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RESuUMO

A inoculacao do mosto de uvas com leveduras puras selecionadas, normalmente da espécie
Saccharomyces cerevisiae, ¢ uma pratica recorrente que permite uma fermentacdo rapida e eficiente.
Apesar destas vantagens, a utilizacao generalizada de uma Unica espécie de levedura contribui para a
uniformizacao dos vinhos. Para contrariar esta tendéncia e apresentar produtos mais diversificados e
complexos organoleticamente, tém sido investigadas novas técnicas de fermentacdo e leveduras nao
convencionais. O principal objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de uma destas técnicas, a fermentacdo
sequencial com duas leveduras do género Saccharomyces com caracteristicas fermentativas distintas.
Primeiro foi inoculada uma estirpe de S. uvarum com elevada atividade B-glucosidasica e em seguida, a
diferentes densidades do mosto em fermentacao, uma estirpe de S. cerevisiae com tolerancia a altas

concentracdes de etanol.

As fermentacdes foram realizadas numa estacao piloto com cubas de 20 L; a massa volumica e a
temperatura foram monitorizadas diariamente, e foram retiradas amostras do mosto em fermentacéao.
Nos vinhos finais determinou-se a acidez total e volatil, o pH e o titulo alcoométrico com o equipamento
OenoFoss™, e os acucares e glicerol foram doseados por HPLC. As analises aos compostos volateis do
aroma maioritarios foram feitas por GC-FID, e aos minoritarios por GC-MS. Foram aplicadas técnicas de
microbiologia para isolar e fazer crescer as colonias de leveduras recolhidas ao longo da fermentacéao, e
diferentes técnicas de PCR para identificar as leveduras e compara-las com os controlos. Finalmente, foi

feita uma prova organolética dos vinhos produzidos.

A baixa densidade inicial do mosto condicionou as etapas de inoculacao e o titulo alcoomeétrico final dos
vinhos produzidos, que ficou abaixo dos 8.5 %. As fermentacdes sequenciais foram mais lentas, e os
vinhos produzidos desta forma terminaram com menor teor alcoolico, maior acidez e maior concentracéo
de glicerol do que o vinho produzido com o inéculo de S. cerevisiae pura. Quando inoculadas em
simultaneo, a estirpe de S. cerevisiae dominou a fermentacdo, mas nao reprimiu totalmente o
crescimento de S. wvarum. Esta produziu maior quantidade de 2-feniletanol e acetato de 2-feniletilo, e
como tal os vinhos produzidos por fermentacao sequencial apresentaram um aroma floral e a rosas. A
maior acumulacao destes compostos ocorreu no ensaio onde a inoculacdo com a segunda levedura foi
feita mais cedo, e nos ensaios seguintes houve menor producao de aromas fermentativos. A fermentacao
sequencial com as duas leveduras testadas mostrou-se viavel e produziu vinhos aprovados pelo painel

de provadores.






ABSTRACT

Inoculation of grape must with pure selected yeasts, usually of the species Saccharomyces cerevisiae, is
a recurring practice that allows a fast and effective fermentation. Despite these advantages, the
widespread use of a single species of yeast contributes to the standardization of wines. To counter this
trend and present more diverse and organoleptically complex products, new fermentation techniques and
non-conventional yeasts have been investigated. The main purpose of this work was to assess one of
these techniques, the sequential fermentation with two yeasts of the Saccharomyces genus with different
fermentation profiles. Initially it was inoculated a strain of S. uvarum with high B-glucosidase activity, and
then, at different densities of the fermenting must, a strain of S. cerevisiae tolerant to high concentrations

of ethanol.

Fermentations were performed in a pilot plant with 20 L tanks; density and temperature were monitored
daily and samples of the fermenting must were collected. In the finished wines, total and volatile acidity,
pH and the alcoholic strength were determined with OenoFoss™, and sugars and glycerol were measured
by HPLC. Major volatile aroma compounds were analyzed by GC-FID and minor volatiles by GC-MS.
Microbiological techniques were applied to isolate and grow colonies of the yeasts collected throughout
the fermentation, and several PCR techniques were applied to identify yeasts and comparing them with

the controls. Finally, it was made an organoleptic exam of the produced wines.

The low initial density of the must conditioned the steps of inoculation and the final alcoholic strength of
the produced wines, which was below 8.5 %. The sequential fermentations were slower, and the wines
produced in this way ended with lower alcohol content, higher acidity and higher glycerol concentration
than wine produced with a pure culture of S. cerevisiae. When inoculated simultaneously, the S. cerevisiae
strain dominated the fermentation, but did not completely suppress the growth of S. wvarum. The latter
produced a larger amount of 2-phenylethanol and 2-phenylethyl acetate, so the wines produced by
sequential fermentation exhibited a floral and rose like aroma. The greatest accumulation of these
compounds occurred in the trial where the second yeast inoculation was done earlier, and in the following
trials there was lower production of fermentative aromas. The sequential fermentation with both tested

yeasts proved to be feasible and produced wines appreciated by the tasting panel.
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Motivacao e Objetivos

1. MorTIVvACAO E OBJETIVOS

O vinho é o produto obtido por fermentacdo alcoodlica de um mosto de uvas. As leveduras sdo os
microrganismos responsaveis pela conversao dos acucares do mosto em etanol e compostos do gosto e
aroma presentes no vinho acabado. Entre as leveduras de vinificacdo, a Saccharomyces cerevisiae é a
mais utilizada por apresentar maior resisténcia ao etanol, garantir o arranque rapido da fermentacéo e

nao causar desvios no processo.

A diversidade de vinhos e o nimero de marcas existentes no mercado & enorme, assim como a
necessidade de ter um fator de diferenciacdo no produto, para que este se destaque em relacdo a
concorréncia. Atualmente tem havido um aumento da producdao mundial de vinho, assim como uma
tendéncia dos consumidores para a procura de novos produtos, mais diversificados, o que estimulou a

pesquisa e desenvolvimento de novas praticas de vinificacdo na tentativa de satisfazer esta procura.

No processo natural de fermentacao de um mosto de uvas, geralmente predominam numa fase inicial
leveduras com baixa tolerancia para o etanol; depois de poucos dias, tornam-se dominantes outras
leveduras, mais resistentes, que dao continuidade a fermentacao até se atingir o titulo alcoométrico
pretendido. A presenca de uma grande diversidade de leveduras, com todos os produtos principais e
secundarios que sao excretados, da uma maior complexidade organolética ao vinho final. Mas se o
processo fermentativo ocorrer de forma espontanea, sem controlo, pode ficar sujeito a paragens ou ao
aparecimento de compostos indesejaveis. E por isso que atualmente se faz a inoculacdo do mosto com
leveduras selecionadas, normalmente da espécie S. cerevisiae, que permitem uma fermentacao
controlada. Um senao deste método é a perda de complexidade e a uniformizacao dos vinhos a nivel
global. Para contornar isto ha a possibilidade de se fazer uma inoculacdo com culturas mistas de

leveduras, ou entao inoculacao sequencial.

Mesmo dentro do género Saccharomyces existe bastante diversidade: ha leveduras que produzem
bastantes compostos aromaticos de interesse, mas sao pouco tolerantes ao etanol e nao conseguem,
por si so, levar a fermentacao até ao final; outras estirpes sdo muito resistentes, mas dao origem a vinhos
mais pobres em termos sensoriais. O proposito da fermentacao sequencial € reunir estes dois tipos de
leveduras, inocular primeiro a menos resistente e, antes que a fermentacado cesse introduzir a mais
resistente, para que no final se consiga um vinho com a quantidade necessaria de alcool, e com um

perfil sensorial mais complexo.



Otimizacao de fermentacdes sequenciais com duas leveduras do género Saccharomyces

O estagio curricular que conduziu a este trabalho de Dissertacdo foi realizado na empresa
Vinalia — Solucdes de biotecnologia para a vitivinicultura, sob o tema “Otimizacdo de fermentacdes
sequenciais com duas leveduras do género Saccharomyces’. Os objetivos inerentes ao trabalho
desenvolvido foram a realizacdo de fermentacdes sequenciais a escala piloto com duas leveduras do
genero Saccharomyces, Y2 (com elevada atividade [-glucosidase) e Y59 (elevada tolerancia ao etanol),
otimizacdo do processo por inoculacdo do mosto a diferentes densidades, e a avaliacao fisico-quimica e

sensorial dos diferentes vinhos produzidos.

Ambas as leveduras utilizadas neste projeto fazem parte da colecdo da YeastWine e ja tinham sido
testadas em separado. O comportamento distinto que apresentaram em condicdes de fermentacao levou
ao interesse de as testar em fermentacdo sequencial, tentando incorporar num tnico vinho o melhor que

ambas poderiam proporcionar.



Introducao

2. INTRODUCAO

Este trabalho esta dividido em 5 seccdes principais. Na primeira seccdo ja foi apresentado o tema do
trabalho e os principais objetivos. Nesta seccdo de Introducdo é apresentada a empresa onde foi
realizado o trabalho, ¢ feita uma revisao bibliografica sobre as leveduras envolvidas na producéo artesanal
e industrial de vinho e as diferentes técnicas de inoculacao, fala-se um pouco sobre as particularidades
das leveduras testadas e da fermentacdo de mostos de vinhos brancos; sao referidos sucintamente
alguns dos principais compostos do aroma presentes nos vinhos jovens; finalmente sao explicados os
fundamentos de algumas das técnicas utilizadas. Na seccdo de Materiais e Métodos sdo descritas
pormenorizadamente todas as metodologias utilizadas no decorrer das fermentacdes, na recolha e
analise de amostras e na analise sensorial dos vinhos. Na quarta seccao sao apresentados todos os
dados e resultados obtidos, com uma explicacdo dos mesmos e comparacao de valores com a literatura.
Finalmente, na ultima seccao da-se maior relevo as principais conclusdes retiradas em todo o trabalho

e sao definidas perspetivas a adotar em experiéncias futuras.

2.1 A empresa: Vinalia — Solucdoes de Biotecnologia para a Vitivinicultura

A oportunidade para o estagio curricular foi proposta pela empresa Vinalia — Solucdes de Biotecnologia
para a vitivinicultura, um Spin-Offacadémico da Universidade do Minho criado em 2006, que conta com
0 apoio de Professores e investigadores da mesma como mentores cientificos. Como interlocutor
pluridisciplinar em investigacao e desenvolvimento para o setor vitivinicola, a Vinalia disponibiliza uma
vasta gama de servicos para os produtores de vinhos: consultoria com vista a otimizacdo da qualidade
das uvas, das vinificacOes, e da estabilizacdo e conservacao de vinhos; analises quimicas, fisicas e
microbiologicas dos vinhos; analise sensorial, e ainda estudos de mercado. A empresa organiza também
formacdes a medida das necessidades das empresas ou associacdes, como € o exemplo de cursos a

iniciacao da prova de vinhos (http://www.vinalia.com.pt/).

0 trabalho experimental foi realizado nas instalacoes da YeastWine — Wine solutions, Lda., uma empresa
fundada em 2011 que se ocupa com o isolamento e investigacao de leveduras com propriedades Unicas,
gue possam ser utilizadas no setor dos vinhos como uma mais-valia para a diferenciacao e valorizacao
do produto (http://www.yeastwine.com/). A empresa possui uma estacao piloto com 12 fermentadores

de 20 L cada, com acoplamento de sensores para monitorizar em tempo real os parametros mais
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significativos da fermentacdo. Com o auxilio deste equipamento e de um laboratério de genética, é
possivel testar diferentes leveduras ou condicdes de fermentacdo em simultaneo, reduzindo desperdicios.
A empresa oferece servicos como a identificacdo das espécies de leveduras presentes nas uvas, mosto
e vinho, a caracterizacdo enoldgica das mesmas, identificacdo de leveduras de contaminacao, testes a
escala piloto, producdo de fermentos selecionados em pequena escala e ainda a sua conservacao.
Podem ser também feitas analises fisico-quimicas aos vinhos, assim como analise sensorial (cor, aroma

e sabor) por um painel treinado de provadores.

Para explorar o potencial enologico das leveduras autdctones, a YeastWine detém hoje cerca de
60 variedades de fermentos, oriundos de diversas regides do pais, prontos para serem disponibilizados
ao mercado, oferecendo ainda a possibilidade de recolher as leveduras junto do viticultor. Tudo isto
contribui para que o cliente possa escolher a levedura mais adequada ao tipo de vinho que pretende

produzir, aquela que confere as caracteristicas mais desejaveis ou diferenciadoras.

2.2 A fermentacao e o papel das leveduras de vinificacao

0 vinho, segundo a definicdo da Unido Europeia que consta no Regulamento CE N.° 491/2009, é um
produto obtido exclusivamente por fermentacéo alcoolica, total ou parcial, de uvas frescas ou mosto de
uvas. As castas de uvas que podem ser utilizadas na producao de vinho devem pertencer a espécie
Vitis vinifera, ou ser provenientes de um cruzamento entre esta e outra espécie do género Vifis, salvo

excecOes previstas no mesmo regulamento.

A fermentacao alcoolica € um processo complexo que envolve uma série de reacdes bioquimicas, e que
ocorre por acao de microrganismos presentes no proprio substrato. Estes podem afetar a qualidade do
produto final de varias formas, ao longo de todas as etapas da vinificacao: durante a maturacao das
uvas, ao longo da fermentacao alcodlica e mais tarde durante o envelhecimento. As leveduras s@o os
principais contribuintes para a qualidade do vinho, uma vez que sao elas que realizam a fermentacao
alcodlica do mosto, transformando os acucares da uva em etanol, dioxido de carbono e centenas de
outros metabolitos secundarios que, em conjunto, contribuem para o gosto e aroma caracteristicos do

vinho (Ciani et a/., 2010; Fleet, 2003; Romano et a/., 2003; Saberi et al., 2012).

2.2.1 Fermentacao Natural

As peliculas das uvas maduras sao um meio nao estéril, e possuem uma grande biodiversidade

microbiana. Apos o esmagamento das uvas e das peliculas, sdo transferidos para o mosto diversos
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fungos e bactérias, e em particular varias espécies de leveduras com capacidade para realizar uma
fermentacdo espontanea (Ciani ef a/., 2010; Perrone et a/., 2013; Romano et a/., 2003; Saberi et al.,

2012).

Durante a fermentacéo natural do mosto podem estar presentes varios géneros e espécies de leveduras,
gue interagem entre si e operam simultanea ou sucessivamente (Barrajon et al, 2011; Ciani et al., 2010;
Fleet, 2003; Romano et al, 2003). Nos primeiros estagios da fermentacdo predominam leveduras
apiculadas, com capacidade fermentativa moderada, dos géneros Hanseniaspora/ Kloeckera,
Metschnikowia e Candida, e por vezes ainda Pichia e Kluyveromyces (Ciani et al,, 2006; Fleet, 2003;
Medina et al., 2013; Rodriguez et al., 2010). Depois de 3 ou 4 dias (Ciani ef a/., 2010), e a medida que
a matriz do mosto se altera e comeca a tornar em vinho, estas leveduras perdem atividade e sao
substituidas por leveduras elipticas, da espécie S. cerevisiae (Ciani et al., 2006; Perrone et al., 2013),

gue assumem o controlo do processo de fermentacao até que este esteja terminado.

Apesar de nas peliculas da uva e nas primeiras fases da fermentacao a S. cerevisiae nao estar presente
em grande quantidade (geralmente ocorre em populacdes com numero de unidades formadoras de
coldnias inferior a 100 g, e em alguns estudos ndo se conseguiu isolar esta espécie a partir das uvas),
o facto de surgir sempre em todas as fermentacdes e a sua capacidade para dominar as etapas
intermediarias e finais do processo levaram a que fosse considerada a principal levedura de vinificacdo

(Andorra et al., 2012; Beltran et al., 2002; Capece et al, 2013; Romano et al., 2003).

A producao de etanol por S. cerevisiae é considerado um dos principais fatores que condiciona o
crescimento de espécies nao-Saccharomyces durante a fermentacdo. A evolucdo sequencial das
espécies de leveduras ¢ em grande parte determinada pela sua suscetibilidade ao aumento da
concentracao em etanol no mosto em fermentacao (Capece ef a/, 2013; Ciani e Comitini, 2015;
Fleet, 2003). As leveduras que nao pertencem ao género Saccharomyces morrem mais cedo porque sao
mais sensiveis ao etanol, e geralmente nao tolerantes a concentracdes deste composto que ultrapassem

os 5% a7 % (Capece efal., 2013; Ciani e Comitini, 2015; Fleet, 2003).

