanha, Grécia e Portugal),
apresentou alto enriquecimento, com valores médios de 8'°0 em torno de 52 %o O
segundo grupo, representando paises de clima temperado, obteve um valor médio de 2,3 %o
e o ultimo grupo (paises europeus frios), mostrou um significativo decréscimo de §8'%0 com
um valor médio de -0,7 %o (Breds et al., 1994). Em outro estudo, Day et al. (1994),
encontraram em mostos de uva de cinco diferentes regidoes da Franca, da safra de 1989, um
valor médio de 3'30 de 3.8 = 1,4 %eo.

A influéncia do clima na razdo isotépica de oxigénio de vinte e sete vinhos da
regido do Napa Valley e quatro vinhos do Vale de Livermore (USA) foi analisada por
Ingraham & Caldwell (1999). Nestes vinhos, a composicao isotdpica de oxigénio variou de

4,6 %o a 10,2 %o, sendo que, os vinhos tintos ficaram 4 a 5 %o mais enriquecidos em 5'%0
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que os vinhos brancos. Estes autores, também estudaram a resisténcia a perda de dgua pela
transpiracdo e a troca isotopica nas folhas e bagas de uva durante o periodo que antecede a
colheita. Uma chuva de verdo, trés dias antes da colheita, ocasionou uma diminui¢do nos
valores isotépicos de 8'%0. As folhas foram mais sensiveis, apresentando uma diminuicio
de 8%o nos valores isotdpicos, enquanto que nas bagas a diminui¢do foi 3 a 4%o.. Uma
correlag@o negativa de - 0,93 foi observada entre o valor do 5'%0 e a umidade relativa, isto
ocorreu em funcdo da alta umidade, que ao diminuir a transpirac@o resultou em valores
mais baixos de 8'*0 na dgua da uva.

Ogrinc et al. (2001), num estudo com vinhos de diferentes variedades de uvas, das
safras de 1997 e 1998, provenientes de trés regides da Eslovénia (Sava, Drava e Coastal)
encontraram valores médios de §'%0 que variaram de -6,05 £ 1,26 %o a 1,35 £ 1,51 %eo.
Valores mais elevados de 8'*0 da dgua foram observados em 1997 (-3,91 a 0,84 %o) em
relacdo a 1998 (-8,24 a -4,33 %o).

Procurando identificar a origem geogréfica, Capron et al. (2007), analisaram 63
pardmetros quimicos em vinhos de quatro paises (Hungria, Roménia, Republica Tcheca e
Africa do Sul). Os resultados mostraram que foi possivel classificar corretamente os vinhos
utilizando parametros como valores isotdpicos e concentracdo de elementos minerais.

Os valores isotopicos de oxigénio e carbono em vinhos alemaes das safras de 1995
a 2003 foram avaliados por Christoph et al. (2007). O resultado mais negativo de §'°0
(valor médio -3,82%o) foi obtido em 1998, ano que apresentou a maior precipitagdo (290
mm) durante o periodo de maturacdo das uvas. Ao contrdrio, nos vinhos da safra de 2003,
onde ocorreu a menor precipitacio (33 mm), os valores de 5'°0 foram os mais positivos
(4%0). Devido as variagdes isotdpicas que ocorrem em fungdo das condi¢des metereoldgicas

durante a maturagdo, as andlises isotdpicas devem ser realizadas para cada safra.
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2.5 — Elementos minerais em vinhos

O conteddo de elementos minerais nos vinhos pode resultar de duas origens: (1)
natural ou primdria, quando os minerais provém do solo (erup¢des vulcanicas, uvas que
crescem proximas ao mar, etc); (2) secunddrias, podem ser devido a praticas de cultivo
(fertilizagdo, tratamentos fitossanitérios, etc.), praticas enoldgicas (contato com maquinas,
canos, utilizacdo de agentes filtrantes, aditivos para diferentes finalidades) contaminagdes
externas (carros, féabricas, etc.) e praticas fraudulentas (adicdo de produtos proibidos)
(Eschnauer, 1982).

Devido a relac@o direta com a composicdo do solo, os minerais permitem uma
diferenciacdo das uvas de acordo com a origem geografica (Frias et al., 2003). Portanto, a
determinacdo dos teores de minerais em vinhos é uma técnica usualmente utilizada para
diferenciar a origem geografica dos vinhos, bem como para detectar adulteracOes e
falsificagdes (Nufiez, 2000, Iglesias, 2007).

O teor de alguns minerais e elementos tracos como o Li e o Rb foram utilizados para
diferenciar vinhos espanhéis (Galicia) da Denominag@o de Origem Rias Baixas de vinhos
das denominagdes Ribeiro e Valdeorras (Latorre ef al., 1994). Um estudo posterior também
permitiu a classificagdo de vinhos espanhdéis (Ilhas Candrias), porém utilizando somente o
Rb, cujas concentracdes foram de 0,33 mg.L™" para vinhos de Lanzarote, 2,68 mg.L"' para
vinhos de El Hierro e 2,88 mg.L"' para La Palma (Frias e al. 2003). Da mesma forma
Gremaud et al. (2004) determinaram a origem geogrifica de vinhos suicos utilizando

isétopos estdveis e elementos tracos.
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Em vinhos franceses a combinacdo da andlise de is6topos e minerais também
permitiu a classificacdo dos vinhos. Em 165 amostras, somente duas foram incorretamente
classificadas, o restante atingiu uma classificacao de 98,8% (Day et al. 1994). Em trabalho
posterior, Day et al. (1995) diferenciaram regides produtoras da Franca utilizando isétopos
estaveis e os minerais Ba, Sr, Mg, Fe, Al e Rb.

A composi¢ao mineral diferenciou vinhos brasileiros, argentinos e uruguaios, sendo
que os elementos que permitiram a melhor caracteriza¢do foram o Li, Mg, P, K, Rb, Na e
Fe (Rizzon, et al., 1997). Simpkins et al. (2000), utilizaram os elementos minerais Rb, Ba e
B para diferenciar sucos australianos de brasileiros.

O conteudo de minerais foi igualmente utilizado para diferenciar vinhos de diversas
regides da Bohemia (Reptblica Tcheca). Os elementos mais importantes foram Al, Ba, Ca,
K, Li, Mg, Mn, Mo, Rb, Sr e V, que permitiram uma classificagdo de 97,4% dos vinhos
brancos e 100% dos vinhos tintos (Sperkova & Suchanek, 2005).

Minerais alcalinos especialmente Rb sdo facilmente mobilizados no solo e
transportados pelas plantas, sendo bons indicadores da identidade geografica. Este elemento
depende de vérios fatores como o solo, pH, umidade e porosidade (Kim & Thornton, 1993
in Kelly et al., 2005). O Rb € pouco difundido na natureza e encontrado naturalmente em
todos os vinhos em pequenas quantidades que variam de 1,0 a 10,0 mg.L™" (Rizzon et al.,
2008).

O teor de Mn pode ser uma caracteristica especifica de uma determinada regido de
producdo (Daudt et al., 1987). Solos oriundos de rochas igneas bdsicas contém maior
quantidade de Mn total que os derivados de sedimentac@o arenosa. As sementes s@o ricas
em Mn e conferem maior quantidade desse elemento nos vinhos tintos (Daudt et al., 1992;

Silva et al., 1999).
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Os teores médios de Mn encontrados em vinhos brasileiros comerciais por Daudt et
al., (1987) variaram de 2,1 a 2,8 mg.L'l, porém Silva et al. (1999) encontraram
concentracdes entre 0,70 a 4,10 mg.L'1 e Rizzon & Miele (2002) de 1,90 a 3,30 mg.L'l.

O Ca nos vinhos pode originar-se de vdrias fontes além do solo, como o tratamento
do mosto para diminuir a acidez, tipos de filtros, bentonite com predominancia de Ca e
resinas trocadoras de ions (Daudt et al., 1987).

Os teores elevados de Ca e Mg podem provocar problemas de estabilidade nos
vinhos, por esta razdo suas determinag¢des sdo importantes tanto em mostos quanto em

vinhos (Silva et al., 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serao apresentados em forma de capitulos.

CAPITULO 1 - Determination of the geographical origin of Brazilian wines by isotope

and mineral analysis

Aceito para publicagdo na Analytical and Bioanalytical Chemistry numa edi¢do especial

sobre vinhos.

CAPITULO 2 - - Determinacio de regides produtoras de vinhos no Brasil através de

andlise isotdpica e elementos minerais e influéncia da safra nos valores isotopicos

Trabalho nas normas para publicagdo na Food Chemistry.
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CAPITULO 1 - Determination of the geographical origin of Brazilian wines by isotope

and mineral analysis

Aceito para publicagdo na Anlytical and Bioanalytical Chemistry numa edi¢do especial

sobre vinhos.
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Abstract In the present research, we studied wines from
three different south Brazilian winemaking regions with the
purpose of differentiating them by geographical origin of
the gmpes. Brazils wide territory and climate diversity
allow grape cultivation and winemaking in many regions of
different and unique characteristics. The wine grape
cultivation for winemaking concentrates in the South
Region, mainly in the Serra Gaticha, the mountain area of
the state of Rio Grande do Sul, which is responsible for
90% of the domestic wine production. However, in recent
years, two new production regions have developed: the
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Campanha, the plains to the south and the Serra do Sudeste,
the hills o the southeast of the state. Analysis of isotopic
mtios of '%0/'0 of wine water, *C/'*C of ethanol, and of
minemls were used to characterize wines from different
megions. The isotope analysis of 5'*0 of wine water and
minerals Mg and Rb were the most efficient to differentiate
the regions. By using isotope and mineral analysis, and
discrimination analysis, it was possible to classify the wines
from south Brazil.

Keywords Wine - Stable isotopes - Minerals -
Geographical origin

Introduction

In Bragzil, wine grape cultivation for winemaking concen-
trates in the South Region, mainly in the Serra Gatcha, the
mountain area of the state of Rio Grande do Sul, which is
msponsible for 90% of the domestic wine production.
However, in recent years, two new production regions have
developed: the Campanha, the plains to the south and the
Sema do Sudeste, the hills to the southeast of the state. The
Serra Gatcha is Jocated over basalt rocks, which give rise
to the formation of clay loam soils. The Campanha is
formed from sandy soils, as they are located over limestone,
while the Serra do Sudeste is located mostly over granite
mwcks, in loam soils with traces of lithium, sodium, and
aluminum [1]

Knowing the geographical origin of foods provides
additional assurance of their quality, authenticity, and
tipicity [2]. Several studies have been conducted to
establish the geographical origin of different foods, for
example, tea, olive oil, and rice [2—4]. Wine classification
according to their geographical origin by assessment of
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various chemical parameters was used by several
researchers [5-9].

Determination of sotopes can provide information on
the botanical and geographical origin [10]. Biological
isotope fractionation provides an uneven distribution of
lighter and heavier isotopes among the reagents and the
reaction products. In general, the lighter isotopes are
preferentially used, while the heavier isotopes are enriched
in the uneven fraction of the substrate [11]. The magnitude
of isotope fractionation is influenced by regional differ-
ences, which involves parameter variation such as humidity,
temperature, winds, and meteorological conditions,
amongst [12].

Minerals allow differentiation according to geographical
origin because of a direct relationship with soil composi-
tion, They may also be used to detect adulterations and
avoid frand. Mineral contents of wines depend on several
factors including type of grapes, area of production, soil
characteristics, fertilization practices, processing conditions,
and location of the vineyard [13, 14].

The purpose of the present study was to verify the
differentiation of Merlot and Cabernet Sauvignon wines
from the regions of Serra Gatcha, Serra do Sudeste, and
Campanha, localized at South Bmzil, according to their
origin on the basis of isotopic and minerals analyses.

Materials and methods

Samples

Fifty samples of each the Cabernet Sauvignon and Merlot
grapes were collected in south Brazil during the 2007
harvest. For Cabernet Sauvignon, 34 samples from the
Serra Gatcha region, 4 from the Serra do Sudeste region,
and 12 from the Campanha region were collected. For
Merlot, 34 from the Serra Galicha region, 3 fom the Serra
do Sudeste region, and 13 from the Campanha region were
collected. More samples were collected from the Serra
Ganlicha region because of the major area of production in
relation to the other regions. Sampling occurred during the
physiological manration of the grapes.

Microvinifications

Grape samples (5 kg) were destemmed from and crushed
manually; microvinifications were conducted in stainless
steel tanks (10 L). After destemming, the Saccharomyces
cerevisiae yeast (0.3 gL ™) pre-activated in ultra-pure water
(28 °C) was added. After the malolactic fermentation,
wines were decanted, and 40.0 mg L™ of sulfur dioxide
was added as a preservative. They were kept for 10 days at
=1 *C and were then transferred to 750-mL glass bottles,

) Springer

For the mass spectrometric analysis, a Delta™™ XL
isotope ratio mass spectrometer (ThermoFinnigan, Bremen,
Germany), connected “on line” to a Flash EA 1112
elemental analyzer (ThermoQuest, Milan, Italy), was used
to measure the “C/'°C mtios from the ethanol and the
B0y"0 ratios from the wine water

Eotopic ratio analysis of "%0/'%0 of water and of “C/'*C
of ethanol

The “0/'%0 isotopic ratios from the wine samples were
related to the international standard Vienna Standard Mean
Ocean Water (MSMOW) (5'°0) following the Agriculture
Ministry methodology through the Instruction MNormative
Mo. 2 from February 2, 2006 [15] In 10-mL flasks, CO2
was added directly from the cylinder and sealed with a
mbber stopper and aluminum seal. A syringe was inserted
into the wine sample (3 mL) vials, and these were kept
vertically with the lid down. The sample preparation was
based on the CO; equilibrium obtained through the isotope
change reaction between COuy) and the wine watery, at
controlled tempemture (25 “C), over a 24-h period, accord-
ing to Eq. 1:

C8045+H "*0yy ~— C0%0,+Ha"0y, (1)

After isotopic equilibrium has been achieved, the §'*0
value of the COuyg, reflects the 5'%0q, value from the wine
water. For this analysis, the same instrumental configuration
was used as for measuring the '*C/'%C values for the wine
samples, with a helium flow rate of 90 mL min~", while
70 pL of the equilibrated CO; was injected into the
elemental analyzer After removal of the water in the
reduction column, the signal intensities at m/i44, 45, and
46 were measured on the mass spectrometer. The 5'°0
value, calculated by Eq. 2, is normalized with that of the
international standard V-SMOW [16, 17]. A working
standard (ultra-pure water) was calibrated against the
SMOW and SLAP standards. The analytical instrumental
error was lower than 0,05%e, and the analysis precision was
equal o or Jess than 0.2%e [16, 18, 19]. The samples were
analyzed in triplicate.

8 (%) = [(R cupie! R ) 1] 3 107 (2)

The *C/'*C isotopic ratios of the wine samples were
obtained according to the Agriculture Ministry methodol-
ogy through the Instruction Normative No. 4 from May 2,
2001 [20]. After the distillation of 1.5 mL of the sample,
at —196 *C and under vacoum (10~ mbar), for approxi-
mately 25 min, 1 uL of the distillate was packed into a tin
capsule, with an absorbent substance, Chromosorb W, to
avoid volatilization of the sample, The sample was then
combusted inside the elemental analyzer in a vertical
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quartz wbe, containing cooper oxide and silvered cobal-
tous—~cobaltic oxide at 900 °C, under a continuous flow of
ultra-pure helium (flow rate of 90 mL min™") and Oy pulse
of 175 mL min™". The produced gases were passed
through a reduction column containing reduced copper at
680 °C, and after this, the water was removed, and the
gases were separated on a Porapak Q chromatographic
column at a temperature of 43 *C before entering the jon
source of the mass spectrometer, The Delta™ XL mass
spectrometer has a triple ion collector measuring simulta-
neously the signalks at m/z44, 45, and 46 of the molecular
ions of the CO, formed by the sample combustion. The
isotopic value of the carbon-containing sample (5'°C) is
compared with that of the international standard Pee Dee
Belemmite (PDB), through Eq. 2, where Ruumpe i3 the
'3C/"*C isotopic ratio of the sample and R, is that of the
international standard PDB [16, 17]. A working standard
solution of ethanol (Merck) was calibrated against NBS22
(oil) NIST The samples were analyzed in triplicate. The
standard deviation of the measurements was equal to or
less than 0.2%..