As diferentes estirpes de S. cerevisiae sobrevivem e predominam nos ultimos estagios da fermentacéo
devido a sua elevada resisténcia ao etanol, que é também o principal produto do seu metabolismo
(Cheraiti et al,, 2005). Dentro desta espécie, distintas estirpes apresentam diferentes tolerancias ao
etanol e outros compostos, pelo que este é também um fator que condiciona o crescimento sequencial

de estirpes de leveduras da mesma espécie (Fleet, 2003).
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Na verdade, dentro do ecossistema vinho, existem numerosos mecanismos através dos quais uma
levedura pode influenciar o crescimento de outras espécies (Fleet, 2003). Além do etanol, outros
compostos produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo podem tornar-se inibitérios para outras
espécies ou estirpes de leveduras, exercendo no meio uma pressdo seletiva (Ciani e Comitini, 2015).
Sdo exemplos o acido acético, acidos gordos de cadeia média e acetaldeido; algumas proteinas e
péptidos também apresentam propriedades antimicrobianas, e pode ainda haver producao de toxinas e
enzimas que destroem as paredes celulares de determinadas espécies de microrganismos (Ciani e

Comitini, 2015; Fleet, 2003).

0 mosto de uvas, devido a sua composicao, constitui um meio seletivo onde o crescimento das leveduras
pode também ser influenciado pela competicdo por nutrientes, como acucares, azoto, sais minerais e
oxigénio (Ciani e Comitini, 2015; Perrone et al, 2013). O crescimento inicial de leveduras diminui o
conteudo em nutrientes do mosto, tornando-o um ambiente menos favoravel para o desenvolvimento de
novas espécies microbianas (Fleet, 2003). S. cerevisiae é altamente eficiente na conversdo de fontes
nutricionais em biomassa, o que pode representar a razdo para 0 seu sucesso nas fermentacoes
industriais (Andorra ef al,, 2012; Perrone et al,, 2013). Existem ainda outros fendmenos que podem
influenciar o crescimento sequencial das leveduras ao longo da fermentacéo, como a temperatura e a
densidade celular, uma vez que o contacto entre células de diferentes espécies (ou mesmo diferentes
estirpes dentro da mesma espécie) pode despoletar mecanismos de competicdo ou protecéo

(Capece et al,, 2013; Ciani e Comitini, 2015; Perrone et al.,, 2013).

Em suma, a forte capacidade competitiva das leveduras S. cerevisiae deve-se a uma combinacao de
propriedades, tais como um crescimento rapido, o consumo eficiente de glucose e outros nutrientes, boa
capacidade de producao e tolerancia ao etanol (Andorra et al,, 2012; Perrone et al.,, 2013). Estes fatores

aplicam-se também na competicao existente entre estirpes da mesma espécie (Perrone et al., 2013).

2.2.2 Fermentacdo com leveduras puras selecionadas

Tradicionalmente a fermentacao alcoolica do vinho era realizada pelas leveduras indigenas da uva, o que
muitas vezes resultava em fermentacoes lentas, crescimento de microrganismos de alteracao, formacao
de compostos indesejaveis ou mesmo paragens na fermentacao, o que tornava a vinificacao um processo
arriscado e com baixa fiabilidade (Ciani et a/, 2010; Raynal et a/, 2009). Ha, de facto, evidéncias de
gue o controlo microbiologico do processo de fermentacdo permite uma melhor gestao da fermentacao
alcoolica (Comitini ef a/,, 2011). Por esta razao, e para assegurar uma fermentacdo controlada e mais

confiavel, foram introduzidas no mercado culturas de leveduras selecionadas, sob a forma de levedura
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seca ativa, para serem utilizadas como culturas de arranque para a fermentacdo alcodlica do mosto
(Cheraiti et al., 2005; Saberi et al,, 2012). Estes fermentos sdo, na sua maioria, estirpes puras de
S. cerevisiae, ja que esta levedura (quando inoculada em quantidade suficiente) domina o processo de
fermentacdo e suprime o crescimento das leveduras nativas nao-Saccharomyces do mosto, além de ser
mais resistente a agentes antisséticos como o SO: (Ciani et a/, 2010; Comitini et a/, 2011;

Medina ef al., 2013; Ortiz et a/, 2013; Romano et al,, 2003).

A inoculacao do mosto com uma cultura selecionada de S. cerevisiae foi sendo introduzida na industria
vinicola como uma forma de aumentar o controlo do processo, garantir uma fermentacdo suave, rapida
e sem desvios, reduzir o risco de defeitos organoléticos resultantes do crescimento e metabolismo de
certas leveduras indigenas, obter vinhos com as caracteristicas desejadas e com qualidade consistente
(Andorra et al,, 2012; Barrajon et al., 2011; Cheraiti ef a/., 2005; Ciani et a/., 2010; Ciani e Comitini,
2015; Raynal et a/., 2009; Romano ef a/., 2003). Com a disponibilidade comercial de culturas secas
ativas de S. cerevisiae, a inoculacdo do mosto tornou-se atrativa e conveniente, e como tal, no presente

& uma pratica difundida (Ciani et a/., 2010).

Além de assegurar o controlo microbiolégico da fermentacao, a inoculacado com uma estirpe particular
também pode ter como objetivo a obtencdo de caracteristicas especificas no produto final (um
determinado teor alcoolico, uma aroma particular, menor acidez, etc.). Para tal € necessario que a estirpe
inoculada apresente um crescimento rapido, capaz de competir com as leveduras nativas e dominar a
fermentacdo, para que se obtenham os efeitos desejados no vinho produzido. S6 quando a
predominancia é garantida € que a cultura de arranque inoculada pode produzir o efeito desejado no
produto final: como ja referido neste capitulo, a S. cerevisiae possui as caracteristicas necessarias para
se sobrepor e assumir o controlo da fermentacao alcoolica (Andorra et al., 2012; Capece et al., 2013;

Perrone et al., 2013), e certas estirpes tém capacidade para dominar sobre outras da mesma espécie.

Embora as leveduras indigenas da uva (na sua maioria espécies nao-Saccharomyces) nao sejam as mais
adequadas para a realizacao de fermentacao alcodlica (Raynal ef a/, 2009), estudos tém demonstrado
que estas nao sao totalmente suprimidas nas primeiras fases da fermentacéo, e enquanto competem
com a cultura inoculada também libertam certos metabolitos de interesse, que podem contribuir para a

qualidade do produto final (Capece et a/., 2013; Medina et a/., 2013).

As fermentacdes inoculadas com leveduras puras nao-Saccharomyces, por si S0, ha maior parte das

vezes nao sao viaveis: estas leveduras tém capacidades fermentativas limitadas (taxas de fermentacao
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baixas, baixa resisténcia ao etanol, o que resulta muita vezes em paragens antes do final expectavel da
fermentacado), produzem metabolitos indesejaveis, tém baixa resisténcia ao SOz e sdo pouco competitivas
em condicoes enologicas (Andorra et al., 2012; Ciani et al, 2010; Rodriguez et al., 2010). Estas
leveduras so6 devem ser utilizadas como culturas de arranque em conjunto com estirpes de S. cerevisiae

fortemente fermentativas, garantindo assim a conclusao do processo (Rodriguez et af., 2010).

O uso generalizado de estirpes selecionadas de S. cerevisiae ¢ uma simplificacdo da diversidade
microbioldgica do mosto, e limita ndo s6 o desenvolvimento de organismos de alteracdo, mas também
0 de espécies e estirpes que poderiam contribuir positivamente para o aroma e singularidade de um
vinho (Barrajon et al., 2011; Ciani et al, 2010). A utilizacdo de monoculturas para inoculacdo do mosto
resulta na padronizacao das propriedades analiticas e sensoriais do vinho, diminuindo a complexidade

do produto (Cheraiti ef a/, 2005; Ciani et al,, 2010).

2.2.3 Fermentacao com culturas mistas de leveduras

A fermentacao conduzida com a flora natural do mosto conduz a resultados imprevisiveis; por outro lado,
a utilizacao de estirpes puras industriais pode resultar na perda de complexidade do vinho. Por estas
razdes, um processo alternativo ganhou interesse: a inoculacao do mosto de uvas com varias estirpes

diferentes de leveduras secas ativas (Cheraiti ef a/., 2005; Saberi et a/., 2012; Sadoudi ef a/., 2012).

O numero limitado de estirpes de leveduras comerciais utilizados para a elaboracdo do vinho contribui
para a producao de vinhos com estilos semelhantes e caracteristicas uniformes em todo o mundo
(Medina et al.,, 2013; Saberi et al., 2012). Acredita-se que os vinhos elaborados por inoculacéo de uma
estirpe comercial de S. cerevisiae sao menos complexos do que os produzidos por fermentacao natural

do mosto com as leveduras indigenas (Sadoudi ef a/, 2012).

Nos ultimos anos os consumidores tém procurado novos produtos, mais diversificados, o que estimulou
a pesquisa e o0 desenvolvimento de novas praticas de vinificacdo na tentativa de responder a esta
tendéncia e atrair um mercado mais amplo (Saberi ef a/., 2012). Uma das tendéncias atuais ¢ a
fermentacao controlada do mosto utilizando culturas de arranque mistas, compostas por uma ou mais
leveduras de vinificacdo com uma combinacéo de boas propriedades fermentativas e elevada producao
de compostos aromaticos e outros de interesse (Barrajon et a/, 2011; Ciani e Comitini, 2015;
Clemente-Jimenez et al., 2005; Fleet, 2003). Desta forma é possivel superar a falta de complexidade
dos vinhos produzidos por culturas puras de uma Uunica levedura, e consegue-se melhorar as

caracteristicas particulares e especificas de muitos vinhos (Capece et al, 2013; Ciani et a/., 2010).
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Diversos estudos ja descreveram fermentacdes alcoolicas de mostos de uvas (natural ou sintético)
realizadas com culturas de arranque mistas com uma levedura nao-Saccharomyces e com uma estirpe
de S. cerevisiae (Andorra et al., 2012; Ciani et a/., 2006; Clemente-Jimenez et a/., 2005; Comitini et a/.,
2011; Gobbi et al,, 2013; Loira et al,, 2014; Medina et a/,, 2013; Raynal et a/., 2009; Rodriguez et al.,
2010; Sadoudi et al., 2012), com duas leveduras do género Saccharomyces (Cheraiti et al., 2005; Howell
et al., 2006), ou entdo duas estirpes diferentes de S. cerevisiae (Barrajon et al., 2011; Capece et al,
2013; Saberi et al, 2012). Regra geral, S. cerevisiae deve estar presente para garantir uma fermentacao
completa. Existem ainda duas formas de aplicar estes indculos: de forma simultanea, ou aplicados

sequencialmente (Clemente-Jimenez et a/,, 2005; Comitini ef al, 2011).

Algumas espécies de leveduras que nao pertencem ao género Saccharomyces, apesar de na sua maioria
nao terem uma toleréncia ao etanol que lhes permita concluir a fermentacédo, também se mostram
importantes para a qualidade de um vinho (Ortiz ef a/,, 2013). Elas produzem grandes quantidades de
metabolitos secundarios que contribuem para o aroma, gosto e corpo do vinho, podendo melhorar o seu
perfil sensorial (Andorra ef al., 2012; Ciani et a/,, 2010). Leveduras de vinificacdo nado-Saccharomyces
selecionadas podem ser utilizadas em associacdo com culturas de arranque de S. cerevisiae para alterar
a composicao quimica, melhorar a qualidade e complexidade do produto final (Comitini ef a/., 2011). De
entre as leveduras nao-Saccharomyces que tém sido estudadas em associacdo com S. cerevisiae
destacam-se 7orulaspora delbrueckii, Hanseniaspora uvarum, Pichia fermentans, Hanseniaspora vineae,
Candida pulcherrima, Kluyveromyces thermotoleranse Metschnikowia pulcherrima (Andorra etal., 2012;
Ciani et al,, 2006; Clemente-Jimenez et al,, 2005; Comitini et al, 2011; Gobbi et al,, 2013; Loira et al.,
2014; Medina et al., 2013; Raynal et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Sadoudi et a/., 2012).

Embora o crescimento de cada espécie de levedura de vinificacdo seja caracterizado por uma atividade
metabolica especifica e conhecida, dentro de cada espécie existe uma variabilidade significativa entre
estirpes (Romano ef al., 2003). Esta bem estabelecido que, dentro de S. cerevisiae, diferentes estirpes
tém diferentes efeitos sobre o sabor do vinho (Fleet, 2003; Molina et a/,, 2009). A producao de certos
compostos que influenciam o aroma do vinho ¢ afetada pela estirpe de levedura utilizada (Barrajon ef a/.,
2011; Molina et al, 2009). Por esta razdo estudos foram também feitos com diferentes estirpes da
espécie S. cerevisiae, tanto em inoculacao simultdnea como introduzidas sequencialmente no mosto
(Barrajon et al., 2011; Capece et al,, 2013; King et al., 2010; Perrone et al., 2013; Saberi et al., 2012).
Existem ainda, embora em menor quantidade, estudos feitos com diferentes espécies do género

Saccharomyces (Cheraiti et al., 2005; Howell ef a/., 2006).
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Atualmente ja existem no mercado inoculos de arranque que contém uma mistura de leveduras
industriais com propriedades distintas, como € o caso dos produtos ZYMAFLORE® ALPHA TD N. SACCH.,
da empresa europeia Laffort, e do LEVEL2™ TD, produzido pela Lallemand no Canada. Ambos contém

uma estirpe de 7. delbrueckiie uma estirpe de S. cerevisiae (Loira et al., 2014; Raynal et al., 2009).

Os estudos ja referidos provam que vinhos com culturas mistas ou sequenciais tém composicao diferente
dos vinhos produzidos por inoculacdo do mosto com estirpes puras. Mesmo que apenas uma das
espécies domine no final da fermentacéo, as culturas mistas produzem maior quantidade de metabolitos
secundarios volateis, que contribuem para uma maior complexidade e intensidade do aroma
(Andorra et al,, 2012; Barrajon et al., 2011; Medina et al,, 2013; Saberi et al., 2012). Em determinados
casos também se consegue uma melhoria no corpo do vinho (Medina ef a/, 2013). De facto, a
composicao do vinho, e consequentemente a sua qualidade, pode ser melhorada por selecao e
combinacao de diferentes espécies ou estirpes, diferentes metodologias e taxas de inoculacéo

(Comitini et al,, 2011).

Quando se analisam vinhos produzidos por culturas mistas, € intuitivo afirmar-se que estes apresentam
perfis sensoriais distintos dos vinhos elaborados com uma cultura pura. O que também acontece é que
guando se misturam vinhos produzidos por duas culturas puras em separado para tentar reproduzir um
vinho produzido por essas duas leveduras em co-inoculacao, o resultado nao € o mesmo. Durante as
fermentacOes mistas, as estirpes de levedura produzem um vinho caracterizado por uma combinacao
de substancias diferente da dos vinhos obtidos por mistura de vinhos de estirpes individuais

(Capece et al,, 2013; Ciani et al., 2010; Howell et al., 2006).

0 sabor global do vinho resultante da fermentacéo de cultura mista nao pode ser reproduzido por simples
mistura de vinhos de culturas puras (Capece et a/, 2013). Este resultado sugere que as diferencas
verificadas sao devidas a interacdes metabdlicas entre leveduras (Capece et a/., 2013; Ciani et al., 2010;
Comitini et al., 2011; Howell et a/., 2006). Durante as fermentacdes mistas as interacdes entre diferentes
leveduras afetam o metabolismo das espécies envolvidas, alterando o tipo de compostos ou a quantidade

produzida (Andorra et al,, 2012; Barrajon et al., 2011; Sadoudi et a/., 2012).

No entanto, as interacdes entre estirpes ou espécies em culturas mistas podem ter efeitos positivos ou
negativos sobre as caracteristicas organoléticas do vinho (Cheraiti ef a/., 2005; Ciani e Comitini, 2015;
Sadoudi et al., 2012). Por exemplo, uma co-cultura de Candida zemplinina e de S. cerevisiae resultou
numa menor concentracao de compostos aromaticos (em comparacao com vinho de uma cultura pura

de C. zemplinina), o que sugere uma possivel interacao negativa entre estas duas leveduras
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(Sadoudi et a/., 2012). Estas interacdes entre as estirpes de leveduras utilizadas e os potenciais efeitos
sobre o produto final tém que ser testados e avaliados, para que se consigam selecionar leveduras com

efeitos sinérgicos no perfil sensorial do vinho (Barrajon et a/., 2011; Cheraiti ef al,, 2005).

Como referido anteriormente neste capitulo, um aspeto importante no delinear de uma fermentacdo com
culturas mistas é a selecdo de leveduras compativeis, com interacdes positivas para o perfil sensorial do
vinho. A temperatura de fermentacdo ¢ outro fator a ter em conta, uma vez que influencia
significativamente a producdo da maioria dos compostos volateis (Molina ef a/., 2009). O perfil dos vinhos
pode ainda variar com o tipo de mosto e com a escala a que é realizada a fermentacéo (Ciani e Comitini,
2015; Mateos et al,, 2006). A levedura em desenvolvimento interage com o substrato: isto tem que ser
considerado na escolha de uma estirpe para uma variedade de uva ou mosto particular. Os resultados
obtidos em ensaios laboratoriais também podem diferir das fermentacbes em grande escala

(Rodriguez et al., 2010; Romano et al., 2003).

2.2.4 Fermentacdo Sequencial

A inoculacao sequencial € uma forma de reproduzir o processo de fermentacao natural de um mosto de
uvas (Barrajon et al, 2011; Ciani etal, 2010; Loira et al., 2014; Sadoudi et al, 2012). E também uma
forma de aumentar a complexidade do aroma do vinho, evitando os riscos associados a fermentacao
espontanea (Ciani et al, 2010; Sadoudi et a/., 2012). Tal como na fermentacdo natural, na fermentacéo
sequencial é inoculada e desenvolve-se primeiro uma levedura com menor tolerancia ao etanol, que
produz compostos de aroma ou paladar desejaveis, e em seguida uma estirpe de S. cerevisiae que
termina a fermentacédo, produzindo no vinho um teor alcodlico adequado (Barrajon et al, 2011).
Comparando as varias modalidades de inoculacédo, a fermentacao sequencial apresenta-se, muitas

vezes, como a mais adequada para a combinacao de estirpes diferentes (Rodriguez et a/., 2010).

A inoculacao sequencial apresenta ainda uma outra vantagem: evita colocar as diferentes leveduras em
competicao entre si, pelo que cada uma consegue exprimir as suas qualidades sensoriais e fermentativas
(Raynal et al., 2009). Mesmo nesta condicao, para se conseguirem vinhos com um perfil desejavel é
necessario escolher leveduras compativeis, porque embora nao interajam diretamente, os compostos
libertados pela primeira podem inibir o crescimento da segunda, ou a atividade enzimatica da segunda
pode degradar os compostos de aroma produzidos pela primeira. Como consequéncia diferentes
combinacdes devem ser testadas, a fim de determinar a melhor combinacdo capaz de melhorar a

qualidade do vinho (Barrajon et al., 2011).
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2.2.5 Relacdes e caracteristicas das principais leveduras do género Saccharomyces

O estatuto taxonomico das espécies do género Saccharomyces sofreu varias alteracdes ao longo dos
anos, o que ainda gera alguma confusdo (Fernandez-Espinar et a/, 2000; Montrocher et al., 1998;
Ribéreau-Gayon et a/,, 2006). As técnicas convencionais para classificacdo de leveduras passavam pelo
estudo das suas caracteristicas morfolégicas e fisiologicas, como a capacidade para fermentar diferentes
fontes de carbono (melibiose, galactose, lactose, entre outras) ou crescer em meios seletivos (como meio
de lisina) (Montrocher et al, 1998; Pham et al, 2011). Devido a grande proximidade entre algumas das

espécies, estes métodos nado eram suficientes para a sua diferenciacdo (Montrocher ef al., 1998).

Devido a coexisténcia de espécies do género Saccharomyces em fermentacoes, elas acabam por trocar
material genético entre si, formando novas espécies que sdo hibridas de outras pré-existentes
(Montrocher et al., 1998; Nguyen e Gaillardin, 2005). Desta forma, a relacao entre certas leveduras é
muito proxima, nao soé a nivel fisioldgico mas também a nivel molecular, e sdo necessarias técnicas muito
especificas para se conseguir uma distincao evidente. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular tornou-se possivel medir o nivel de homologia do DNA, e com base nos novos dados foram

feitas revisdes taxondmicas (Fernandez-Espinar et a/., 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Inicialmente (1952), S. cerevisiae, S. uvarum, S. oviformis e S. bayanus eram consideradas espécies
distintas, juntamente com as restantes espécies pertencentes ao género Saccharomyces. Mais tarde
(1970) foram integradas outras espécies no género Saccharomyces, e algumas espécies ja existentes
desapareceram ou foram integradas noutras, como foi o caso de S. oviformis, que passou a fazer parte
de S. bayanus. Ja em 1984 varias espécies foram agrupadas sob 0 nome S. cerevisiae (nomeadamente
S. bayanus e S. uvarum), sendo consideradas como variedades desta espécie devido as suas
semelhancas, embora tivessem capacidades de assimilacdo de acucares diferentes (Ribéreau-Gayon
et al., 2006). Mais tarde (2000), com base em dados de biologia molecular, o género Saccharomyces
foi separado em trés grupos, sendo que um deles, Saccharomyces sensu stricto, compreendia as
espécies S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus e S. paradoxus, que nao sao diferenciaveis por testes
fisiologicos (Fernandez-Espinar ef a/., 2000; Montrocher et a/., 1998; Ribéreau-Gayon et a/., 2006). A
espécie anteriormente conhecida como S. cerevisiae var. uvarum foi incluida em S. bayanus, passando

a ser S. bayanus var. uvarum (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Mais recentemente, autores como Nguyen e Gaillardin (2005) e Pulvirenti et a/. (2000) provaram através
de técnicas moleculares utilizando o DNA ribossomal que S. wvarum é uma espécie distinta dentro do

complexo Saccharomyces sensu stricto, e nao um sinénimo ou variedade de S. bayanusou S. cerevisiae.
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A estirpe tipo de S. uvarum para este novo estatuto taxonomico ¢ a CBS 395 (Nguyen e Gaillardin, 2005).

As principais leveduras de vinificacdo dentro do género Saccharomyces sao S. cerevisiae e S. uvarum
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). As caracteristicas que fazem de S. cerevisiae a levedura de eleicao para
a fermentacao alcoolica, entre elas a capacidade de fermentacdes rapidas e completas, foram ja referidas
neste trabalho (seccdo 2.2.1 e seccdo 2.2.2). A espécie S. wvarum é também encontrada muitas vezes
em fermentacdes espontaneas, e esta associada a temperaturas baixas (Ribéreau-Gayon et a/., 2006;
Sampaio e Goncalves, 2008). E também conhecida por produzir mais 2-feniletanol do que S. cerevisiae,

e por isso dar origem a vinhos com aroma floral (a rosas) mais acentuado (Ribéreau-Gayon et a/., 2006).

2.2.6 Particularidades da vinificacao em branco

Os processos aplicados na fermentacdo de mostos de uvas brancas ndo sdo 0s mesmos que se aplicam
no caso de uvas tintas, o que faz com que os vinhos brancos tenham uma cor, sabor e carater diferente,
como é desejavel. As principais diferencas, no caso da vinificacdo em branco, sao a prensagem das uvas
antes da etapa de fermentacéo e a auséncia de maceracao. Desta forma consegue-se que o0 vinho branco

ndo incorpore as substancias amargas de aroma herbaceo do engaco e da pelicula (Peynaud, 1989).

No processo tradicional de vinificacdo em branco, depois da vindima e rececao das uvas, procede-se a
extracao do mosto por meios mecanicos. As uvas sao desengacadas, esmagadas, e depois prensadas
para libertar o mosto. Pode ser adicionado didxido de enxofre (sulfitagem) para proteger o mosto antes
da fermentacao, e também bentonite para clarificar o mosto, eliminar materiais em suspensao e diminuir

a turvacao (Peynaud, 1989).

Além de uma fonte de carbono, as leveduras necessitam também de uma fonte de azoto para se
desenvolverem. O mosto contém azoto sob varias formas: azoto amoniacal (nomeadamente o ido
amonio, NH4", e 0 amoniaco, NHs), aminoacidos, polipéptidos e proteinas. O azoto amoniacal é o que as
leveduras assimilam mais facilmente, seguido dos aminoacidos, e deve estar presente em concentracdes
entre 25 mg/L e 50 mg/L. Quando o teor em azoto amoniacal do mosto é inferior a 25 mg/L, ou o
teor de azoto assimilavel é inferior a 100 mg/L, deve proceder-se a suplementacdo do mosto

(Ribéreau-Gayon et a/., 2006).

A etapa seguinte é a fermentacao alcodlica. O mosto é inoculado com levedura seca ativa e a temperatura
deve ser controlada e mantida abaixo dos 20 °C (Peynaud, 1989). Temperaturas baixas podem ajudar

numa maior producao de ésteres e menor perda de aromas varietais, o que contribui de forma positiva
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para a complexidade do aroma do vinho final. Um aumento da clarificacdo do mosto também pode

resultar numa maior producéo de ésteres — com aromas frutados e florais (Ribéreau-Gayon et a/., 2006).

Durante o inicio da fermentacdo o mosto deve ser arejado, para que as leveduras consigam sintetizar
esterois que sao componentes essenciais para a permeabilidade da membrana celular. Durante a
conversao dos acucares em etanol, a massa volumica do mosto diminui, e a fermentacado da-se por
terminada (no caso dos vinhos secos) quando este parametro atinge um valor inferior a 1000 g/L. No
final da fermentacdo alcoolica é feita uma trasfega para separar as borras que se depositam no fundo
da cuba ou fermentador e procede-se novamente a sulfitagem, corrigindo a concentracdo de didxido de

enxofre, para preservar o vinho (Peynaud, 1989; Ribéreau-Gayon et a/,, 2006).

2.3 0 aroma do vinho

A qualidade do vinho pode ser avaliada por uma mistura de analises sensoriais — cor, gosto e aroma — e
quimicas — diversidade e concentracdo de pigmentos, moléculas aromaticas, acucares, acidos, etc. (King
et al., 2010; Loira et al,, 2014). A primeira impressdo que se tem de um vinho ¢ dada pelo seu aspeto
e, em especial, pela cor. O sentido da visdo é determinante na avaliacdo primaria da qualidade do vinho,

do seu estado de evolucdo e da existéncia de defeitos (Genisheva ef a/., 2012).

Do ponto de vista do consumidor, a caracteristica mais importante dos vinhos é o seu sabor (Genisheva
et al, 2012; Lambrechts e Pretorius, 2000). O sabor de um vinho, ou de qualquer outro produto, pode
ser visto como a impressao sensorial global causada tanto pelo seu gosto como pelo aroma

(Lambrechts e Pretorius, 2000).

0 gosto de um alimento esta relacionado apenas com o que é percebido na boca pelas papilas gustativas,
e pode ser doce, salgado, amargo, acido, ou uma combinacao destes. No caso do vinho, podem ser
encontrados todos estes gostos elementares, provocados por diferentes moléculas que fazem parte da
sua complexa constituicdo. A docura, em maior ou menor grau, deriva do etanol, do glicerol e dos
acucares residuais que nao foram fermentados; a acidez é causada pelos acidos provenientes da uva ou
formados durante a fermentacao; sais minerais dissolvidos podem dar um gosto ligeiramente salgado; o
amargor € proveniente de compostos fenolicos, como os taninos. Existem também outras sensacdes que
sao percebidas na boca, como a adstringéncia e o chamado “corpo” do vinho, que na realidade estéo

mais associadas ao sentido do tato (Peynaud, 1989).

Por sua vez, o aroma pode ser percebido por via nasal direta, quando moléculas volateis atingem os

recetores olfativos pelo nariz, ou por via retronasal, quando as moléculas se vaporizam na boca (devido
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também a temperatura corporal) (Jacobson, 2006; Peynaud, 1989).

0 gosto e 0 aroma do vinho sdo percecdes sensoriais que variam ndo sé com a composicao quimica do
produto, mas também com o individuo e a sua experiéncia. A resposta final do consumidor depende de

muitas variaveis e ¢ dificil de prever (Fleet, 2003).

0 aroma é um componente muito importante da qualidade organolética dos vinhos (Mateos et a/., 2006).
As varias espécies e estirpes de leveduras que se desenvolvem durante o processo fermentativo global
metabolizam os constituintes do sumo de uva. A fermentacao alcoolica é a via metabolica pela qual as
leveduras convertem os acucares do mosto em etanol, didxido de carbono e outros subprodutos menos
abundantes, enquanto produzem energia para as suas funcdes vitais (Andorra et al,, 2012; Ciani et al.,
2010; Romano et al., 2003). Os metabolitos secundarios destas reacées sdo uma vasta gama de
compostos volateis e ndo volateis, que influenciam e determinam o aroma e gosto do vinho (Andorra
etal, 2012; Romano et al, 2003). O teor total de compostos volateis do aroma no vinho varia entre

0.8 g/Le 1.2 g/L (Mateos et al., 2006).

Em termos quimicos, o aroma do vinho depende de varios fatores como a variedade, o estado sanitario
e a maturacao da uva, das praticas enologicas, dos microrganismos envolvidos e dos processos de
maturacdo, se aplicados (Fleet, 2003; Hernandez ef a/, 2003; King et a/, 2010). Desta forma, os
compostos que constituem o aroma do vinho podem ser classificados consoante a sua origem:
compostos do aroma varietal sdo provenientes das uvas; o aroma pré-fermentativo esta ligado aos
compostos formados durante as operacdes de extracdo e condicionamento do mosto; aroma
fermentativo corresponde aos compostos produzidos por leveduras e bactérias durante as fermentacoes;
0 aroma pos-fermentativo esta relacionado com as reacdes que ocorrem durante os processos de
conservacao e/ou envelhecimento (Lambrechts e Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon et a/.,, 2000; Romano

etal, 2003).

2.3.1 Aroma Varietal

Os compostos do aroma existentes nas proprias uvas refletem as principais caracteristicas da casta, do
clima e do solo, e sao responsaveis pelo aroma varietal dos vinhos. Embora uma grande parte das castas
seja praticamente inodora, os compostos volateis do aroma originarios das uvas revelam-se apds a

fermentacao (Ribéreau-Gayon ef a/,, 2000).

Os terpenos sdo um dos principais componentes da uva que contribuem para o aroma do vinho, e estdo
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presentes em duas formas: sob a forma livre volatil, ou sob forma de precursores glicosilados nao-volateis
e inodoros (Hernandez et al., 2003; Spagna et al., 2002; Villena et al., 2007). A razdo de terpenos
conjugados para livres pode ser tdo alta como de 15:1 (Spagna ef a/., 2002). A formula base dos terpenos
é (CsHs)n, e podem pertencer a diferentes grupos quimicos: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e acidos

(Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon ef al., 2000).

Os mais interessantes sdo os alcoois monoterpénicos (terpendis), que apresentam aromas florais e
frutados mesmo a baixas concentracdes, como o linalol, geraniol, nerol, a-terpineol, citronelol e Ho-trienol
(Ribéreau-Gayon et al., 2000) que constam da Tabela 1. Sendo capaz de hidrolisar a ligacdo entre terpeno
e glicosideo, a B-glucosidase contribui para um aumento da concentracao destas substancias aromaticas

no vinho (Ciani et al, 2010; Hernandez et al., 2003; Villena et al,, 2007).

As metoxipirazinas sao compostos heterociclicos azotados volateis, muito caracteristicas de algumas
castas, e que conferem um aroma vegetal (semelhante a pimento verde) e por vezes terroso. Alguns
exemplos mais significativos sao a 2-metoxi-3-isobutilpirazina, a 2-metoxi-3-isopropilpirazina e a

2-metoxi-3-secbutilpirazina (Ribéreau-Gayon et a/., 2000).