Determination of minerals

Some minerals were determined in the atomic absorption
spectrometer (PerkinElmer model AAnalyst 800), accord-
ing to specific methodology for each mineral. Analyses
were performed in triplicate. For all minemls analyses,
acefylene was used as air flame. A hollow cathode lamp
with flame was used for determining Mg, Mn, and Ca.
Emission method was used for Rb and Li analyses. For
determining Mg, the sample was read directly at 279 mm
wavelength and 0.2 nm slit. For determining Mg, wine was
diluted at 1% with ultra-pure water and read at 2852 nm
wavelength and 0.7 nm slit. For Ca analysis, wine was
diluted at 4% with a sohtion containing 20% of lanthanum
chloride solution at 2.5% and read at 433.8 mm wavelength
and 0.7 mm slit. For determining Rb, sample was diluted at
50% with ultra-pure water and, using an EDL lamp, was
read at 780 nm wavelength and 02 mm slit. For

determining Li, the sample was read directly at 670.8 nm
wavelength and 0.2 mm slit.

Climatological data

The climatological data on average air temperature, total
minfall, and total sunshine hours were supplied by the 8°
District of the Brazilian National Institute of Meteorology
(INMET) [21].

Statistical analysis

The results were evaluated with SPSS 12.0 program for
Windows, through variance analysis by average compara-
tive (ANOVA) Discrimination analysis was used w
differentiate regions by the multivariate model.

Results and discussion
Values of 530 of wine water and 5'3C of ethanol

Regardless of the stdied variety, analysis of 50 of wine
water was efficient in differentiating the three stmdied
regions; however, no statistical difference was observed
between the varieties (Table 1) Samples from the Serra
Gaticha showed an average value of 5'%0 higher than the
other two regions, followed by the samples of the
Campanha and Serra do Sudeste regions. This variation
among regions might be explained due w differences in
meteorological conditions as bumidity and temperature
(12].

With regard to climate, average values of 5'"O of wines
water (Table 1) of the south region of Brazil were lower
than wines of warm countries (5.2%.) and also lower than
countries of temperate climate (2.3%e) [16]. However,
average values of the present smdy are similar to those
found for cold countries (—0.7%) and lower than those
described for Bordeaux regions, whose values vary between
1.7%e and 4.5%. [8].

Table 1 Eompe ratios "0/%0 (per mille) of water and "“C/™C (per mille) of ethanol of Cabernet Sawvignon and Merlot wines of the different

regions sudied
Region "30¢"50 (%e; meanstandard emor) 3T (%e; meanistandard emor)

Merlot Cabemet Sauvignon Total Merlot Cabernet Sauvignon Total
Semra Gaiicha 0.38A4a£0.15 028 Aa+0.18 0.05A£012 2773 Aa+0.06 28.52Ab0.08 28,124 £0.06
Sera do Sudeste  —234Caz021 217Ca£0.25 IMCE016  28.75Bat0.15 2982Bbx0.3 29.11B+0.18
Campanha —135Bax 039 1.24Ba£0.3 1298024  ZEWBaz0.]3 2937Bb0.11 29.1TB0.09
Total —0.23+016 0.64£0.15 0.44£0.11 28.08a£0.07 28 B2b:0.07 28.45&0.05

Meamns followed by different capital letters in the column and mems followed by different lowercase letiers in the line differ significantly by
ANOVA complemenied by Tukey's test of multiple comparisons; significance level of 5%
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Eable 2 Mg snd Rb (milligrams per lier) of Cabemet Sauvignon and Merlot wines of e different regions studied

Region Mg (meanistandard emor) Rb (meantstandand emor)

Merlot Cabemet Sauvignon Total Merlot Cabemet Sauvignon Total
Semra Gadcha T9.68Ch+0.87 B030Cax1.02 T9.90C 0 .67 6.95Bbx0.25 T.00Bax023 TATB0. 18
Sara do Sudeste 9094 Abx3.00 98.52Aa £4.T0 934TAE2 62 BATAbE029 9. 72A4a+020 B.EBA 0,25
Campanha B6.52Bbi1.40 B922Bax] 38 EE.0EB+1.00 4.45Chx022 5.50Ca£027 5.06C+0.19
Total B2.19£0.79 B3, 702091 B2, 960 .60 6.50bx02] T.31ax020 6924015

Means followed by different capitl Jetters in the column and means followed by different lowercase letiers in the line differ significantly by
ANOMA, conplemwenied by Tukey's test of multiple comparisons; significance level of 5%

The clinate of the three regions studied is classified as
temperate; however, during the 2007 harvest, average
rainfall was higher than the median of the last 10 years.
Isotopic discrimination of the various chemical elements
present in nature oocus in function of natural phenomena
that fractionate isotopes, such as photosynthesis and water
evaporation, and it is subject to climatic influences of
latimde and agricultural techniques [8, 11, 12]. Negative
values of 8'%0 of water are typical of groundwater, In
wines, they might indicate the addition of exogenous water
or particular climatic conditions and rainfall during grape
harvest [22], Moreover, 80 values are modified by
climatic conditions during the ripening and harvesting
periods [23],

Regardless of the variety smdied, results of §C of
ethanol were efficient in differentiating the samples of the
Serra Gatcha in relation to the remaining regions. Regard-
less of region, the Merlot variety showed a significantly
higher total average than the Cabemnet Sauvignon variety
(Table 1). These findings corroborate results obtained by
Rossmann et al. [24], who also found higher average values
of §C for the Merlot variety compared to other varieties
and reached the conclusion that this difference might be due
to the influence of genetic variability in some biochemical
reactions that occur in plants and cause different carbon
isotope fractionations during CO fixation.

According to Table 1, average values of '°C found in
the present study were lower than those obtained by Martin

et al. [8] (—25.8%s to =27.1%s) in a study with wines from
different European regions, but stayed within value ranges
obtained by Rossmann et al. [24], who found vales of
§C between —23%s and —29%s in Italy, —24%s and —29%
in France, and —23%, and —30%. in Germany

In the three areas of study, minfall between January and
mid-February was lower compared to that between
February and end of March. In the Serra Gancha,
sampling began earlier than in other regions; therefore,
a higher number of samples were collected before the
rainy season (mid-February). In the Serra do Sudeste and
Campanha, samples were collected after this period, and
only negative values were observed, which might explain
the higher average value of §'*0 of wine water and §°C
of ethanol in the Serra Gaticha in relation to the other two
regions. The isotopic ratio of water in the grapes is
influenced by evapotranspiration in the weeks preceding
harvest, regardless of other factors [25].

Mineral content

Mg and Rb (Table 2) showed to be efficient in differenti-
ating the three regions of study, regardless of wine variety.
Wines ffom the Serm do Sudeste showed a higher Mg and
Rb avemge, differing from those from the Serra Gatcha and
Campanha, Regardless of region, the Cabernet Sauvignon
variety showed significantly higher Mg and Rb total
averages than the Merlot variety,

Table 3 “iluves of Mn and Ca (milligrams per lieer) of wines Cabernet Sauvignon and Merot of the different sindied regions

Regions Mn (meanstandand ermor) Ca (meandstandard emor)

Merlot Cabarnet Sauvignon Toital Merlot Cabemet Sauvignon Bl
Sera Galcha 221Bax0.13 1.84Aa:0 08 203008 35.14Abx129 6897 Aax 1.5 62.06:£1.10
Semra do Sudeste 1.96B2a+0.1 1.27Aa+0.12 1.73£0.11 4861 Aa£249 51.13Ba+ 8 89 4945324
Campanha 3.62Aa+0.33 2A44Abx0.15 2541018 39.12Aax 1 44 60, 72Bax1.75 60.04:£1.17
Thital 2.51+0.13 2.00£0.07 225&0.08 55.51£099 65.78£1.23 60,7540, 85

Means followed by different capitl Jetters in the column and means followed by different lowercase letiers in the line differ significantly by
ANOWVA complemwenied by Tukey's test of multiple comparisons; significance level of 3%
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Table 4 Li (micrograms per liter) of Cabemet Sauvignon and Merlot wines of the different regions studied

Regions Merlot (meanstandard emor) Cabernet Sauvignon (meanstandard ermor) Total (meantstandard emor)
Sera GaGcha 4.11Bbx0.13 4.43Bax0.15 42TBx0.10
Sera do Sudeste 536Abx0.4 6.24Aax029 5.65A£0,30
Campanha S05Ab=0.17 59642025 5.59A£0.17
Total 4.42b+0.11 4.96a£0,] 4 4.T0x0,09

Means followed by different capital letters in the column and memns followed by different lowercase letiers in the line differ significantly by
ANOVA complemenied by the Tukey's test of multple comparisons; significance level of 5%

These values agree with other smdies on Brazilian
wines, which found Mg levels between 4430 and
124.10 mg L™ [26). Frias et al. [13] were also able to
geographically differentiate sweet wines botled in the
Canary Islands (Spain) just by measuring Mg and Na.
The average values found for Rb in the present study are
higher than those found by Frias et al. [27], who obtained
0.33 mg L' in wines from Lanzarote, 2.68 mg L' in
wines from El Hierro, and 2.88 mg L™" in wines from La
Palma (Canary Islands), differentiating Spanish wines.
Latorre et al. [28] also obtained a good classification of
Spanish wines from Galizia by measuring Bb and Li levels,

Mn results proved efficient in differentiating Campa-
nha wines from the wines of the two other regions only
with regard to the Merlot variety. Although Merlot wines
showed higher average wvalues than those of Cabernet
Sauvignon wines, only Campanha wines showed signif-
icant differences in both varieties (Table 3). These values
agree with those found in Brazilian commercial wines,
whose levels vary between 1.90 and 3.30 mg L™ The
content of Mn in wines is derived from the soil or
phytosanitary treatments [26, 297,

In contmst to Mn, Ca results allowed differentiating
Serra Galicha wines in relation to wines from the other two
regions only with regard to the Cabernet Sauvignon variety.
In this region, the average for the Cabernet Sauvignon
wines was significantly higher than in the Merlot wines
(Table 3). Average Ca values found in this sdy varied
between 48.61 and 68.97 mg L™, and were lower than the
average valie (740 mg L) described for Brazilian
commenial wines by Rizzon and Miele [29]. According
to Daudt et al. [26], factors such as grape variety, soil,
climatic conditions, technological treatment of must and
wine, filtration process, bottling, storing temperature during
conservation, and aging influence Ca content of wines.

Regardless of variety, Serm do Sudeste and Campanha
wines showed higher Li averages than Campanha wines
(Table 4). Regardiess of region, the Cabernet Sauvignon
wines showed a significantly higher average compared to
the Merlot wines. Li results found in the present study are
in agreement with results obtained by Rizzon et al. [7], who
used minemls to characterize wines from different countries

of the Mercosul area and found Li levels of 5.0 pg L™ in
Brazilian wines; however, these levels were much lower
than those found for wines from Amgentina and Uruguay
(193.6 and 23.0 pg L™, respectively).
Statistical design for classification of the regions
By discrimination analysis of the experimental wines, a
statistical model was prepared for differentiating the
geographical regions, using the region as a dependent
variable and the isotopic values of 5'%0, §'°C, and the
minemls Mg, Rb, Mn, Ca, and Li as independent variables.
From this analysis, three equations of classification were
achieved:

+ 4.059 g + 0.164 Yy + 0.504 Yy

+0.353 ¥, — 21761, (3)

Cerrs do Sndeme = — 743.299 + 8.113¥gmpgen
= 49.592 Yoasom + 3511 ¥ppm
+ 0,084 ¥, + 0.579 gy + 0.540
- 2.176¥; (4)

Chmpd. = =T757.025 + 8?35}’&1"
— 50.130 Gastm, + 4618 Yogn + 0.155¥
+ 0.542¥ g — 0.311 ¥ — 13481 (5)

Table § Classification (percent) of Cabernet Sauvignon and Merlot
wines of the different regions studied

Region Sora Sema do Sudeste Campanha Total
Semra 773 10,1 126 100
Semra do Sudesie L] 100 0 100
Campanha 92 118 TH9 100
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To establish the origin of the wine, isotopic and mineral
values of the wine are replace in the thiee equations above.,
The equation with the highest value indicates the egion to
which the wine belongs. Table 5 shows the wine classifi-
cation of the different regions of study, obtained by isotopic
and mineral analysis.

Wines fiom the Serm do Sudeste had the best classification,
with all wines being comectly classified The total classification
of the wines using this statistical model was of 80% (Table 5).

Isotopic analyses of "0 of wine water and Mg and Rb
were the most efficient in differentiating the three regions of
study, Values of 8'3C of ethanol, Mg, Rb, and Li showed a
significant difference between the wine varieties, regardless
of regions. A good clamssification of wines from different
winemaking regions of south Brazil was obtained from the
results of isotopic and mineral analyses,
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Unfortunately, there was a mistake m Table 1 of this

contribution. Please find the correct Table 1 below.

Table 1 Tsotope ratios '*0/'°0 (per mille) of water and "*C/'*C (per mille) of ethanol of Cabernet Sauvignen and Merlot wines of the different

regions studied

Regions "0/ (%a; mean £ standard error) BC"2C (%0; mean £ standard error)
Merlot Cabemet Total Merlot Cabernet Total
Sauvignon Sauvignon
Serra Gaicha 0.38Aa 2015 0.28Aa =018  0.05A +0.12 27.73Aa  +0.06 -28.52Ab 4008 2812 A .06
Serra do Sudeste 2.34Ca +0.21 2.17Ca 20.25 228 C 4016 28.75Ba 015 20.82Bh 0.3 2011 B 40.18
Campanha =1.35Ba  +0.39 =124Ba 0.3 -1.29 B 4024 -2890Ba +0.13 -2937Bb 011 -29.17B =+0.09
Total —0.23 016 —0.64 =15 —0.44 +0.11 -2808a +0.07 -2882b .07 -2845 +0.05

Means followed by different capital letters in the column and means followed by different lowercase letters in the line differ significantly by
ANOVA complemented by Tukey's test of multiple comparisons; significance level of 5%

The online version of the original article can be found at http://dx.doi.
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5. W Dutra * R. Vanderlinde
Institute of Biotechnology, University of Caxias do Sul (UCS),
Rua Francisco Gelalio Vargas, 11300

Caxias do Sul, Rio Grande do Sul 95070-560, Brazil

SV Dutra (<) - L. Adami - A, R, Marcon - G, J. Carnieli -
C. A. Roani - E R. Spinelli - S. Leonardelli - R. Vanderlinde
IBRAVIN/LAREN - Reference Laboratory Enologic,
Avenida da Vindima, 1855,

Caxias do Sul, Rio Grande do Sul 95084-470, Brazil
e-mail: scdutraf@terra.com.br

Published online: 30 July 2011

C. Ducatti

Institute of Biosciences, Department of Physics and Biophysics,

Centre for Stable Isotopes in Life Environmental Sciences,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Rubido Junior,

18608-000 Botucatu, Sio Paulo, Brazil

M. Z. Moreira

Center for Nuclear Energy in Agriculture,

Laboratory of Isotope Ecology, University of Sdo Paulo,
Avenida Centendrio, 303 Sao Dimas,

13400-970 Piracicaba, Sio Paulo, Brazil

@ Springer



28
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Resumo

Foram estudados vinhos brasileiros, elaborados por microvinifica¢cdo, de uvas das
variedades Cabernet Sauvignon e Merlot, provenientes da Serra Gatcha, Campanha e Serra
do Sudeste, com o objetivo de diferencid-los em funcio da origem geografica, utilizando
andlises isotdpicas e elementos minerais. Além disso, verificou-se a influéncia da safra de
producdo nos valores isotdpicos. As andlises isotdpicas foram realizadas por espectrometria
de massa de razao isotdpica (IRMS) e a determinacdo dos minerais por absor¢do atdomica de
chama (FAA).Os valores de 5'%0 da dgua do vinho na variedade Merlot, foram eficientes
para diferenciar os vinhos da Regido da Campanha em relagdo as demais regides, porém na
variedade Cabernet Sauvignon somente diferenciaram os vinhos da Campanha dos vinhos

da Serra do Sudeste. Os resultados de 8'°C do etanol do vinho separaram os vinhos da Serra
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Gatcha em relacdo a Campanha, para a variedade Cabernet Sauvignon. Os parametros mais
eficientes para classificar os vinhos das diferentes regides, foram o Rb e o Li. Os resultados
de 8"°C do etanol, Rb e Li mostraram uma diferenca significativa entre variedades,
independente da regido estudada. Os valores de 8'°0 e §'°C, apresentaram diferencas
significativas entre safras, independente da variedade, sendo os resultados de 5'"%0 mais
negativos na safra de 2007 e os de 8'°C mais negativos na safra de 2008. A precipitacdo
média quinzenal antes da data de coleta, apresentou uma forte correlacdo com os valores de
8'"0. A andlise discriminante dos resultados isotépicos e minerais permitiu uma
classificacdo de aproximadamente 80 % dos vinhos das diferentes regides vitivinicolas do

sul do Brasil,

Palavras chave: vinho, is6topos, minerais, origem geografica.