Os norisoprendides em Cis, derivados dos carotenoides, existem na uva principalmente associados a
acucares e em menor quantidade no estado livre. No decorrer da fermentacdo sao libertados dos
precursores por hidrolise acida ou enzimatica, sofrendo depois alguns rearranjos quimicos, e
contribuindo para o aroma final do vinho. Um dos mais importantes é a B-damascenona, que tem um
aroma complexo floral e frutado (rosa, mel, fruto tropical, compota de maca) percetivel a baixas

concentracdes (Francis e Newton, 2005; Ribéreau-Gayon et a/., 2000).

Os tiois volateis, originados a partir dos s-conjugados de cisteina podem ter aromas interessantes, mas

a concentracdes mais elevadas o seu cheiro torna-se desagradavel. Isto acontece, por exemplo, com a

Tabela 1 - Alcoois monoterpénicos e descritores aromaticos associados

Terpenol Descritores”
Linalol Floral, lavanda
o-Terpineol Pinho, lirio
Citronelol Limao verde
Nerol Lima, rosa
Ho-trienol Tilia

Geraniol Rosa

(a) - Ribéreau-Gayon et al,, 2000; Vilanova et al., 2010.
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4-mercapto-4-metil-2-pentanona, que pode apresentar tanto um aroma de buxo, giesta ou maracuja,
como de “urina de gato”, dependendo da concentracdo (Francis e Newton, 2005; Oliveira, 2000;

Ribéreau-Gayon et a/., 2000).

2.3.2 Aroma fermentativo

As leveduras fazem uma contribuicdo positiva para as caracteristicas sensoriais do vinho durante a
fermentacado alcodlica através da utilizacdo dos componentes do mosto, da producédo de etanol e outros
solventes que ajudam a extrair componentes das partes solidas da uva, pela producdo de centenas
metabolitos secundarios aromaticos e pela producéo de enzimas, que transformam compostos neutros
da uva em compostos ativos do aroma. Estas reacOes, especialmente a producdao de metabolitos
secundarios, variam com a espécie e estirpe de levedura (Fleet, 2003). Os compostos do aroma
fermentativo sdo os mais abundantes e o0s principais responsaveis pelo carater do vinho final

(Oliveira, 2000).

0 etanol, glicerol e dioxido de carbono sao os principais compostos volateis produzidos na fermentacao,
mas tém uma contribuicdo relativamente pequena para o aroma do vinho. Os compostos menos
abundantes como acidos organicos, alcoois superiores e seus ésteres, e 0 acetaldeido, formam o
"bouquet" fermentativo e sdo os principais responsaveis pelo aroma do vinho (Andorra et al., 2012;
Lambrechts e Pretorius, 2000; Romano ef a/,, 2003). Quando presentes em concentracdes excessivas,
alguns destes compostos podem tornar-se indesejaveis (Barrajon et al, 2011; Mateos et al., 2006;

Romano et af., 2003).

0 acido acético, o acetaldeido, o acetato de etilo, o 1-propanol, o 2-metil-1-propanol, o 2-metil-1-butanol
e 0 3-metil-1-butanol perfazem mais de metade dos compostos volateis responsaveis pelo aroma. A outra
metade esta distribuida entre 600 a 800 compostos presentes em quantidades muito baixas (acetais,
acidos organicos, alcoois, compostos fenolicos e compostos heterociclicos, ésteres e compostos
sulfurados) (Mateos et a/., 2006). O perfil aromatico do vinho nao ¢ definido pelos compostos individuais,

mas sim pela mistura dos mesmos (Villena et a/., 2007).

Os alcoois superiores sao quantitativamente a maior familia de compostos aromaticos no vinho. Sao
hidrocarbonetos com uma funcéo alcool e mais de dois atomos de carbono (peso molecular superior ao
do etanol), e sdo caracterizados pelo seu cheiro forte e pungente, com excecdo do 2-feniletanol que é
associado a um aroma a rosas (Lambrechts e Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon ef al, 2006). A

concentracao de alcoois superiores no vinho pode variar entre 100 mg/L e 300 mg/L, e dentro destes
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valores fazem uma contribuicdo positiva para o aroma do vinho; acima deste limite podem ter um
impacto negativo (Lambrechts e Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon et a/., 2000). Os alcoois superiores
mais abundantes nos vinhos (que podem existir em concentracées superiores a 50 mg/L) sdo o
2-metil-1-propanol, o 3-metil-1-butanol, o 2-metil-1-butanol e o 2-feniletanol. Outros exemplos ainda sdo
o 1-propanol, o 1-butanol e o 1-hexanol (Oliveira, 2000). Apesar de o cheiro forte a alcool ser uma
caracteristica bastante frequente dentro deste grupo, alguns compostos individuais apresentam odores
agradaveis, como se pode observar nos exemplos da Tabela 2. O contributo da mistura, no entanto, pode

ter um efeito mais positivo do que os compostos individuais para o carater final do vinho.

As vias metabolicas da levedura pelas quais se formam os alcoois superiores estdo muito dependentes
dos aminoacidos e outras formas de azoto presentes do mosto, e a sua relacdo é complexa. A maior
parte dos alcoois superiores é formado por via anabdlica a partir dos acgucares; se 0 mosto for pobre em
azoto facilmente assimilavel, a levedura degrada os aminoacidos e formam-se os alcoois correspondentes
(via catabdlica). A presenca de grandes quantidades de aminoacidos provoca a diminuicao da formacéo
de alcoois superiores por via anabolica (Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon
et al., 2000). Por esta e outras razdes é importante controlar o teor de azoto no mosto: uma deficiéncia
de azoto pode prejudicar o crescimento das leveduras e consequentemente a fermentacdo, mas como
sao forcadas a degradar aminoacidos para obter azoto a formacdo de alcoois superiores &€ maior,
podendo acentuar o seu carater pesado; pelo contrario, um excesso de azoto amoniacal significa que a
levedura nao necessita de metabolizar aminoacidos, e por isso formam-se menos produtos secundarios
(alcoois superiores e seus ésteres). Chuva no final da maturacdo pode diluir o mosto, o que pode
intensificar o odor a alcoois superiores do vinho — que s6 € interessante no caso dos que apresentam

aromas agradaveis, como o 2-feniletanol (Ribéreau-Gayon ef a/., 2006).

Tabela 2 — Alcoois superiores mais relevantes e descritores aromaticos associados

Alcoois superiores Descritores®

2-feniletanol Rosas, adocicado, perfumado
2-metil-1-butanol Alcool, banana, medicinal, solvente
3-metil-1-butanol Alcool, banana, adocicado
1-hexanol Coco, folhas verdes
2-metil-1-propanol Alcool

1-propanol Alcool

(a) - Oliveira, 2000; Francis e Newton, 2005.
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Os acidos gordos volateis sdo também um dos grupos envolvidos no aroma do vinho. O acido acético é
o principal composto deste grupo, e embora possa provocar um odor desagradavel a vinagre quando em
excesso, 0 seu contributo € importante em concentracdes entre os 200 mg/L e os 700 mg/L. Outros
acidos gordos volateis sdo o acido propandico, o 2-metilpropandico, o 2-metilbutirico e o 3-metilbutirico

(Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon et a/., 2000), apresentados na Tabela 3.

Apesar dos odores negativos associados aos acidos gordos, a sua concentracao no vinho ndo costuma
ser suficiente para ser percetivel, e acredita-se que sdo necessarios para manter um bom equilibrio do

aroma do vinho (Oliveira, 2000).

Os ésteres sdo componentes muito importantes do aroma, principalmente nos vinhos jovens (podem
sofrer hidrélise durante a maturacao) (Lambrechts e Pretorius, 2000). Pode existir um grande niimero
de ésteres nos vinhos, provenientes das reacdes de equilibrio entre um acido e um alcool, como no
exemplo da Figura 1, e quase todos eles apresentam individualmente aromas frescos e agradaveis, florais

ou frutados (Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon et a/., 2000).

Os ésteres podem ser de acetatos de alcoois superiores, ésteres etilicos de acidos gordos ou ésteres
estilicos de acidos fixos. Estes ultimos, dos quais é exemplo o succinato de dietilo, sao relativamente
insignificantes para o aroma do vinho. Alguns dos principais acetatos de alcoois superiores sao o acetato
de 3-metil-1-butilo, o acetato de hexilo e o de 2-feniletilo. Exemplos de ésteres etilicos de acidos gordos
sao o butanoato de etilo, 0 hexanoato de etilo e 0 octanoato de etilo. O acetato de etilo é o principal éster
nos vinhos, e é 0 Unico que pode ser considerado de aroma desagradavel acima de um certo limite

(aproximadamente 100 mg/L) (Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000).

Tabela 3 - Acidos gordos volateis mais frequentes nos vinhos e descritores aromaticos associados

Acidos gordos volateis Descritores®

Acido acético Vinagre

Acido 2-metilpropandico (isobutirico) Suor, amargo, avinagrado

Acido butirico (butandico) Amanteigado, queijo, suor

Acido 3-metilbutirico (isovalérico) Queijo, suor

Acido hexanoico (caprdico) Acido gordo, dleo vegetal, suor

Acido octandico (caprilico) Acido gordo, dleo vegetal, queijo, suor
Acido decandico (caprico) Cera, sebo, ranco, sabao

(@) - Oliveira, 2000; Francis e Newton, 2005.
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O 0
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Acido acético Etanol Acetato de etilo

Figura 1 - Reacado de formacao de um éster (acetato de etilo) a partir de um acido (acético) e um alcool (etanol).

Alguns dos principais ésteres encontrados nos vinhos sao referidos na Tabela 4. O teor de azoto no mosto
também parece influenciar a formacéo de ésteres, mas enquanto alguns aumentam com o teor de azoto
(hexanoato de etilo, octanoato de etilo e decanoato de etilo, acetato de hexilo e de 3-metil-1-butilo), outros

diminuem (acetato de 2-feniletilo) (Ough e Lee, 1981).

Os compostos sulfurados formados na fermentacao incluem tiois, sulfuretos e tioésteres, e a maioria
esta associada a odores intensos e desagradaveis. Dividem-se em dois grupos: compostos sulfurados
ligeiros (com ponto de ebulicao inferior a 90 °C), que tém odores de “ovos podres” e “reduzido”, sdo
negativos para a qualidade do vinho e incluem o sulfureto de hidrogénio, dioxido de enxofre e metanotiol;
0s compostos sulfurados superiores participam no aroma de forma mais complexa, incluem o metionol
(3-metiltiopropanol, odor a “couve cozida”) e o dissulfureto de dimetilo (aroma a marmelo), entre outros

(Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon ef a/., 2006).

Os aldeidos pertencem ao grupo dos compostos carbonilados, e nos vinhos sdo percetiveis mesmo a

Tabela 4 — Principais ésteres encontrados nos vinhos e descritores aromaticos associados

Descritores”
Acetatos de alcoois superiores
Acetato de etilo Solvente, ananas, frutado, adocicado
Acetato de hexilo Adocicado, aromatico, perfumado
Acetato de 2-feniletilo Rosas, mel, maca, adocicado
Acetato de 3-metil-1-butilo (de isoamilo) Banana, maca, solvente
Esteres estilicos de acidos gordos
Butanoato de etilo (butirato etilo) Papaia, manteiga, adocicado, maca
Hexanoato de etilo Maca, frutado, adocicado, anis
Octanoato de etilo Maca, adocicado, frutado
Decanoato de etilo Acidos gordos, frutado, macd, uva, solvente

(a) - Oliveira, 2000; Francis e Newton, 2005.
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baixas concentracdes. Podem apresentar aromas de maca, citrinos ou frutos secos. Um dos principais
compostos de carbonilo é o acetaldeido, que nos vinhos brancos funciona como um indicador do estado
de oxidacao devido ao seu aroma a maca verde e a “oxidado” (Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira,
2000). Normalmente esta presente no final da fermentacdo em concentracdes inferiores a 200 mg/L.

Deste grupo fazem também parte o diacetilo e a acetoina (Oliveira, 2000).

Outros volateis menos significativos sdo compostos azotados. Os mais abundantes no vinho séo as
acetamidas (de aminas primarias), como a N-(3-metilbutil)-acetamida. A sua concentracdo pode

ultrapassar 1 mg/L mas ndo parecem ter influéncia sobre o aroma (Oliveira, 2000).

Finalmente, os compostos fendlicos, além de serem importantes para a cor do vinho, também podem
ter impacto sobre o seu aroma. Os fendis volateis mais importantes produzidos durante a fermentacao
de vinhos brancos sao o 4-vinilfenol (guache, farmacia) e o 4-vinilguaiacol (cravo-da-india, especiarias)
(Francis e Newton, 2005; Lambrechts e Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon et a/,, 2000). Quando a mistura
dos dois atinge concentracées acima de 725 ug/L, comecam a sentir-se odores desagradaveis, fenolicos
e a “farmacia”, que podem contribuir para a depreciacdo do aroma dos vinhos brancos (Lambrechts e

Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon ef a/., 2000).

2.3.3 Precursores de aroma

Para que as moléculas responsaveis pelo aroma consigam produzir uma sensacao odorifera no provador,
estas devem estar num estado volatil, livres de outras moléculas. As uvas contém substancias do aroma
na forma livre e outras que estao ligadas, sendo neste caso inodoras. A maioria das castas de uvas é
pouco aromatica, ou seja, contém principalmente substancias nao volateis que sao precursoras de
aromas, como glicosideos, acidos gordos, carotenoides ou compostos fenolicos (Oliveira, 2000;

Ribéreau-Gayon et a/., 2000).

Os precursores glicosilados sdo constituidos por uma parte de hidrato de carbono (uma ou duas
moléculas de acucar — estrutura glicona) ligada a uma aglicona aromatica (Oliveira, 2000; Spagna et a.,
2002). A estrutura quimica aglicona (volatil quando livre) pode variar, tomando a forma de um terpenol
(linalol, geraniol, nerol, citronelol, o-terpineol), oxido de linalol, alcool linear ou ciclico (hexanol,
2-feniletanol, alcool benzilico) norisoprendide em Cis, acido fendlico ou fenol volatil (Maicas e Mateo,
2005; Oliveira, 2000; Villena et al,, 2007). Os precursores glicosilados podem ser hidrolisados por via
acida ou enzimatica, libertando a respetiva aglicona na forma volatil e odorifera (Maicas e Mateo, 2005;

Oliveira, 2000).
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A hidrdlise enzimatica de glicosideos ocorre em duas etapas, esquematizadas na Figura 2: primeiramente
atuam uma a-ramnosidase, uma o-arabinosidase ou uma B-apiosidase, fazendo a clivagem do acucar
terminal e libertando ramnose, arabinose ou apiose, e os 3-D-glucosideos correspondentes; em seguida,

por acao da B-glucosidase, € libertada a aglicona volatil (Maicas e Mateo, 2005).

Uma das principais razdes para a grande aposta na introducado de estirpes nao-Saccharomyces em
indculos de arranque da fermentacdo alcodlica é a diversidade de enzimas que estas produzem e

segregam, entre elas a B-glucosidase (Ciani et a/,, 2010; Rodriguez et al., 2010).

A atividade da B-glucosidase é frequentemente encontrada nas leveduras presentes na propria uva,

nomeadamente dos géneros Hanseniaspora, Pichia, Candida, Metschnikowia e Brettanomyces, e é rara
em S. cerevisiae (Ciani et al., 2010; Hernandez et al., 2003; Spagna et al., 2002). A B-glucosidase

produzida pelas leveduras, ao contrario da que esta presente na uva, ndo é inibida por glucose (Ciani

etal., 2010).

t-L-arabhinosidase

HOHiC
OH
oH I
OH
OoH
B-D-apiosidase
(;: H, OH p-D-glucosidase
R‘)
CHZOH
- —_— R
oH
aH oH
CH
g-L-ramnosidase
oH = R = aglicona volatil

Figura 2 — Mecanismo de atuacéo das diferentes enzimas envolvidas na hidrélise dos precursores glicosilados
(reproduzido com autorizacao de Oliveira, 2000).
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A maioria dos acidos gordos presentes nas uvas sdo insaturados, constituintes dos lipidos, e os principais
sa0 o0 acido linoleico e linolénico (Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon et al.,, 2000). Estes sdo precursores de
aldeidos com 6 atomos de carbono, nomeadamente o hexanal, Z~3-hexenal e £-2-hexenal, que s&o
caracterizados por aromas herbaceos; por sua vez, estes aldeidos sdo precursores dos alcoois
correspondentes. A transformacdo dos lipidos em substancias volateis do aroma ¢é o resultado da acéo
de varias enzimas, que entram em contacto com o substrato durante os tratamentos mecéanicos
aplicados a vindima (Oliveira, 2000). Por esta razado, os alcoois e aldeidos em Cs sdo caracteristicos do

aroma pré-fermentativo, mas estao relacionados com a variedade de uva.