1. Introducao

Conhecer a origem geografica dos alimentos fornece uma garantia adicional da
qualidade, autenticidade e tipicidade destes produtos (Angerosa, Breds, Contento, Guillou,
reniero & Sada, 1999). A determinacdo da autenticidade em vinho, através de métodos
analiticos, destina-se a confirmar as declaracdes descritas nos rétulos, sendo de grande
interesse para a indudstria e consumidores (Christoph, Rossmann, Schlicht & Voerkelius,
2007, Schlesier et al., 2009, Smeyers-Verbeke et al., 2009).

Nos ultimos anos, as andlises isotOpicas tem sido utilizadas por diversos
pesquisadores para determinar a origem geografica do vinho (Bréas, Reniero & Serrini,

1994; Rossmann, Schmidt, Reniero, Versini, Moussa & Merle, 1996).
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A discriminacdo isotdpica dos diferentes elementos quimicos presentes na natureza
ocorre em funcdo dos processos naturais que fracionam os is6topos, como a fotossintese e a
evaporacdo da dgua (Brause, Raterman, Petrus & Doner, 1984; Martin, Mazure, Jouitteau,
Martin, Aguile & Allain, 1999; Morasch, Richnow, Schink & Meckenstock, 2001). O
fracionamento isotdpico € afetado pelas diferencas regionais, que € influenciado por
parametros como a umidade, temperatura, ventos, altitude entre outros (Breas et al., 1994).
Os valores de 5'*0 da dgua da uva sdo influenciados pelas condicdes climdticas durante o
amadurecimento e colheita (Ogrinc, Kosir, Kocjancic & Kidric, 2001).

Para o oxigénio, o fracionamento de is6topos ocorre com o0s processos de
evaporacdo e condensagdo do ciclo da dgua: a dgua do oceano passa do estado liquido para
o estado de vapor na atmosfera e sofre um forte fracionamento isotépico, resultando na
diminui¢do dos is6topos mais pesados (deutério ou °H, oxigénio 18 ou 0) no vapor € nas
nuvens. A extensdo do fracionamento depende da temperatura. A massa de ar também
segue a trajetéria dos oceanos para os continentes, esfriando e perdendo o vapor de dgua
durante o caminho, em forma de precipitacdo. Durante este processo, a chuva enriquecida
de is6topos pesados cai € 0 vapor comega a ser progressivamente empobrecido no conteudo
de '*0 e *H (Calderone & Guillou, 2008).

As diferengas no conteddo isotdpico da dgua presente nas videiras ocorrem
principalmente em fungdo da alta evaporacdo da dgua em ambientes quentes e secos, em
comparagdo com locais frios e imidos. Portanto, as diferencas entre o contetido de '®O das
videiras, e conseqiientemente da dgua do mosto e do vinho de diferentes regides sio
normalmente superiores aos da dgua do solo fornecida para a planta (Rossmann, Reniero,

Moussa, Schmidt, Versini & Merle, 1999, Jamin, 2002).
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Valores “negativos” de 8'®0 da dgua em vinhos podem indicar a adi¢do de dgua
exdgena, ou serem resultantes das condi¢des climdticas, principalmente da alta precipitacao
pluviométrica durante o periodo de colheita das uvas (Rossmann et al., 1999).

A determinag@o de minerais em vinhos € usada para distinguir a origem geogréfica,
bem como para detectar adulteragdes. A quantidade destes minerais depende da
disponibilidade dos elementos no solo, praticas de fertilizagdo condi¢cdes de processamento
e localizagdo do vinhedo (Nuiies, Pefia, Herreo & Garcia-Martin, 2000; Frias, Conde,
Rodriguez-Bencomo, Garcia-Montelongo & Pérez-Trujillo, 2003).

O principal local de cultivo da videira no Brasil é a Serra Gatcha que estd
localizada na regido sul, onde se destacam também dois novos locais de producdo, a Serra
do Sudeste e a Campanha. Estas regides apresentam caracteristicas diferentes, sendo a Serra
Garcha situada a uma altitude de 400 a 600 m, com precipitagdo anual de 1736 mm e solo
argiloso (basalto), a Serra do Sudeste localizada a uma altitude de 200 a 400 m,
precipitacdo anual de 1505 mm, solos arenosos (granito) e a Campanha esta localizada uma
altitude de 100 to 200 m, precipitacdo anual de 1388 mm e solo arenoso (arenito) (Miele &
Miolo, 2003).

Ingrahan & Caldwell (1999) avaliaram a resisténcia a perda de &dgua pela
transpiracdo e a troca isotopica nas folhas e bagas de uva durante o periodo que antecede a
colheita. Uma chuva de verdo, trés dias antes da colheita, ocasionou uma diminui¢do nos
valores isotépicos de 8'30 nas folhas e bagas. As folhas foram mais sensiveis, apresentando
uma diminuicdo de 8 %0 nos valores isotdpicos, enquanto que nas bagas a diminuicdo foi 3
a 4%.. Uma correlagdo negativa de - 0,93 foi observada entre o valor do 8'°0 e a umidade
relativa, isto ocorreu em funcdo da alta umidade, que ao diminuir a transpiracdo resultou

. heas 18 .
em valores mais baixos de 6 O na dgua da uva.
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O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial da andlise da razdo isotdpica
BC/'?C do etanol, '0/'°0 da dgua e a concentracdo de elementos minerais, na
determinacdo da origem geogréfica de vinhos provenientes de uvas da Serra Gaucha, Serra
do Sudeste e Campanha do RS, bem como verificar a influéncia da safra nos valores

isotépicos.

2. Materiais e métodos

2.1 Amostras

Foram coletadas 58 amostras de uvas Cabernet Sauvignon e 54 de Merlot para
determinar a origem geografica dos vinhos brasileiros provenientes da Serra Gatdcha, Serra
do Sudeste e Campanha, na safra de 2008.

Para avaliar influéncia da safra nos valores isotopicos foram utilizadas 39 amostras
de vinhos Merlot e 34 de Cabernet Sauvignon, da safra de 2008, com 34 amostras de

vinhos Merlot e 34 de Cabernet Sauvignon, da safra 2007, somente da regido Serra Gatcha.

2.2 Microvinificacoes

As amostras de uva (5 kg) foram desengacadas e esmagadas manualmente. As
microvinificagdes foram realizadas em tanques de aco inox (10 L). Apds desengace, foi
adicionado levedura  Saccharomyces cerevisiae (0,3 g. L™'). Apés a fermentagdo
malolactica espontdnea, os vinhos foram decantados, e 40,0 mg. L de diéxido sulfuroso
foi adicionado como conservante. Apds foram mantidos por 10 dias a —1 °C e transferidos

para garrafas de 750 mL.
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Para medir as razoes “C/'*C do etanol e "*0/'°0 da agua do vinho, foi utilizado um
espectrometro de massa de razdo isotopica Delta,,s XL (ThermoFinnigan, Bremen,
Germany), conectado “in line” com um analisador elementar Flash EA 1112

(ThermoQuest, Milan, Italy).

2.3 Anilise das razdes isotopicas *0/'°0 da dgua e *C/**C do etanol.

A razdo isotépica '*0/'°O da dgua dos vinhos foi realizada em relacdo ao padrio
internacional Vienna Standard Mean Ocean Water (V-SMOW) (6180) conforme a
metodologia do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, segundo a
Organizacdo Internacional do Vinho e da Vinha - OIV (1996). A determinacdo da razdo
isotopica do oxigénio da dgua foi realizada indiretamente através do uso de gds carbdnico,
pois o espectrometro de massas ndo admite dgua liquida diretamente. Em frascos de 10 mL,
foi adicionado CO, (gds) diretamente do cilindro e fechado com tampa de borracha e selo
de aluminio. O preparo da amostra foi baseado no equilibrio do CO; obtido através da
reacdo de troca isotdpica entre o CO,(g) e a dgua do vinho(l), em temperatura controlada
(25 °C), durante um periodo de 24 horas, (Epstein & Mayeda, 1953) de acordo com a
Equacdo 1:

C'°0y g+ Hy'*0 ) <> C'°0"™0 (» + Hy'°0 ) (1)

Ap6s o equilibrio isotépico o %0 do CO,(g) reflete o 8'%0(1) da dgua contida no
vinho.

Para esta andlise utilizou-se hélio com fluxo de 90 mL min ~' e um volume de 70 pL
do CO; equilibrado foi injetado no analisador elementar. Apds a reten¢do da dgua, as

espécies isotdpicas de massa 44, 45 e 46 foram medidas no espectrdmetro. O valor de
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§'%0, calculado pela Equagdo 2, foi tomado comparativamente com o padrdo internacional
V-SMOW (Breids et al., 1994; Cisnerous, Lopez, Richling, Heckel & Schereier, 2002). O
padrdo de trabalho (dgua ultra-pura) foi calibrado através dos padroes V- SMOW e SLAP.
O erro analitico instrumental foi menor que 0,05%o, ¢ a precisdo da andlise foi inferior ou
igual a 0,2%0 (Bréas et al, 1994; Remaud, Guillou, Vallet & Martin, 1992). As amostras
foram analisadas em triplicata.

8 (%0) = [(R sampie/ R ren) =11 x 10° (2)

O valor isotépico do carbono da amostra (5"°C) é comparado com o padrio
internacional Pee Dee Belemnite (PDB), através da Eq. 2, onde Rynosra € @ razdo isotdpica
BC/'C da amostra e Rt € 0 padrdo internacional PDB (Breds et al., 1994; Cisnerous et al.,
2002). Uma solugdo padrao de etanol (Merck) foi calibrada através do NBS22 (oil) NIST.
em relagdo ao padrdo de acordo com a metodologia da OIV (1996). Apds a destilacdo de
1,5 mL da amostra, sob acdo criogénica —196 °C e sob vécuo (10_2 mbar), por
aproximadamente 25 min, 1 pL. do destilado foi empacotado em cépsula de estanho puro,
juntamente com substincia absorvente “’Cromosorb W’, para evitar a volatilizacdo da
amostra. O carbono da amostra sofreu combustdo no interior do analisador elementar em
um tubo de quartzo vertical, contendo 6xido de cobre e 6xido de cobalto e prata a 900°C,
sob fluxo continuo de hélio ultra puro (90 mL min™) e pulso de O, de 175 mL min™". Os
gases gerados passaram por uma coluna de reducgdo, contendo cobre reduzido a 680 °C, e
apos reten¢do de dgua, foram separados por uma coluna cromatografica Porapak Q a
temperatura de 43 °C antes de chegar na fonte de ion do espectrometro de massas. O

plus

espectrometro de massas Delta”™ XL contém um coletor triplo de fons com o objetivo de

medir simultaneamente as relacdes massa/carga (m/z) correspondentes as massas 44, 45 e
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46 do CO, formado pela combustio das amostras. As amostras foram analisadas em

triplicata. O desvio padrdo das medigdes foi igual ou menor que 0,2%e.

2.4 Determinacao de minerais

Os minerais foram determinados em espectrometro de absor¢do atdmica
(PerkinElmer modelo AAnalyst 800), de acordo com a metodologia especifica para cada
mineral. As andlises foram realizadas em triplicata. Para a determinacdo de Mg, Mn e Ca,
foi utilizada uma lampada de cdtodo oco para cada elemento. Para as andlises de Rb e Li foi
utilizado o método de emissd@o de chama. Para a determina¢do do Mn, as amostras foram
lidas diretamente a 279 nm de comprimento de onda e 0,2 nm de fenda. Para a
determinacdo do Mg, as amostras foram diluidas a 1% com 4gua ultra-pura e lidas a 285,2
nm de comprimento de onda e 0,7 nm de fenda. Para as andlises de Ca, as amostras foram
diluidas a 4% com solucao contendo 20% cloreto de lantanio a 2,5% e lida a 433,8 nm e 0,7
nm de fenda. Para a determinacdo de Rb, as amostras foram diluidas a 50% com é4gua ultra-
pura e através de uma lampada de EDL deste elemento, foram lidas a 780 nm de
comprimento de onda e 0,2 nm de fenda. Para a determinacdo de Li, as amostras foram

lidas diretamente a 670,8 nm de comprimento de onda e 0,2 nm de fenda.

2.5 Dados climatolégicos

Os dados climatolégicos foram fornecidos pelo 8° Distrito Instituto Nacional de

Meteorologia (INMET), do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).
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2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados com o programa SPSS 12.0 for Windows,
através da andlise de variancia (ANOVA). A andlise discriminante foi utilizada para

diferenciar os vinhos das diferentes regides.

3. Resultados e Discussao

3.1 Origem geografica dos vinhos

3.1.1 Valores de $'*0 da 4gua do vinho e $"*C do etanol

Os valores de 3'%0 da dgua, da safra de 2008, para os vinhos da variedade Merlot,
foram eficientes para diferenciar os vinhos da Regido da Campanha em relacdo as demais
regides (Tabela 01). Na variedade Cabernet Sauvignon os valores de 880 somente
distinguiram os vinhos da Campanha dos vinhos provenientes da Serra do Sudeste. Os
vinhos da Serra Gaticha apresentaram valores intermedidrios ndo se diferenciando das
demais regides. A regido da Campanha apresentou uma precipitacdo menor em relacio as
demais, o que pode ter influenciado na obtencio do maior valor de 8'*0 dos vinhos em
relacdo aos valores da Serra Gaticha e da Serra do Sudeste. Em estudos anteriores também
encontramos diferencas significativas nos valores isotdpicos de oxigénio, nas variedades
Merlot e Cabernet Sauvignon da regido sul do Brasil, safra 2005, com valores maiores em
regides de menor altitude (Adami, Dutra, Marcon, Carnieli, Roani & Vanderlinde, 2010).

Os niveis de 8'®0 encontrados neste trabalho, quando comparados em um estudo

realizado em vinhos europeus, classificados segundo o clima, apresentaram-se inferiores
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aos paises de clima quente, cujo valor médio foi de 5,2%0, e semelhante aos valores
isotopicos de paises com clima temperados (valor médio 2,3%0¢) e superiores aos
encontrados para os paises de clima frio (-0,7 %o) (Breds et al., 1994). O clima nas trés
regides avaliadas neste trabalho ¢ classificado como temperado.

Conforme observa-se na Tabela 01, o valor médio de 613C, independente da
variedade estudada, diferenciou os vinhos da Serra Gaticha em relagao a Campanha. Porém,
os vinhos da Serra do Sudeste ndo se diferenciaram das demais regides estudadas. Os
valores médios de 8'°C encontrados neste trabalho foram inferiores aos obtidos em vinhos
de diferentes regides da Europa, os quais apresentaram valores médios entre -25,8 a -27,1
%o, (Martin et al., 1999), porém permaneceram dentro dos intervalos de valores obtidos na
Italia (-23 %o a -29 %o), na Franca (-24 a -29 %o) e na Alemanha (-23 a -30 %o ) (Rossmann

et al., 1996).

Tabela 01 — Valores de razdo isotpica 80/'%0 (%0) da dgua e B/ e (%) do etanol dos vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot,
safra 2008, das diferentes regides estudadas.

80/'%0 (%0) (média + erro padrio) Bo/2c (%0) (média + erro padrao)

Regides
Merlot Cabernet Sauvignon Total Merlot Cabernet Sauvignon Total

Serra Gatcha 12153 £0,11 1,30 £0,12 1,25£0,08 28,04 0,05  -29,03*° 0,09 -2850" + 0,06
Serra do Sudeste 1,322 +0,38 0,895 +0,52 1,16 40,30 -2831°B+0,07 29648 +0,04 _2881"F+0,14

Campanha 2,934 £038 208" +0,23 235020  -2836%+0,15 29405 +0,09 -2907® 0,09

Total 1,54* 0,12 1,56 £0,12 1,55 £0,09 -28,13%*+0,05 -29,20° 0,06 -28,68 £ 0,05

Médias seguidas de letras maidsculas distintas na coluna e médias seguidas de letras mindsculas distintas na linha diferem significativamente através da Andlise de Variancia
complementada pelo Teste de Comparagdes Miiltiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Entre as variedades estudadas ndo foram observadas diferencas significativas nos
resultados de 8'%0 da dgua; entretanto os valores de 813C do etanol, na variedade Merlot
apresentaram médias significativamente superiores as obtidas para a variedade Cabernet

Sauvignon independente da regido estudada (Tabela 01).
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Isto pode ser explicado pela influencia da variabilidade genética que ocorre em
algumas reacOes bioquimicas das plantas, causando diferente fracionamento do isétopo de
carbono durante fixagdo do CO, (Rossmann et al., 1996). Em trabalhos anteriores também
encontramos diferencas significativas nos valores isotopicos de carbono, para as variedades
Merlot e Cabernet Sauvignon da regido sul do Brasil, com valores superiores para a

variedade Merlot (Adami et al., 2010).