Os carotenoides presentes nas uvas (como a luteina e o B-caroteno) podem ser transformados por acao
da luz ou de oxidases em fragmentos mais pequenos e volateis, contendo entre 9 e 13 dtomos de
carbono. Os compostos resultantes de maior interesse sdo os norisoprenoides em Cis (Ribéreau-Gayon

et al., 2000).

Os acidos cafeico, pcumarico e ferulico sdo os acidos fenolicos mais relevantes nas uvas. Através de
diferentes reacdes podem dar origem a outros compostos, nomeadamente os fendis volateis. Outros
precursores presentes nas uvas sdo os S-conjugados de cisteina, que dao origem a tidis volateis.

Monoterpenos e polidis terpénicos sdo também precursores de aromas (Oliveira, 2000).

2.4 Fundamentos das técnicas utilizadas

2.4.1 O equipamento OenoFoss™

O OenoFoss™ (Figura 3) € um equipamento analitico compacto, desenhado para as adegas que
necessitam de medir diversos parametros do mosto ou do vinho e obter resultados em tempo real para

tomar decisoes. A sua utilizacdo é simples, rapida, e bastam algumas gotas da amostra a analisar.

Este equipamento utiliza a tecnologia FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy), isto &,
espetroscopia de absorcao infravermelha com transformada de Fourier, particularmente util para

amostras liquidas e homogéneas como é o caso do vinho ou mosto clarificado.

E feito passar um feixe de radiacéo infravermelha pela amostra colocada no aparelho; a amostra absorve
parte dessa radiacao consoante os seus constituintes e a concentracao de cada um deles; o espetro de
absorcao resultante é entdo tratado matematicamente pelo modelo da transformada de Fourier, e em
dois minutos sdo determinadas as concentracdes de varios componentes da mistura, com relativa

precisao.
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| S——

Figura 3 — Equipamento OenoFoss™ (reproduzido de: http://www.foss.dk/industry-solution/products/oenofoss/).

Este equipamento tem que ser devidamente calibrado com solucdes padrao. O OenoFoss™ tem varios
maodulos de trabalho: mosto, mosto em fermentacédo e vinho, cada um com os parametros principais
para cada tipo de amostra. Podem ainda ser criados novos modulos, para amostras que se desviem das
calibracdes base, como acontece para o Vinho Verde, cuja acidez pode ser bastante elevada e por isso
pode ser feito um novo médulo com calibracbes mais adequadas. Este equipamento permite medir os

seguintes parametros e concentracoes:

— Mosto: Sélidos Soluveis totais (SS7), pH, Acidez Total (A7), Acidez Volatil (AV), Alpha Amino Nitrogen

(AAN) , Azoto amoniacal, Acido tartarico, Acido malico, Acido gluconico e Massa volimica (p);

— Mosto em fermentacéo: Etanol, Acidez Total, Acidez Volatil, Acido malico, Glucose+Frutose e pH;

— Vinho: Etanol, Acidez Total, Acidez Volatil, Acido malico, Acido latico, Glucose+Frutose, Glucose,

Frutose, Massa volumica e pH.

Este equipamento pode ainda ser complementado com um segundo mddulo somente para determinacao

da cor.

2.4.2 Técnicas moleculares

O PCR (Polymerase Chain Reaction — reacao em cadeia da polimerase) € uma técnica molecular muito
utilizada para identificar e distinguir leveduras, porque permite amplificar regides especificas do DNA,
com maior ou menor grau de conservacao. O genoma das leveduras, em particular os genes que
codificam o RNA ribossomal (genes 5S, 5.8S, 18S e 26S do rDNA), representados na Figura 4, séo

encontrados em conjuntos repetidos entre 100 e 200 vezes. Estes genes contém sequéncias que se
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EIS ETS

1752 Rl J'

268 LSU LB :NTSZ 8sSsU LSt 268 LSU —
7700 bp 158 bp = 7300 bp

Figura 4 — Esquema da organizacgao dos genes de rDNA (SSU - Small Subunit, LSU - Large Subunil); a vermelho:
zona de ligacao dos primers ITS1 e ITS4 para amplificacdo das regides ITS e do gene 5.8S; a azul: zona de ligacao
dos primers NL1 e NL4 para amplificacao da regiado D1/D2 do gene 26S (reproduzido de Schuller, 2009).

mantém praticamente intactas em todos os organismos do mesmo género ou espécie, e outras que sao
polimorficas e permitem distinguir entre estirpes da mesma espécie. O PCR pode também ser utilizado
em conjunto com outras técnicas, como digestao dos fragmentos de DNA resultantes com enzimas de
restricdo (endonucleases), o que lhe confere um poder discriminatério ainda maior (Pham et a/., 2011).
Todas as técnicas dependentes de PCR envolvem a extracdo de DNA de células de uma cultura pura

(OIV, 2011).

Para identificar leveduras S. cerevisiae é usual utilizar-se a amplificacdo das regides 6 (delta). O genoma
de S. cerevisiae contém retrotransposdes Ty1l, que ocorrem em grande numero de cdpias. As sequéncias
delta sdo elementos de DNA com 334 pares de bases (a partir deste ponto abreviado para pb) que
flanqueiam os retrotransposdes Tyl, e podem encontrar-se repetidas no genoma de S. cerevisiae até
100 vezes. O seu numero e localizacdo apresenta uma certa variabilidade intraespecifica, permitindo
portanto distinguir entre estirpes da mesma espécie (OIV, 2011; Ribéreau-Gayon ef a/., 2006; Schuller
et al, 2004). Uma vez que os elementos Tyl podem mudar de posicdo no genoma, as sequéncias delta
podem ter varias localizacdes, junto destes ou ndo. O método de PCR interdelta consiste entdo na
amplificacao das regides que ocorrem entre os elementos delta repetidos, cuja distancia ndao excede
1000 pb. Apds eletroforese dos produtos de PCR é possivel verificar que as regides interdelta, isto é, a
distancia entre um elemento delta e o seguinte, forma um padrao identificativo. Outras espécies do
género Saccharomyces possuem menos elementos Tyl no genoma, e consequentemente menos
sequéncias delta, pelo que nao podem ser distinguidas por esta técnica (Ribéreau-Gayon et a/., 2006).

Quando se pretende identificar ou comparar outras espécies, é necessaria a aplicacao de outras técnicas.

Os genes de rDNA das leveduras contém sequéncias nao-codificantes, nomeadamente as sequéncias
ITS (/nfernal Transcribed Spacer— espacador interno transcrito), regides variaveis que se encontram em

ambas as extremidades do gene 5.8S (Esteve-Zarzoso et a/, 1999; Fernandez-Espinar ef a/., 2000;
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Montrocher et al., 1998; Pham et al,, 2011). A regido 5.8S-ITS exibe baixo polimorfismo intraespecifico
e elevada variabilidade interespecifica, ou seja, varia consoante a espécie mas mantém-se constante em
organismos da mesma espécie, o que permite a distincao entre espécies diferentes (Esteve-Zarzoso et al.,
1999; Fernandez-Espinar et a/., 2000; Pham et a/,, 2011). Embora as sequéncias sejam diferentes,
qguando amplificados, os produtos do PCR-ITS de leveduras do mesmo género podem ter um
comprimento muito semelhante (OIV, 2011). Espécies do complexo Saccharomyces sensu stricto, por
exemplo, tém um fragmento amplificado das regides ITS e do gene 5.8S com tamanho entre 840 pb e

880 pb (Pham et al,, 2011), uma diferenca dificil de perceber no gel de eletroforese.

Para distinguir entre espécies estreitamente relacionadas, a amplificacdo das sequéncias ITS e do gene
5.8S é complementada com uma analise de restricdo usando diferentes enzimas (por exemplo Haelll e
Hinf1) (OIV, 2011; Pham et al,, 2011). A técnica de rDNA PCR-RFLP cria um padrdo de restricdo mais
especifico do que a simples amplificacdo das sequéncias polimorficas (OIV, 2011). No entanto, esta
técnica ndo permite distinguir todas as espécies do complexo Saccharomyces sensu stricto, mas apenas
produzir uma lista mais reduzida de possiveis candidatos. A endonuclease Haelll gera dois padrdes de

restricdo diferentes entre as espécies do complexo Saccharomyces sensu stricto (Pham et al., 2011).

Finalmente, um método ainda mais especifico ¢ a amplificacdo da regido D1/D2 do gene 26S RNA e
sequenciacao do fragmento dai resultante. Esta sequéncia difere mais de 1 % entre espécies, e menos
de 1 % entre estirpes da mesma espécie, e permite a identificacao filogenética e classificacdo de isolados

desconhecidos por comparacao com as bases de dados existentes (OIV, 2011).

2.4.3 A prova organolética

No vinho estdo presentes inimeras substancias volateis, das quais apenas um subconjunto é percetivel
sensorialmente (Molina et a/, 2009; Vilanova et a/., 2010). Os compostos volateis que conferem ao vinho
0 seu aroma sao moléculas pequenas, de peso molecular entre os 30 g/mol e 300 g/mol. A sensacao
olfativa que produzem nao depende sé da sua concentracao no vinho, mas também da sua volatilidade
e pressao de vapor (s6 sao sentidos os que atingem as vias nasais). A complexidade da mistura onde se
encontram também influencia a forma como os diferentes compostos do aroma sao percebidos (Oliveira,
2000). Por estas razdes, compostos em elevadas concentracdes podem ser impercetiveis enquanto, por
outro lado, compostos presentes em poucos nanogramas por litro podem fazer contribuicdes muito

significativas para o aroma global do vinho (Molina et a/., 2009; Oliveira, 2000).
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Para tentar descrever o contributo que cada componente individual tem sobre a sensacao global
percebida pelo consumidor, utiliza-se o limiar de percecdo olfativa (LP0) de cada composto, definido
como a menor concentracdo capaz de produzir uma sensacdo olfativa em pelo menos 50 % dos
provadores de um juri treinado (Ribéreau-Gayon et a/, 2000). Compostos com elevado LPO s6 serdo
sentidos pela maioria dos provadores a concentracdes elevadas, e vice-versa. Esta medida ¢ uma forma

de relacionar a concentracao de um composto com o estimulo sensorial que provoca.

A abordagem mais comummente adotada para a quantificacdo das substancias volateis do aroma ¢ a
cromatografia gasosa associada a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) ou a espectrometria de
massa (GC-MS) (Vilanova ef a/., 2010). Mas determinar por meios analiticos a concentracdo de cada um
dos compostos volateis no vinho e liga-los aos descritores que lhes sdo associados nao é suficiente para
compreender o resultado aromatico final, sentido pelo consumidor. De facto, um vinho pode cumprir
todos 0s parametros analiticos esperados e mesmo assim néo ser agradavel. E necessario complementar
as técnicas de cromatografia gasosa com uma prova organolética, relacionando os dados instrumentais

com os sensoriais (Genisheva ef al., 2012; Vilanova et al., 2010).

Uma ferramenta utilizada para fazer a descricao completa de um produto € a analise descritiva
quantitativa. Um painel de provadores treinados faz a analise sensorial do produto, mencionando todos
os descritores dos aromas que deteta e a sua intensidade; depois 0 nimero de descritores é reduzido
até se terem os mais significativos para o produto em questao (Vilanova et a/,, 2010). Para os vinhos
brancos e tintos existe um conjunto de descritores que sao normalmente utilizados, por serem os mais
caracteristicos deste produto tipico. Além do aroma sdo também avaliados o gosto e a cor dos vinhos
provados e, por fim, é dada uma nota final tendo em conta todas as caracteristicas anteriores. Os dados
analiticos obtidos sdo depois comparados com a descricao feita pelo painel de provadores, tendo-se
assim uma melhor compreensao do perfil organolético global do produto e do contributo de cada um dos

compostos analisados.
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3. MATERIAIS E METODOS

0 trabalho experimental consistiu na realizacao e avaliacdo de fermentacdes sequenciais a escala piloto
(em cubas de 20 L), com duas leveduras com propriedades fermentativas distintas, designadas por Y2
e Y59. Estas leveduras fazem parte da atual colecdo de leveduras da YeastWine, tendo sido previamente
testadas em ensaios de fermentacao e caracterizadas (Vieira et a/,, 2010). A levedura Y59 é uma estirpe
de Saccharomyces cerevisiae tolerante a concentracdes elevadas de etanol; a levedura Y2 tem elevada
atividade da enzima B-glucosidase (que participa na libertacdo de compostos aromaticos do mosto) mas

& mais sensivel ao etanol, e foi caracterizada como pertencendo a espécie Saccharomyces uvarum.

Realizou-se um total de sete ensaios diferentes. Foram feitas fermentacées de controlo com cada uma
das leveduras puras e com ambas as leveduras em simultaneo. Os ensaios de fermentacdes sequenciais
foram realizados por inoculacao do mosto no momento inicial com a levedura Y2, e mais tarde com a
levedura Y59, introduzida a diferentes valores de massa volumica do mosto em fermentacao.
Retiraram-se amostras de biomassa durante as fermentacoes, das quais se isolaram colonias puras para
determinar a percentagem de implementacdo de cada uma das leveduras em dois momentos da
fermentacdo (meio e fim, aproximadamente). As fermentacdées foram monitorizadas diariamente; o
mosto inicial, 0 mosto em fermentacdo e os vinhos finais foram analisados quimicamente. Os vinhos
finais foram analisados em termos de compostos volateis do aroma e passaram ainda por uma analise

sensorial, sendo avaliados por um painel de provadores.

A descricao detalhada das etapas do trabalho é feita neste capitulo.

3.1 Preparaciao do meio e dos indculos de levedura

Inicialmente todo o material de vidro necessario foi esterilizado numa estufa a 180 °C durante 2 h. Foi
preparado meio liquido YEPD em frascos Schoft de 1 L (20 g/L de D-glucose; 10 g/L de peptona
bacteriana; 10 g/L de extrato de levedura; volume completado com agua destilada). Todo o meio foi

esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 min, e depois deixado a arrefecer.

Os pré-indculos foram preparados numa camara de fluxo laminar horizontal. Para cada estirpe, com a
ponta de um palito estéril colocou-se uma pequena quantidade do pellet de levedura em stock
(conservada a —80 °C numa solucao de glicerol a 300 mL/L) em 50 mL de meio de cultura, num matraz

de 100 mL. Os dois pré-indculos, Y2 e Y59, foram deixados a crescer na incubadora por 48 h, a 30 °C
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e agitacdo de 150 min™". Foi estimado que para cada ensaio (cuba de 20 L) seria necessario um volume
de 200 mL de indculo na primeira fase. Os volumes necessarios de indculo de cada levedura para 0s
diferentes ensaios foram preparados em matrazes maiores, devidamente assinalados com o nome da

estirpe, na cdmara de fluxo laminar, em meio YEPD com 1 % dos pré-indculos correspondentes.

Os indculos foram deixados na incubadora a 30 °C com agitacdo por 48 h, tendo o cuidado de nédo

encher completamente os matrazes para nao molhar a tampa de algodao.

3.2 Preparacao e inoculacao do mosto

Nos ensaios foi utilizado mosto de uvas brancas, previamente dessulfitado. Aquando da rececdo do mosto
mediu-se a temperatura, a massa volumica (por areometria segundo o método OIV-MA-AS2-01B:R2009)
e determinou-se o alcool provavel (4P). Retirou-se uma aliquota do mosto para analise posterior (que foi
mantida no congelador). O mosto foi dividido pelas cubas de 20 L (previamente higienizadas) e a

temperatura das camisas de arrefecimento foi ajustada para 16 °C.