3.1.2 Teores de Minerais dos Vinhos

Os resultados de Rb e Li, independente da variedade, permitiram a diferenciacao
dos vinhos das trés regidoes estudadas (Tabela 02). Os valores médios de Rb foram
superiores na regido da Serra do Sudeste, diferindo da Serra Gaucha e da Campanha. O Rb
¢ encontrado naturalmente em todos os vinhos em quantidades reduzidas varidveis de 1,0 a
10,0 mg.L™". Este elemento pertencente, ao grupo dos metais alcalinos é pouco difundindo
na natureza. A concentracdo de Rb dos vinhos estd relacionada com a do solo, por isso a
determinacdo desse elemento apresenta interesse na caracterizacdo de vinhos de regides
viticolas. (Rizzon, Salvador & Miele, 2008). Rizzon, Miele & Rosier, (1997) encontraram
concentracdo mais elevada desse mineral nos vinhos da Serra Gatcha, em relacdo aos
vinhos argentinos e uruguaios.

A variedade Cabernet Sauvignon, independente da regido, apresentou média total,
significativamente superior de Rb e Li do que a variedade Merlot. Os vinhos da regido da
Campanha apresentaram resultados de Li superiores as demais regides (valor médio total de

7,08 ng.L™"), que os diferenciaram dos vinhos da Serra do Sudeste (valor médio total de
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5,09 ug.L™") , com valores intermediérios, seguidos da Serra Gaticha (valor médio total de
3,40 pg.L™") (Tabela 02).

Vinhos espanhois foram classificados, através dos teores de Li e Rb (Frias et al.,
2003). Simpkins et al. (2000), também utilizaram os elementos minerais Rb, Ba e B para
diferenciar sucos australianos de brasileiros.

Tabela 02 — Valores de Rb e Li (mg.L’l) de vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot de diferentes regides estudadas,
safra 2008.

Rb (média + erro padrio) Li (média + erro padrao)

Region
Merlot Cabernet Sauvignon Total Merlot Cabernet Sauvignon Total

Serra Gaticha 50952402 778%1+026 6798+0,17 339°+0,10 342°°+0,10 3,40° 0,07
Serra do Sudeste 7,48 £0,49  9,174£0,54  8,12%+04 457%°+0,30  595%+0,97 5,095 £0,42

Campanha 4,10°£022  553°°+020 505°£0,17 6,81°°£0,59 720" +0,36 7,08"+0,31

Total 5,75°+0,17  7,05°+0,19 6,41 0,13  4,13°+0,17  492°+020 4,54+0,13

Médias seguidas de letras maidsculas distintas na coluna e médias seguidas de letras mindsculas distintas na linha diferem significativamente através da
Andlise de Varidncia complementada pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Os resultados de Mn (Tabela 03) permitiram a diferenciagdo dos vinhos da regido
da Serra do Sudeste (valor médio total de 2,90 mg.L‘l), em relacdo as demais regides,
independente da variedade estudada. Os valores médios dos vinhos da variedade Merlot
foram superiores em relagdo a variedade Cabernet Sauvignon. O teor de Mn pode ser
especifico de uma determinada regido de produgdo, bem como ser influenciado pelo
processo de fermentagdo (Daudt, Dal Piva, Garcia & Rizzon, 1987). Em fun¢do das
microvinificagdes serem realizadas seguindo o mesmo procedimento, esta diferenca foi

provavelmente devido a regido de cultivo.
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Tabela 03 — Valores de Mn e Ca (mg.L'l) dos vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot das diferentes regides estudadas, safra
2008

Manganés (média + erro padrio) Célcio (média + erro padrdo)

Regides - -
Merlot Cabernet Sauvignon Total Merlot Cabernet Sauvignon Total

Serra Gaticha 2228+ 0,09 1048 +010 209%£007 57,74*+0,78 59,77%*+0,85 58,68" 0,58
Serra do Sudeste 3214+ 0,51 2394°+0,60 290"%0,39 5585%%+1,92 49665 +1,35 53534 +1,42

Campanha 2388+ 0,12 233015 2358£0,11 61,43%+241 5806 +1,25 59,07*+1,14

Total 234 0,09 211°+008  222+006 5818°+0,74  5863°+0,70  58,42+0,50

Meédias seguidas de letras maitisculas distintas na coluna e médias seguidas de letras mintisculas distintas na linha diferem significativamente através da Andlise de
Variancia complementada pelo Teste de Comparag¢des Miiltiplas de Tukey, ao nivel de significincia de 5%.

Conforme tabela 03, os resultados de Ca somente diferenciaram os vinhos da
regido da Serra Gatcha em relagdo as demais regides para a variedade Cabernet Sauvignon.
Os teores médios de Ca, encontrados neste trabalho foram inferiores aos encontrados para

vinhos comerciais brasileiros, cujo teor médio foi de 74,0 mg.L'1 (Rizzon & Miele, 2002).

Tabela 04 — Valores de Mg (mg.L'l) dos vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot, das
diferentes regides estudadas, safra 2008

Magnésio (média + erro padrao)

Regides
Merlot Cabernet Sauvignon Total

Serra Gaticha 72,675 +0,85 84,727 +2,08 78,28" £1,14
Serra do Sudeste 84,657 +2,77 88,837 +4,71 86,22" 2,45

Campanha 83,072 +2,14 83,507 +1,55 83,36" +1,25

Total 75,71°+0,86 84,49° +1,36 80,25 +0,85

Meédias seguidas de letras maitsculas distintas na coluna e médias seguidas de letras mindsculas distintas na linha
diferem significativamente através da Andlise de Varidncia complementada pelo Teste de Compara¢des Multiplas
de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Os resultados de Mg somente diferenciaram os vinhos Merlot da Serra Gatcha, em
relacio as demais regides (Tabela 04). Alguns pesquisadores diferenciaram
geograficamente vinhos espanhoéis das Ilhas Candrias utilizando somente Mg e Na (Frias,
Pérez-Trujillo, Pefia & Conde, 2001). Rizzon, et al. (1997), também utilizaram minerais
para diferenciar vinhos brasileiros, argentinos e uruguaios. Os elementos que mostraram a

melhor caracterizagdo foram o Li, Mg, P, K, Rb, Na e Fe.

3.1.3 Modelo estatistico para classificacao das regioes

Foi elaborado um modelo estatistico com base na andlise discriminante dos vinhos
experimentais para diferenciar as regides geograficas, utilizando-se como varidvel
dependente a regido e varidveis independentes os valores de 8'°0, 8'°C e dos minerais Mg,
Rb, Mn e Ca e Li. Através dessa andlise foram determinadas trés equacdes discriminantes
de classificagdo:

Cserra Gaucha= -604,885 + 2,403 oxigenio - 40,862Y carbono -1,410 mn + 0,695Y ¢y + 0,72Y vg —
1,665YRrp + 2,356 Yii

Cserra do Sudeste= -616,032 + 2,204 oxigenio - 41,188Y carbono - 0,894 Y vn + 0,632Y ca + 0,99 Yy -
1,646 Yrp + 2,820 Yii

Ccampanha= -647,555 + 2,691Y oxigenio - 42,305¢carbono - 1,512Ymn + 0,653Y ¢,y + 0,082Y g -
2,501 YR+ 3,787Y1i

Para determinar a origem de um vinho substitui-se os valores de 8180, 613C, Mg,
Rb, Mn, Ca e Li deste vinho nas trés equagdes acima. O vinho pertence a regido cuja
equacao resultar em maior valor. Utilizando estas equagdes foi obtido uma classificagcdo de

88,5% para os vinhos da Campanha, 78,2% para os vinhos da Serra Gaticha e 62,5% para
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os vinhos da Serra do Sudeste (Tabela 05). Para o total dos vinhos, este modelo permitiu
uma classificacdo de 76,4%. A combinacdo da andlise de is6topos e minerais, também

permitiu classificar vinhos franceses (Day, Zhang & Martin, 1995).

Tabela 05 — Classificagdo (percentagem) dos vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot

das diferentes regides estudadas.

Serra do

Regides Serra Sudeste Campanha Total
Serra Gaucha 78,2 20,4 1.4 100
Serra do Sudeste 37,5 62,5 0 100
Campanha 0 11,5 88,5 100

3.2 Influéncia da safra nos valores isotopicos

A influéncia da safra nos valores de 8'°0 da dgua e 8"°C do etanol dos vinhos foi
estudada na regido da Serra Gaucha. Independente da variedade analisada observou-se
diferencas significativas entre as safras (Tabela 06). Na safra de 2007, os valores de 8'°0 da
dgua foram mais negativos em relacdo a safra de 2008, para ambas variedades. Isto pode
ser justificado devido ao maior volume de precipitacdo pluviométrica que ocorreu de
janeiro a marco, na safra de 2007 (média de 160 mm) em relacdo a safra de 2008 (média de
85 mm) (Mandelli, 2007; Mandelli, 2008).

Os valores isotopicos de oxigénio em vinhos da regido da Franconia (Alemanha),

também variaram em funcao da safra. Na safra de maior precipitagdo, os resultados de §'%0
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foram mais negativos (-3,82%0), em relacdo a safra de menor precipitacio (4%o)
(Christophe et al., 2007).

Observam-se também valores mais negativos de 80 da dgua para a variedade
Cabernet Sauvignon (-0,28%0) em relacdo a variedade Merlot (0,38%0), somente para a
safra de 2007, provavelmente devido ao maior volume de precipitacdo pluviométrica
(média de 210 mm) que ocorreu na época de maturacio da variedade Cabernet Sauvignon
(marco), quando comparada com a precipitacdo (média de 155mm) da época de maturacio
da variedade Merlot (fevereiro). Valores negativos de 8'°0 da 4gua em vinhos genuinos sdo
resultantes de condi¢des climdticas de regides frias e imidas durante o periodo de colheita
das uvas (Rossmann et al., 1999).

A alta precipitacio média quinzenal antes da data de coleta (INMET, 2007),
apresentou uma correlagdo direta forte (r = -0,800; p<0,001) com os valores de 6180, na

safra de 2007.

Tabela 06 — Valores de razdo isotdpica 80/'%0 (%0) da dgua e Be/te (%0) do etanol dos vinhos Cabernet Sauvignon e
Merlot, da Serra Gatcha, safras 2007 e 2008.

0/'°0 (%0) (média + erro padrio) BC/"C (%o) (média + erro padrio)

Safra

Merlot Cabernet Sauvignon Total Merlot Cabernet Sauvignon Total

2007 0,385 £0,15 0,285 +0,18 1,165+0,30 -27,73%* +£0,06 -2852%°+0,08 28124 +0,06

2008 1214 £0,11  130%+0,12 235%%0,20 28,045 +0,05 -29,03%°+0,00 28508 +0,06

Total 0,82 +0,10 051012 1552009 27,90*°+0,04 -2877°+0,06 -2832 0,04

Meédias seguidas de letras maitisculas distintas na coluna e médias seguidas de letras mintsculas distintas na linha diferem significativamente através da
Anilise de Varidncia complementada pelo Teste de Comparagoes Miiltiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Os resultados de 8'°C do etanol foram mais negativos para a safra de 2008, bem
como para a variedade Cabernet Sauvignon independente da safra de producdo. A safra de
2007 caracterizou-se por ser uma safra mais quente e imida do que a safra de 2008.

Segundo Mandelli (2008), as temperaturas (dezembro a mar¢o) da Serra Gaidcha na safra de
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2007, foram mais elevadas que na safra de 2008. Kosir et al. (2001), também encontraram
maiores valores de 8°C em regides de clima quente e umido.

As andlises isotOpicas, devem ser realizadas para cada safra de producdo, pois as
variagdes dos isétopos ocorrem em fungdo das condi¢des metereoldgicas que antecedem a

maturagdo das uvas (Martin et al., 1999).

4. Conclusoes

Os valores de 5'®0 na safra 2008 para a variedade Merlot, foram eficientes para
classificar os vinhos da Regido da Campanha em relagdo as demais regides, porém na
variedade Cabernet Sauvignon somente diferenciaram os vinhos da Campanha dos vinhos
da Serra do Sudeste. Os resultados de 8'°C distinguiram os vinhos da Serra Gaucha em
relacdo a Campanha, para a variedade Cabernet Sauvignon.

Os parametros mais eficientes para classificar os vinhos foram o Rb e o Li. O Mg
somente diferenciou os vinhos da Serra Gatcha em relacdo as demais regides e o Mn
separou os vinhos da Serra do Sudeste em relagao aos vinhos da Campanha e Serra Gatcha.

Os resultados de 8"°C do etanol, Rb e Li mostraram uma diferenca significativa
entre variedades, independente da regido estudada, com valores mais negativos de 8"°C e
médias superiores de Rb e Li para os vinhos da variedade Cabernet Sauvignon.

Os valores de 80 da 4dgua e 8"”C do etanol, apresentaram diferencas
significativas entre safras. A precipitacdo média quinzenal antes da data de coleta,

~ 18
apresentou uma forte correlacdo com os valores de & "O.
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A andlise discriminante dos resultados isotOpicos € minerais permitiu uma
classificacdo de aproximadamente 80 % dos vinhos das diferentes regides vitivinicolas do

sul do Brasil.
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4, CONCLUSOES

Os resultados de 8'%0 da dgua, na safra de 2007 diferenciaram os vinhos das
diferentes regides de cultivo do Rio Grande do Sul (Serra Gaidcha, Campanha e Serra do
Sudeste) entretanto, os valores de 8'3C diferenciaram somente os vinhos da Serra Gaticha
em relacdo as demais regides. Os teores de Mg também mostraram-se eficientes para
diferenciar os vinhos das diferentes regides, e os de Li permitiram a diferenciacdo dos
vinhos provenientes das regides da Campanha e Serra do Sudeste em relagdo a Serra
Gaticha. O Mn somente diferenciou os vinhos Merlot da Campanha em relagdo aos vinhos
das demais regioes.

Os valores de 5'®0 na safra 2008 para a variedade Merlot, foram eficientes para
diferenciar os vinhos da Regido da Campanha em relagdo as demais regides, porém na
variedade Cabernet Sauvignon somente diferenciaram os vinhos da Campanha dos vinhos
da Serra do Sudeste. Os resultados de &'°C diferenciaram somente os vinhos da Serra
Gaticha em relagdo a Campanha, para a variedade Cabernet Sauvignon. O Li apresentou
diferencga significativa entre os vinhos das trés regides, com valores superiores na regido da
Campanha. O Mg, somente diferenciou os vinhos da Serra Gaticha em relagdo as demais e
0 Mn permitiu a diferencia¢do dos vinhos da Serra do Sudeste em relagdo aos vinhos da
Campanha e Serra Gatcha.

Os resultados de Rb diferenciaram os vinhos provenientes das diferentes regides
de cultivo nas duas safras estudadas, com valores superiores para a regidao da Serra do

Sudeste.
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Os melhores parametros para classificar os vinhos na safra de 2007 foram o §8'%0,
0 Mg e o Rb, enquanto que na safra de 2008 o Rb e o Li mostraram-se mais eficientes.

Os resultados de §"°C do etanol, Rb e Li mostraram uma diferenca significativa
entre variedades, independente da regido estudada, em ambas as safras, com valores mais
negativos de 8"°C e médias superiores de Rb e Li para os vinhos da variedade Cabernet
Sauvignon.

Os valores de 80O da 4dgua e 8"°C do etanol, apresentaram diferencas
significativas entre safras, independente da variedade, sendo os resultados de 5'%0 mais
negativos na safra de 2007 e os de 8'°C mais negativos na safra de 2008. A precipitacdo
média quinzenal antes da data de coleta, apresentou uma forte correlacdo com os valores de
5'"%0.

A andlise discriminante dos valores isotdpicos € minerais permitiu uma

classificacao de aproximadamente 80 % dos vinhos das diferentes regides estudadas.
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