Fez-se a leitura da densidade dtica (D0) a 620 nm dos indculos que tinham sido preparados e calculou-se
0 volume que seria necessario adicionar para que cada cuba ficasse com uma concentracao de células

de aproximadamente 10° mL™. As inoculacées foram feitas de acordo com o esquema da Figura 5.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
|
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Co-inoculagdo
Y2 e Y59

Y2+Y59(1054)
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Figura 5 — Representacéao esquematica dos ensaios realizados, com as etapas de inoculacao das leveduras Y2 e
Y59 nas fermentacdes sequenciais (#— tempo).
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A primeira cuba foi inoculada apenas com a levedura Y59 (Controlo Y59); a seguinte, correspondente ao
ensaio de Co-inoculacdo, com metade de cada estirpe para perfazer a taxa de inoculacdo recomendada;
as restantes cubas foram inoculadas inicialmente com a levedura Y2 e depois, a diferentes valores de
massa volumica do mosto em fermentacao, com a levedura Y59. A Gltima cuba foi deixada a fermentar

apenas com a levedura Y2 como controlo (Controlo Y2).

Foi mantido um inoculo da levedura Y59 pronto a utilizar quando necessario (assim que a massa
volumica das cubas atingisse um dos patamares estipulados para a inoculacao sequencial). De cada vez
que se fez a segunda inoculacdo leu-se a DO do indculo e calculou-se o volume necessario para ter uma

concentracéo celular de 10° mL™ (a mesma utilizada anteriormente).

3.3 Monitorizacao da fermentacao

No decorrer das fermentacdes foram lidas diariamente a temperatura e massa volumica em cada cuba.
Foram também retiradas amostras de cada cuba para 2 tubos eppendorf e congeladas, para as analises
quimicas do mosto em fermentacao. Em cada cuba fez-se a remontagem diaria do mosto durante cerca
de 5 min para haver arejamento, até a massa volumica ser inferior a 1040 g/L. As cubas mantiveram-se

abertas até ao final das fermentacoes.

Para as analises microbiologicas foram retiradas duas amostras de cada cuba, a meio e préximo do fim
da fermentacdo. Como as inoculacdes ocorreram em momentos diferentes e as fermentacdes nédo
procederam ao mesmo ritmo, estas amostras nao foram todas retiradas ao mesmo tempo (Figura 6). Ao
retirar as amostras para as analises microbioldgicas procedeu-se da seguinte forma: com uma
micropipeta e pontas estéreis retiraram-se amostras de 1 mL de mosto em fermentacéo para tubos
eppendorf. centrifugou-se a 13 000 min™* durante 2 min; em seguida, na camara de fluxo, verteu-se o
sobrenadante, ressuspenderam-se as células em 500 pyL de uma solucao de glicerol a 300 mL/L,

agitou-se no vortex e colocou-se no congelador a —80 °C.

A medida que 0 mosto em fermentacdo em cada cuba foi atingindo uma massa voltimica de 1000 g/L,
ou estabilizando perto deste valor, as fermentacdes foram sendo dadas como terminadas. Nao se deixou
a massa volumica descer mais porque 0 mosto estava dessulfitado e, com o declinio da populacao de
leveduras, tornava-se mais sensivel ao desenvolvimento de bactérias laticas ou acéticas. Em cada cuba
com a fermentacao terminada diminuiu-se a temperatura da camisa de arrefecimento para 5 °C e
adicionou-se 4.8 g de metabissulfito de potassio. Fecharam-se as cubas e isolaram-se as saidas com

parafilm.
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t/d
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Figura 6 — Representacdo esquematica dos momentos em que foram retiradas amostras com biomassa do
mosto em fermentacao, nos diferentes ensaios (#— tempo).

Os vinhos dos ensaios Controlo Y59 e Co-inoculacdo permaneceram nas cubas fechadas durante 15 d,
e os restantes durante 10 d (uma vez que as fermentacoes foram dadas como terminadas em momentos
diferentes), para que as borras sedimentassem e a turvacao diminuisse. Quando as cubas foram abertas,
encheu-se uma garrafa de vidro, de 1 L, por cuba. Todos os vinhos foram conservadas no frigorifico até
ao dia da prova organolética. No dia da prova retiraram-se amostras de 50 mL de cada garrafa para

tubos Falcon, para posterior analise quimica e dos compostos volateis do aroma.

3.4 Analises fisico-quimicas

0 mosto inicial, as amostras retiradas do mosto em fermentacao e os vinhos produzidos foram analisados
por diferentes meios, para determinacao dos parametros fisico-quimicos mais relevantes para o trabalho

em questao.

3.4.1 Massa volumica e alcool provavel

A massa volumica aparente (p) do mosto inicial e do mosto em fermentacéo foi determinada por
areometria de acordo com o meétodo OIV-MA-AS2-01B:R2009. Em pararelo mediu-se também a
temperatura do mosto. Com estes valores e com o titulo alcoométrico do mosto em fermentacdo em

cada momento, fez-se a correcao da massa volumica aparente para 20 °C (pzoec), utilizando as tabelas

gue constam do método referido.
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0 alcool provavel (AA foi lido diretamente com um densimetro, antes do inicio das fermentacdes.

3.4.2 Analises ao mosto inicial, mosto em fermentacao e vinhos com o OenoFoss™

As amostras de mosto em fermentacéo retiradas ao longo do tempo em cada cuba foram descongeladas
e centrifugadas a 13 000 min™' durante 2 min. As analises foram feitas em triplicado com o equipamento
OenoFoss™, e foi lido o titulo alcoométrico volimico ( 7AV) e a concentracao de glucose e frutose (Caiu+Fru),

no maédulo de “Mosto em fermentacao”.

0 mosto inicial foi analisado da mesma forma, em triplicado, mas ndo foi necessario centrifugar. Os
parametros lidos foram: sélidos soluveis totais (SS7), pH, acidez total expressa em acido tartarico (A7),
Alpha Amino Nitrogen (AAN), massa volumica a 20 °C, concentracdo de azoto amoniacal (C wna*),

concentracao de acido tartarico (Chctararico) € de acido malico (Chcmaiico).

Os vinhos finais foram também analisados no OenoFoss™ (sem centrifugacao) para os parametros: titulo
alcoométrico volumico (7A4V), acidez volatil expressa em acido acético (AV), A7, pH e concentracdo de

acido latico.
3.4.3 Doseamento de acucares e glicerol nos vinhos por HPLC

Adicionalmente, para complementar as analises do OenoFoss™, fez-se a quantificacdo por HPLC do
glicerol, glucose e frutose. A andlise dos aclcares e glicerol por HPLC foi efetuada numa coluna organic
acids Chrompack (300 mm x 6.5 mm), utilizando H2SOsa 5 mmol/L como eluente, a um caudal de
0.30 mL/min; a temperatura do forno foi de 80 °C. A detecdo destes constituintes foi feita por

refratometria. Utilizou-se um /oop de 20 L para a injecdo da amostra.

Para as curvas de calibracao foi preparada uma solucao com 9 g/L de glicerol, 15 g/L de glucose e
15 g/L de frutose, da qual se fizeram e injetaram 5 diluicdes. Com os valores de area do pico do
cromatograma correspondente a cada composto, construiram-se as curvas de calibracao area do pico
versus concentracao para cada composto (Anexo I). As amostras dos vinhos foram filtradas num acrodiisc

de 0.2 um de porosidade, diluidas 50 % e, em seguida, injetadas em triplicado.

3.5 Analises microbioldgicas

Inicialmente preparou-se meio de cultura YEPD solido (20 g/L de D-glucose, 10 g/L de peptona
bacteriana e 10 g/L de extrato de levedura em agua destilada; depois de homogeneizar a mistura

adicionou-se 20 g/L de agar). Esterilizou-se 0 meio a 121 °C durante 15 min.
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Depois de esterilizado, o0 meio foi guardado numa estufa a 60 °C, para que ndo solidificasse enquanto
se preparavam as placas de Petri. Ligou-se a camara de fluxo e esperou-se aproximadamente 20 min.
Na camara de fluxo verteu-se o meio para placas de Petri, e depois de desaparecer a condensacdo
guardaram-se no frigorifico. Descongelaram-se as amostras retiradas durante a fermentacéo.

Adicionaram-se 0.5 mL de agua estéril a cada amostra para perfazer o volume e concentracao inicial.

3.5.1 Isolamento e repicagem

Em tubos eppendorfestéreis colocaram-se 0.9 mL de agua estéril para fazer as diluicdes. Comecou-se
por colocar 100 uL de amostra no primeiro eppendorf (o de menor diluicao), e agitou-se no vortex; deste
retiraram-se 100 UL para o eppendorf seguinte, e assim sucessivamente, até se terem diluicées de
10 vezes, 100, 10° 10* 10° e 10° Marcaram-se todos os tubos e as placas respetivas com o mesmo
codigo. As diluicées 10*, 10° e 10° de cada amostra foram espalhadas nas placas anteriormente
preparadas com meio sélido. As placas permaneceram na estufa a 30 °C por cerca de 48 h, até se

conseguirem visualizar coldnias bem definidas.

Das trés diluicbes de cada amostra selecionou-se apenas uma, da qual foram escolhidos 20 isolados
(colénias bem definidas e separadas). Os isolados foram colocados em novas placas, devidamente
identificadas e divididas em 20 seccdes, fazendo o espalhamento de cada um com um palito estéril, na

camara de fluxo. Estas placas ficaram na estufa a 30 °C durante 48 h.

A biomassa das colonias crescidas foi entdo recolhida das placas de agar para microplacas de 96 pocos,
previamente esterilizadas com luz UV, contendo cada poco 150 uL de uma solucado de glicerol a
300 mL/L. A biomassa de cada colonia foi retirada da placa de agar com um palito estéril e mergulhada
num poco com a solucao de glicerol, mexendo ligeiramente para suspender as células (na camara de
fluxo laminar). Destas microplacas retirou-se 30 pL de cada poco para microplacas novas, também
estéreis (luz UV), para proceder a extracao de DNA. As primeiras foram guardadas a —80 °C (por

prevencao).

3.5.2 Extracao do DNA

A extracdo do DNA das ceélulas dos isolados foi feita de acordo com o protocolo descrito por
Drumonde-Neves ef a/. (2013). Para a lise celular, comecou-se por adicionar a cada poco 100 L de
agua estéril, centrifugaram-se as microplacas durante 2 min a 4000 min™' e em seguida rejeitou-se o
sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet de cada poco em 10 pL de uma solucéo sorbitol (1 mol/L),

EDTA-Naz (0.1 mol/L) e 0.8 pL liticase (Sigma, 3 U/uL), pH 7.5. A liticase s6 foi adicionada a solucéao
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imediatamente antes de ser utilizada. Agitaram-se as microplacas no vortex e incubaram-se a 37 °C por

30 min.

Adicionou-se a cada poco 10 pL de uma solucdo de Tris-HCI (50 mmol/L), EDTA-Na, (20 mmol/L) e

SDS a 0.35 mol/L, pH 7.4. Incubaram-se as microplacas fechadas a 65 °C durante 5 min.

Para fazer precipitar os acidos nucleicos adicionou-se 8 L de acetato de potassio (5 mol/L) a cada poco,
agitou-se e incubou-se a —20 °C durante 5 min. Centrifugaram-se as microplacas a 4 °C durante 15 min
a 4000 min™'. Em seguida o sobrenadante foi transferido para novas microplacas contendo 25 pL de
isopropanol por poco, que foram incubadas a temperatura ambiente durante 5 min. Depois foram
centrifugadas durante 2 min a 4000 min™, removeu-se o sobrenadante e lavaram-se os peflets com
50 uL de etanol a 70 %, voltando a centrifugar nas mesmas condicles e a rejeitar o sobrenadante.
Retiraram-se as tampas das microplacas e deixou-se ao ar até secar. Finalmente ressuspenderam-se os

pellets em 50 uL de tampéo TE 1:10 (Tris-HCI 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 7.5).

Em paralelo fez-se também a extracao de DNA de cada uma das leveduras usadas para inocular o mosto,
para comparacao com os resultados das amostras. Utilizou-se um volume de 200 uL de suspensao
celular do sfock de cada levedura, Y2 e Y59, em dois tubos eppendor?, e utilizaram-se os reagentes nas

mesmas proporcgoes.

3.5.3 PCR interdelta

Esta técnica foi realizada com base no protocolo descrito por Schuller ef a/ (2004). As reacoes de
amplificacao foram realizadas num termociclador Veriti de 96 pocos (Applied Biosystermns), utilizando os
primers 612 (5" — TCAACAATGGAATCCCAAC — 3') e 62 (5" — GTGGATTTTTATTCCAAC — 3’). O DNA
dos isolados foi transferido das microplacas para placas de PCR, onde foi também colocado o DNA
extraido das leveduras Y2 e Y59 em stock, para controlo e comparacéo dos perfis de bandas. Em cada
poco das placas de PCR adicionaram-se 15 L de mistura reacional, sendo 3 uL de amostra de DNA e
12 uL de uma solucao pré-preparada: agua ultrapura, 0.5 U de 7aqg polimerase, tampao 7ag (10 mmol/L
de Tris-HCI, 50 mmol/L de KCl), 25 pmol de cada primer, 0.4 mmol/L de cada dNTP e 3 mmol/L de

MgCl2. O programa para esta reacao no termociclador foi definido com as seguintes etapas:
— Desnaturacao inicial a 95 °C, 2 min;
— 35 ciclos: desnaturacao a 95 °C, 30 s; emparelhamento a 43 °C, 1 min; extensao a 72 °C, 1 min;

— Extensao final a 72 °C, 10 min.
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Os produtos amplificados foram diluidos na placa de PCR com 40 pL de agua; daqui retiraram-se 2 uL
para uma nova placa e adicionaram-se 15 yL de /oading buffer em cada poco. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 15 g/L contendo Ge/Red como corante. Carregou-se 0s
pocos do gel de agarose com 8 UL dos pPCR em /oading buffer, e os pocos das extremidades com
marcador de pesos moleculares (GRS ladder 50 pb, diluido em /oading buffer). Nesta etapa teve-se o
cuidado de colocar em cada gel um controlo da levedura Y2 e outro de Y59, para que fosse possivel
identificar as duas leveduras em cada gel independentemente das condicdes da eletroforese. A
eletroforese de cada conjunto de amostras correu durante aproximadamente 60 min, a 180 V. O gel foi
depois visualizado num transiluminador com luz UV e fotografado. Foram identificados os diferentes
perfis de bandas em cada gel e comparados com os controlos das leveduras Y2 e Y59. Com este método

nao foi possivel identificar todos os isolados.

As amostras de DNA dos isolados com os perfis mais caracteristicos e algumas que deixaram duvidas
guanto a sua identidade foram compiladas numa nova placa. Com essas amostras de DNA repetiu-se o
PCR interdelta e fez-se também PCR-RFLP das regides ITS e do gene 5.8S. Apds se confirmar a identidade
de cada um dos isolados que foram recolhidos das placas de agar, relativos ao meio e fim da fermentacao
de cada uma das cubas, foi possivel calcular uma percentagem da presenca de cada levedura nos dois

momentos (nimero de isolados de cada espécie em 20 isolados recolhidos, para cada amostra).

3.5.4 PCR-RFLP das regides ITS e do gene 5.8S

Esta técnica foi realizada com base no protocolo descrito por Schuller (2009). Os primers usados foram
ITS1 (5' — TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3') e ITS4 (5' — TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3'). Foi preparada
uma mistura reacional com (volumes por poco): 19.2 uL agua ultrapura, 3 pL tampao 7ag 10x, 1.8 pL
MgCl, (25 mmol/L), 0.6 pL de mistura de dNTP’s (10 mmol/L), 1.2 uL de cada primer (10 pmol/uL) e
0.1 yL de 7aqg polimerase (5 U/uL). Desta mistura foram utilizados 27 uL por poco, mais 3 uL de

amostra de DNA. As condicdes do termociclador para a reacao foram as seguintes:
— Desnaturacao inicial a 95 °C, 6 min;
— 35 ciclos: desnaturacao a 95 °C, 20 s; emparelhamento a 53 °C, 20 s; extensdo a 72 °C, 1 min;
— Extensao final a 72 °C, 5 min.

Antes de fazer a restricdo nos produtos de PCR na placa testaram-se duas enzimas, Haelll e Hinfl, em

amostras de DNA amplificado diretamente das leveduras Y2 e Y59 em sfock. Destas duas, apenas com
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Haelll houve diferenciacdo dos perfis das leveduras. Desta forma, aos produtos de PCR adicionou-se
uma solucdo com a enzima de restricdo Haelll e incubou-se a 37 °C durante 2 h. Em seguida
carregaram-se os fragmentos de restricdo com /oading buffer em gel de agarose (com Ge/Red como
corante), adicionou-se marcador em ambos os lados do gel e correu-se a eletroforese. Os géis foram

visualizados sob luz UV e fotografados.

3.5.5 PCR da regiao D1/D2 do gene 26S e sequenciacao

Esta técnica foi realizada com base no que foi apresentado por Hajar efal. (2012). Para amplificacdo da
regido D1/D2 do DNA da levedura Y2 foram usados os  primers NL1
(5' — GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG — 3') e NL4 (5" — GGTCCGTGTTTCAAGACGG — 3'). Utilizou-se
um volume de 50 pL num tubo de PCR, sendo 1 uL da amostra de DNA da levedura e 49 uL de uma
solucdo reacional contendo: 5 UL de tampao 7ag 10x (com 20 mmol/L de MgCl,), 5 uL de uma mistura
de dNTP’s a 2 mmol/L, 1 uL de cada primer, 0.25 UL de 7ag polimerase e dgua ultrapura. Os parametros

usados no termociclador foram:
— Desnaturacéo inicial a 95 °C durante 2 min,

— 35 ciclos: desnaturacdo a 95 °C, 30 s; emparelhamento a 56.75 °C, 1 min; extensdo a 72 °C,

1 min;
— Extenséo final a 72 °C, 10 min.

O fragmento D1/D2 amplificado foi enviado para sequenciacao na STABVIDA (Qeiras, Portugal). Foi
também realizado PCR das regides ITS da amostra de DNA de Y2 num volume de 50 pL e enviado para
sequenciacao. Com os resultados fez-se um BLAST das sequéncias nucleotidicas através da pagina na

internet do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.6 Analise sensorial

A prova organolética dos vinhos produzidos foi feita por um painel heterogéneo de 10 provadores: 5
homens e 5 mulheres, alguns com experiéncia e outros principiantes. A prova foi realizada de manha,
as 10:30 h, numa sala ampla e fechada, bem iluminada e sem cheiros. Cada provador tinha na sua
mesa 7 copos de prova (um por cada ensaio realizado), com um volume constante de 30 mL de vinho.
Os copos foram marcados com um codigo de identificacdo. Para cada vinho os provadores preencheram

a ficha de prova descritiva que se mostra na Figura 7.
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FICHA DE PROVA DESCRITIVA - brancos

EXAME VISUAL : Provador:

Cor O0O@@®@® | Amostra:
EXAME OLFACTIVO DESCRITORES
Intensidade OO@®@®®

Impressio geral QOQBDO
EXAME GUSTATIVO
Dogura QOQQ@R®®®

Impresséo geral QO@B®O
Nota final (0 2 20) | OBSERVACOES

Tabela de correspondéncias:

Escala de intensidade Limpidez Cor

0- nula 0-turvo 0-incolor

1- muito fraca 1-ligeiramente turvo 1-citrino

2- fraca 2-opalino 2-amarelo (palha)
3- média 3-ligeiramente opalino 3-dourado

4- forte 4-limpido 4-topézio

5- muito forte 5-cristalino

Notagdo (0 a 20)
Excelente Muito Bom Bom Suficiente Mediocre Nz
20 18 | 16 14 | 12 10 8 | [3 4 | 2 | 0

Figura 7 — Ficha de prova descritiva simplificada para vinhos brancos.

Os descritores olfativos da ficha de prova foram selecionados de entre os mais usuais para os vinhos

brancos, e alguns foram simplificados para facilitar a analise aos provadores menos experientes. Os
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provadores do painel atribuiram valores de intensidade a cada descritor, usando uma escala de zero a
cinco. Para cada descritor olfativo e gustativo calculou-se a média geométrica, MG, de acordo com a

equacdo 1 (Norma ISO 11035:1994):
MG/% =+VF x1 x100 (equacao 1)

onde F é a frequéncia relativa do descritor (nUmero de vezes que o descritor € mencionado sobre o
numero total de vezes que é possivel menciona-lo), e /é a intensidade relativa (a soma das intensidades
dadas pelo painel inteiro para um descritor sobre a intensidade maxima possivel para este descritor). Os
descritores de cada vinho foram classificados pela sua MG o que, de acordo com a
Norma ISO 11035:1994, permite eliminar valores relativamente baixos, que nao contribuam para a
descricao do produto. Todos os descritores foram considerados por apresentarem MG> 15 % (Genisheva
et al,, 2014). Para os descritores do exame visual, “Cor” e “Limpidez”, calcularam-se medianas dos

valores atribuidos pelo painel; fez-se ainda a média aritmética das notas finais atribuidas a cada vinho.

3.7 Analise aos compostos volateis do aroma

Os compostos volateis maioritarios do aroma foram doseados por GC-FID (Gas Chromatography - Flame
lonization Detector, cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama) e os minoritarios por

GC-MS (Gas Chromatography - Mass Spectrometry, cromatografia gasosa com espetrometria de massa).

3.7.1 Compostos volateis maioritarios

As amostras de vinho foram descongeladas num banho de agua fria e centrifugadas (4 °C, 25 min,
FCR = 12 225). Os compostos volateis maioritarios foram analisados diretamente por GC-FID apos a
adicdo de 100 uL de solucdo de 4-nonanol (4.02 g/L em etanol absoluto) a 5 mL de vinho

(Genisheva et al., 2014). As amostras foram mantidas a —20 °C até ao momento da analise.

Foi utilizado o equipamento Chrompack GC CP9000 equipado com injetor sp/it/splitless e detetor de
ionizacdo de chama, e uma coluna Meta-Wax Teknokroma (30 m x 0.25 mm; espessura de filme de
0.2 um). As temperaturas do injetor e do detetor foram mantidas a 250 °C, sendo a razdo de sp/it de
15 mL/min. As analises foram realizadas através da injecao de 1 uL de amostra. A temperatura da
coluna foi inicialmente mantida a 50 °C durante 2 min, em seguida aumentou de 50 °C a 177.5 °C a
uma taxa de 5 °C/min, depois de 177.5 °C até 230 °C a 10 °C/min, e finalmente mantida a 230 °C

durante 15 min. O gas transportador foi hélio (GHE4x, Praxair) a um caudal de 1 mL/min (75 kPa a
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cabeca da coluna). A analise de cada amostra durou 47.75 min. A quantificacdo dos compostos volateis
maioritarios foi realizada com o soffware Star - Chromatography Workstation versao 6.9.3 (Varian) por
comparacado dos tempos de retencdo com os de substancias de referéncia puras.

3.7.2 Compostos volateis minoritarios

Extracdo liquido-liguido dos compostos volateis

A extracdo dos volateis das amostras de vinho foi feita com base no método descrito por Oliveira et al.
(2006). Descongelaram-se as amostras de vinho para analise num banho de agua fria e centrifugaram-se
a 4 °C durante 25 min e FCR=12 225. Em tubos de cultura (Pyrex, ref. 1636/26MP) adicionaram-se
8 mL de amostra, 100 uL de padrdo interno (4-nonanol a 40.2 mg/L em etanol absoluto) e uma barra
de agitacdo magnética. A extracao foi feita por mistura da amostra com 400 L de diclorometano durante
15 min numa placa de agitacdo magnética. Apds arrefecimento a O °C durante 10 min, a barra de
agitacdo magneética foi removida e fechou-se o tubo. A fase orgénica foi separada por centrifugacao a
4 °C durante 5 min e FCR= 5118; em seguida arrefeceu-se novamente o tubo a 0 °C durante 5 min. O
extrato aromatico foi recolhido para um vial utilizando uma pipeta de Pasteur, adicionou-se sulfato de
sodio anidro em excesso para desidratar e transferiu-se para um novo vial. Para cada vinho foram
realizadas extracdes em triplicado e analisadas por GC-MS. As amostras foram mantidas a —20 °C até

ao momento da analise.

Analise por GC-MS

A quantificacdo dos compostos volateis minoritarios foi feita de acordo com Genisheva et a/. (2014). O
equipamento utilizado foi um GC-MS Varian Saturn 2000 equipado com um injetor /079 e detetor de
massa /on-trap, e uma coluna Sapiens-Wax MS Teknokroma (30 m x0.15 mm; espessura de filme de
0.15 pm). O gas de transporte usado foi hélio (GHE4x, Praxair) a um caudal constante de 1.3 mL/min.
Para cada extrato foi feita a injecao de 1 uL de amostra em modo sp/itless (durante 30 s; razao de spiit
de 30 mL/min). A temperatura do injetor e da linha de transferéncia foram de 250 °C. A temperatura da
coluna foi inicialmente estabelecida a 60 °C durante 2 min e em seguida aumentada de 60 °C a 234 °C
a uma taxa de 3 °C/min, aumentada de 234 °C a 260 °C a uma taxa de 5 °C/min, e finalmente mantida
a 260 °C durante 5 min. A analise de cada amostra durou um total de 70.20 min. A identificacao e
analise semiquantitativa (equivalentes de 4-nonanol) dos compostos foi realizada através do soffware
Star — Chromatography Workstation versao 6.9.3 (Varian), comparando seus espetros de massa e indices

de retencdo com os de substancias de referéncia puras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta seccao sao apresentados os dados, depois de tratados, de todas as analises realizadas ao mosto
(antes e durante a fermentacéo) e aos vinhos finalizados, fazendo-se também uma analise critica dos
resultados. Salvo indicacdo em contrario, os resultados nesta seccdo correspondem a médias de trés
leituras, e os erros associados foram calculados pela distribuicao f#de Student, para um grau de confianca
de 95 %. As etapas inicialmente previstas para as inoculacdes sequenciais foram alteradas porque a
massa volumica do mosto era inferior a esperada, e também porque houve dias em que a fermentacao

avancou muito rapidamente durante a noite (quando nao havia supervisao).

4.1 Caracteristicas do mosto

0O mosto de uvas é um liquido turvo e ligeiramente colorido, com uma densidade elevada devido as
muitas substancias quimicas que contém. Nele, as leveduras e outros microrganismos encontram a
quantidade e variedade de nutrientes necessarios para assegurar as suas funcdes vitais. Os principais
sa0 0s acucares, essencialmente glucose e frutose, usados como fontes de carbono e energia. O mosto
contém também acidos organicos, sais minerais, compostos azotados diversos e vitaminas, o que o torna
num meio de crescimento completo (Ribéreau-Gayon et al, 2006). Os principais parametros
fisico-quimicos do mosto utilizado neste trabalho foram determinados utilizando o equipamento

OenoFoss™, e sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Principais parametros fisico-quimicos do mosto utilizado, determinados com o OenoFoss™, e respetivos
erros calculados para 95 % de confianca

857/ (g/kg) 139 + 4
paoc/(g/L) 1063.6 + 2.4
AT/ (g/L) 5.7 +0.2
pH 3.32+0.01
ChcTartarico / (g/ ) 44+1.1
Chemaico/ (g/L) 5.2 +0.4
AAN /(mg/L) 180.5 + 19.1
Cwwa /(mg/L) 124.4 +12.7
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Os valores de massa volumica, sélidos sollveis totais e alcool provavel estdo estreitamente relacionados:
a densidade do mosto depende da quantidade de compostos em solucao, ou seja, dos soélidos soltveis
totais; a grande maioria das substancias sollveis presentes no mosto sao 0s acucares, que apos
conversao pelas leveduras dao origem ao teor alcodlico do vinho. A relacao entre a quantidade de alcool
produzido durante a fermentacdo e a concentracdo inicial de actucar no mosto é conhecida: cerca de
17 g de acucar produzem 1 % de etanol, em volume. Existem instrumentos que permitem inferir o alcool
provavel e/ou os solidos do mosto por leitura da massa volumica, nomeadamente alguns densimetros

com diferentes escalas (Jacobson, 2006; Ribéreau-Gayon et a/., 2006).

Além da leitura com o OenoFoss™, a massa volumica do mosto também foi lida com o densimetro no
momento em que o mosto foi recebido, apresentando um valor de 1064 g/L, em concordancia com o
valor apresentado na Tabela 5. Este valor era mais baixo do que o esperado, de forma que tiveram que
se alterar os valores de massa volumica que tinham sido anteriormente planeadas para realizar as

inoculacdes sequenciais.

O valor de SST determinado foi (139 + 4) g/kg, o que corresponde a cerca de 148 g/L de aclcares
dissolvidos, uma valor inferior ao normal, que para mostos de uvas maduras varia geralmente entre
150 g/L e 240 g/L (Ribéreau-Gayon et a/,, 2006). A baixa concentracdo de aclcares tem um impacto
proporcional no teor de alcool provavel (4P), que foi de 8.25 %. Por estes valores conseguiu-se de
imediato avaliar que os vinhos produzidos teriam baixo teor alcoolico, porque o valor de alcool provavel
& meramente indicativo e ndo toma em consideracao que parte dos solidos dissolvidos nao sao actcares
(extrato seco), ou s@o aclicares nao fermentesciveis, e por isso nao sao convertidos em etanol. O valor

real de etanol presente nos vinhos finais ¢ inferior ao AP (Jacobson, 2006).

0 mosto adquirido apresentava um baixo teor em acucares, o que em parte pode ser explicado pelo facto
de o0 ano de colheita das uvas (2014) ter sido muito chuvoso durante o periodo do verao, quando ocorre
a maturacao, principalmente no noroeste do pais. Segundo o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(https://www.ipma.pt/pt/oclima/monitorizacao/), relativamente ao periodo de 1971 a 2000, no ano de
2014 a precipitacdo na regiao Entre Douro e Minho foi superior a média nos meses de julho (300 % a
400 %), agosto (125 % a 150 %) e setembro (200 % a 250 %). Certamente neste ano foram produzidos
mostos de qualidade, mas estes sao utilizados diretamente para producao de vinhos. Mostos de uvas de
menor qualidade ou menor grau de maturacdo sao sulfitados para utilizacdo posterior noutro tipo de

aplicacoes: o mosto utilizado, possivelmente, foi adquirido sob estas condicoes.
A acidez do mosto ¢ devida principalmente ao acido tartarico e ao acido malico, que sado os acidos
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organicos presentes em maior concentracdo nas uvas, seguidos do acido citrico. Existem varias formas
de expressar a acidez de um mosto de uvas ou vinho, das quais a acidez total (47— a soma de todos os
acidos titulaveis presentes no vinho, normalmente expressa em acido tartarico por este ser o mais
representativo), a acidez volatil (4V/— expressa em acido acético por ser o mais abundante dos acidos
volateis) e o pH (Jacobson, 2006). A acidez do mosto esta muito dependente da regido, do clima e do
grau de maturacdo das uvas, e pode variar de 4.5 g/L a 15 g/L, expresso como acido tartarico
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). Normalmente a acidez do vinho final nao difere muito da acidez do mosto,
a menos que ocorra fermentacdo malolatica (em que o acido malico é transformado em latico, que é um

acido mais fraco), que ndo é usual em vinhos brancos secos (Delanoe et al., 1987; Jacobson, 2006).

Na determinacéo dos valores de acidez apresentados na Tabela 5 houve duas fontes de erro que devem
ser mencionadas: primeiro, a amostra de mosto que foi guardada para analise posterior foi congelada
sem diluicao, e por isso uma grande parte do acido tartarico precipitou sob a forma de sais de tartarato
de potassio quando foi colocado a uma temperatura muito baixa; em segundo lugar, as medicées com
o OenoFoss™ estdo sujeitas a erros devido a calibracao, que nédo foi ajustada para mostos e vinhos muito
acidos. Isto pode ajudar a explicar o facto de a concentracao de acido tartarico ser inferior a de acido

malico, 0 que nao é usual, e a A7 ter um valor baixo.

Os mostos mais acidos sdo também os que apresentam um maior contetdo de aminoacidos, que
juntamente com o azoto amoniacal constituem as fontes de azoto facilmente assimilaveis para as
leveduras (Ribéreau-Gayon et a/, 2006). O azoto nao € importante apenas para evitar paragens ou
abrandamentos na fermentacéo, mas também pode contribuir para um melhor equilibrio aromatico, uma
vez que interfere na sintese de alcoois superiores e de ésteres. Quando a concentracdo de NH4" € inferior
a 25 mg/L, é necessario suplementar o mosto para que nao haja paragem da fermentacao
(Ribéreau-Gayon et al, 2006). Observando a Tabela 5 pode-se afirmar que o mosto utilizado néo

apresentava este tipo de restricdes nutricionais para o desenvolvimento das leveduras.

Ugliano et a/. (2007), fermentando um mosto de Chardonnay com S. cerevisiae ANRI 796, e utilizando
diferentes concentracdes iniciais de azoto facilmente assimilavel, mostraram que um baixo contetdo
inicial de azoto resulta em vinhos mais complexos mas com menos aromas frutados, enquanto um
contetido de azoto demasiado alto podem levar a vinhos com excesso de ésteres. Um teor de azoto
facilmente assimilavel no mosto de 320 mg/L foi o que demonstrou o melhor efeito, resultando em

vinhos com uma menor concentracédo de alcoois superiores e melhor balanco de ésteres.
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O parametro AAN representa os aminoacidos primarios que a levedura consegue assimilar; a prolina é
um aminoacido secundario, que ndo ¢é assimilado em condicdes de anaerobiose (Ugliano ef al., 2007).
A soma das duas fontes de azoto que foram quantificadas, na Tabela 5, da um valor de azoto facilmente

assimilavel de 304.9 mg/L, préximo do que foi mencionado como ideal para o aroma do vinho.

4.2 Acompanhamento dos ensaios de fermentacao

4.2.1 Alteracdes quimicas do mosto em fermentacao

As leveduras necessitam de energia para executar todas as funcdes metabolicas envolvidas nos
processos de crescimento e reproducdo. A fermentacao alcodlica é a via pela qual as leveduras produzem
energia, em condicdes de anaerobiose, a partir da degradacdo dos acucares e formacao de produtos
secundarios consequentemente menos energéticos (Jacobson, 2006; Ribéreau-Gayon ef al, 2006).
Quando os acucares fermentesciveis no mosto se esgotam, a populacdo de leveduras entra numa fase

de declinio e a fermentacéo termina.

A melhor forma de monitorizar a fermentacéo é através da medicao da massa volumica do mosto em
fermentacdo. A medida que os aclicares do mosto sdo degradados, a massa por area de volume do
mosto diminui, porque os soélidos dissolvidos desaparecem e dao lugar ao etanol que € menos denso
que a agua (Delanoe et al.,, 1987; Jacobson, 2006; Ribéreau-Gayon et a/,, 2006). Nos vinhos secos, que
tém um baixo teor de acucares residuais, a fermentacao termina quando a massa volumica estabiliza
num valor inferior a 1000 g/L, geralmente entre 990 g/L e 995 g/L. Quando a massa volumica estabiliza
num valor muito superior, de forma nao intencional, significa que as leveduras nao foram capazes de
crescer neste meio e a fermentacao parou (Delanoe et a/, 1987). Na Figura 8 esta representada
graficamente a variacao da massa volumica (dados de leituras Unicas), para cada método de inoculacéo

testado.

As fermentacbes do ensaio de controlo com a levedura Y59 e do ensaio de co-inoculacdo das duas
leveduras terminaram ao fim de 6 dias, com massa volumica muito préxima de 1000 g/L. Ja nos
restantes ensaios (de inoculacdo sequencial e de controlo com a levedura Y2), as fermentacdes foram
dadas como terminadas ao fim de 11 dias, com valores de massa volumica que estabilizaram em valores
ligeiramente superiores. A partir do primeiro dia de fermentacéo tornou-se evidente que a levedura Y59,
uma estirpe de S. cerevisiae, tem uma taxa de fermentacdo muito superior a da levedura Y2, outra

espécie do género Saccharomyces.
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Figura 8 — Representacao grafica da variagdo da massa volimica a 20 °C (p2o-c) nos diferentes ensaios em
funcao do tempo de fermentacao (£).

No grafico da Figura 8 esta bem evidente que os controlos, inoculados com uma Unica cultura de
leveduras puras, sa@o 0s extremos, e que as inoculacdes feitas sequencialmente se mantiveram dentro
destes limites. Olhando para os perfis das quatro fermentacdes sequenciais, embora as diferencas nao
sejam muito percetiveis, nota-se que a o ensaio Y2+Y59(1054), onde foi inserida a estirpe Y59 mais
cedo, € a que se afasta mais da tendéncia geral e que termina com menor massa volumica. Isto significa
que a insercao da estirpe Y59 ajudou a uma melhor conclusao da fermentacao, que poderia ter sido

ainda melhor se tivesse sido feita antes (o que nao foi possivel devido a baixa densidade inicial do mosto).

A temperatura de fermentacdo € um parametro importante que pode condicionar o crescimento das
leveduras € mesmo a formacdo de compostos volateis do aroma. A temperatura nos ensaios
Controlo Y59 e Co-inoculacdo manteve-se entre os 17 °C e os 18 °C; nos ensaios de fermentacéo

sequencial variou entre os 16 °C e os 18 °C; finalmente, no Controlo Y2, entre os 15.5 °C e os 18 °C.

Na Figura 9 esta representada a variacao da concentracao de acucares fermentesciveis, glucose e frutose
(Caw+fru), no mosto em fermentacao. A variacao da concentracao de aclicares no mosto segue a mesma
tendéncia da densidade, como era de esperar, ja que estes parametros estao estreitamente relacionados.
Mais uma vez verifica-se que nos ensaios de controlo com Y59 e de co-inoculacdo, o esgotamento dos
acucares ocorreu muito mais rapidamente, o que se deve a presenca da levedura Y59, que é mais

eficiente neste processo.
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Figura 9 — Perfil da variacdo da concentracdo média de aclcares (Caiu+Fru) nos diferentes ensaios em funcao do
tempo de fermentacao ().

Na Figura 8 e na Figura 9 consegue-se perceber pelos perfis das inoculacdes sequenciais que quanto
mais cedo se inoculou a segunda levedura, a mais ativa, mais acelerada se tornou a fermentacao. A
introducao de uma segunda estirpe com boas propriedades fermentativas parece ter efeito na rapidez e
eficiéncia da fermentacéo, mas além disto € importante que se consigam preservar as propriedades

aromaticas da primeira levedura.

O etanol da aos vinhos o seu principal carater (Ribéreau-Gayon et a/., 2006) e ajuda a protegé-lo de
contaminac0es, e por isso é importante que esteja presente numa concentracéo adequada. A Figura 10
mostra 0 aumento do titulo alcoométrico volumico (74V) no mosto dos diferentes ensaios, a medida que
vai sendo transformado em vinho. O 74V adquirido de um mosto em fermentacao ou vinho é definido
no Regulamento CE N.° 491/2009 como o numero de volumes de etanol puro, a temperatura de 20 °C,

contidos em 100 volumes do produto considerado, a mesma temperatura.

O T7AV do mosto em fermentacdo aumenta de forma inversamente proporcional a variacao da
concentracao de acucares. Nos ensaios Controlo Y59 e Co-inoculacdo, o 74V final do mosto foi superior
ao dos restantes ensaios, porgue houve uma maior conversao dos acucares. Nos ensaios de fermentacao
sequencial e no Controlo Y2, a fermentacdo abrandou e comecou a estabilizar antes que todos os

acucares fossem convertidos em etanol.
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Figura 10 — Variacao do titulo alcoométrico volumico (74V) nos diferentes ensaios, em funcéo do tempo de
fermentacéo (7).

Tendo em conta estes resultados, era esperado que os vinhos finais produzidos por fermentacéo
sequencial e com a levedura Y2 pura tivessem um menor teor alcodlico, e também fossem um pouco
mais doces. Pela Figura 10 vé-se ainda que o teor alcoolico no final das fermentacdes Controlo Y59 e

Co-inoculacéo ficou proximo do APestimado inicialmente.

4.2.2 Evolucao da populacao de leveduras

Para verificar que as estirpes implementadas foram realmente as que foram inoculadas e nao
provenientes de contaminacOes, e para tentar perceber se realmente houve crescimento da segunda
levedura introduzida no mosto em fermentacao, utilizaram-se técnicas de isolamento e de genética

molecular ja descritas (subcapitulo 3.5).

O PCR interdelta aplicado as amostras de DNA de todos os isolados de cada cuba, retirados a meio e no
final da fermentacao, apresentou dois perfis principais que se podem ver na Figura 11, com uma escala
indicativa do tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb). Para grande parte das amostras nao se
conseguiu visualizar bandas no gel de eletroforese. Antes de mais, é importante referir que estes pocos
aparentemente vazios poderiam significar que houve erros crassos na extracao do DNA ou no proprio
PCR que afetaram algumas amostras, por isso estes procedimentos foram repetidos, levando aos
mesmos resultados. O facto de a levedura Y59 apresentar um perfil de amplificacao de regides interdelta

comprovou que esta levedura pertence a espécie S. cerevisiae (Schuller et al., 2004).

47



Otimizacao de fermentacdes sequenciais com duas leveduras do género Saccharomyces

Figura 11 — Perfis de bandas obtidos depois da separacao dos produtos do PCR realizado com os primers 62 e
612, visualizados sob luz UV (M — marcador de pesos moleculares; pb — pares de bases).

Da mesma forma, como a levedura Y2 nao apresentou qualquer amplificacdo, partindo do principio que
0s passos anteriores foram bem executados, assumiu-se que pertencia a uma espécie diferente. O facto
de muitos dos isolados nao apresentarem amplificacdo por esta técnica, assim como a levedura Y2,
podia significar que ndo pertenciam a S. cerevisiae, mas continuava sem se provar qual era realmente a
sua identidade. Por essa razdo foi necessario aplicar outras técnicas de PCR mais especificas, na

tentativa de identificar todas as amostras e relaciona-las com seguranca a cada um dos controlos.

O PCR-RFLP das regides ITS e do gene 5.8S do rDNA cria padrdes de restricdo que permitem distinguir
entre espécies do mesmo género (Esteve-Zarzoso et al,, 1999; Montrocher et al., 1998). Esta técnica foi
utilizada para validar os resultados do PCR interdelta (garantir que a levedura Y59 era uma estirpe de
S. cerevisiae, e que a levedura Y2 pertencia a uma outra espécie), e para se obter um perfil identificativo
dos isolados que nao apresentaram amplificacdo com o método anterior. Testaram-se duas enzimas de
restricdo, que produziram os padroes de bandas apresentados na Figura 12. Com a enzima de restricao
Hinf| nao se verificou diferenca nos padrdes de bandas das duas leveduras; ja com Haelll obtiveram-se

perfis polimorficos que permitiam diferenciar as duas leveduras.

A enzima de restricdo Hinf1 corta o fragmento amplificado das regides ITS e do gene 5.8S em dois locais,
gue sao 0s mesmos para todas as espécies do complexo Saccharomyces sensu stricto, criando um perfil
com trés bandas (com tamanhos de 375 pb, 365 pb e 110 pb) (Fernandez-Espinar ef a/., 2000), sendo
gue duas delas tém tamanhos muito proximos e aparecem sobrepostas no gel de eletroforese, sendo

por vezes referidas como uma banda unica (Esteve-Zarzoso ef al,, 1999).
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Figura 12 — Perfis de bandas visualizados com luz UV apos restricdo, com as enzimas Hinfl e Haelll, dos
fragmentos obtidos por PCR com os primers ITS1 e ITS4.

Ja a enzima Haelll permite separar este complexo de leveduras intimamente relacionadas em dois
grupos com diferentes perfis de restricdo (Pham et a/., 2011). O primeiro, com 4 bandas (tamanhos de
325 pb, 230 pb, 170 pb e 125 pb) ocorre em S. cerevisiace S. paradoxus; o segundo, com trés bandas
(tamanhos de 495 pb, 230 pb e 125 pb) em S. pastorianus e na antiga S. bayanus (CBS 395), atual
S. uvarum (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Fernandez-Espinar et a/., 2000; Pham et al., 2011). Esta técnica,
depois de aplicada as leveduras em stock usadas como controlo, além de corroborar que a levedura Y59
pertence a espécie S. cerevisiae, também restringiu as possibilidades para a identificacdo da levedura Y2.
Aplicando o PCR-RFLP as amostras de DNA dos isolados ja foi possivel observar, para cada um deles,

um perfil de bandas identificativo no gel de agarose.

Para confirmar a identidade da levedura Y2 (que continuava na incerteza entre S. pastorianus e
S. uvarum), os fragmentos da amplificacao das regides ITS e do gene 5.8S desta levedura foram enviados
para sequenciacdo, mas 0s resultados nao foram suficientes para uma decisao definitiva. Foi entdo
realizado um PCR da regiao D1/D2 do gene 26S do rDNA da levedura Y2, com os primers NL1 e NL4,
gue resultou num fragmento com um tamanho de 680 pb, que se mostra na Figura 13. Este fragmento
foi também sequenciado, ja que polimorfismos nesta regiao do genoma permitem segregar espécies de
leveduras muito préximas (Pulvirenti ef a/, 2000), como é o caso das espécies S. wvarum e

S. pastorianus.

Os fragmentos do genoma da levedura Y2 sequenciados foram comparados com bases de dados através

de um BLAST na pagina da internet do NCBI.
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Figura 13 — Fragmento obtido por PCR do genoma da levedura Y2 com os primers NL1 e NL4.

0 fragmento amplificado por PCR das regides ITS e do gene 5.8S resultou em 99 % de homologia com
varias estirpes de S. wvarum, além de S. bayanus (devido ao impasse taxonomico que existiu entre as
duas espécies) e uma estirpe de S. pastorianus (nimero de acesso: D89888.1), o que ndo esclareceu
completamente a identidade desta levedura. O fragmento da regido D1/D2 do gene 26S mostrou uma
homologia de 100 % com a estirpe tipo S. uvarum CBS 395 (numero de acesso: AJ279065.1),
podendo-se assim afirmar que a levedura que cresceu nas cubas é a estirpe Y2 e pertence de facto a

espécie S. uvarum.

Depois de aplicadas estas técnicas as leveduras guardadas em sfock, que serviram como controlo, e aos
isolados das amostras retiradas de cada cuba a meio e no fim da fermentacao, conseguiu-se atribuir a
cada isolado uma identidade, e todos se mostraram idénticos a um dos controlos (levedura Y2 ou Y59).
Desta forma, assumiu-se inicialmente que nao houve contaminacdo do mosto com outras leveduras de
espécies diferentes, provenientes das instalacdes ou do meio ambiente, ou pelo menos nao houve uma

contaminacao que fosse significativa.

Com os resultados sobre a identidade de cada um dos isolados calculou-se a percentagem de
implementacao de cada estirpe (/£, percentagem calculada com base nos 20 isolados recolhidos de
cada amostra) e construiram-se os graficos de barras da Figura 14, numa tentativa de perceber se a
inoculacao sequencial das leveduras selecionadas era viavel, se houve crescimento da segunda espécie

inoculada, e qual das duas acabou por dominar a fermentacao.

No ensaio de Co-inoculacéo é bem aparente que, apesar de as duas leveduras terem sido introduzidas

no mosto na mesma concentracdo e ao mesmo tempo, a levedura Y59 dominou a fermentacao.
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Figura 14 — Representacdo esquematica da percentagem de Implementacao da Estirpe (/£) nos diferentes
ensaios realizados, no meio (A) e no final da fermentacéo (B).

A fermentacdo no ensaio de Co-inoculacdo durou 6 dias, e ao 4.° dia (Figura 14 A) a levedura Y59 ja
representava mais de 80 % da populacado. Esta percentagem manteve-se até ao final da fermentacao
(Figura 14 B), o que sugere que apesar da levedura Y59 ser dominante, nao reprime totalmente o

crescimento da levedura Y2.

Observando os ensaios de fermentacao sequencial, nos quais foi primeiro introduzida a estirpe menos
ativa, a levedura Y59 conseguiu crescer no meio dominado por outra, quando foi introduzida no mosto
com massa volumica de 1054 g/L. Ja quando a levedura Y59 foi introduzida no mosto mais tarde, a
levedura Y2 provavelmente ja tinha passado a fase de crescimento e encontrava-se em grande
concentracao, utilizando todos os nutrientes do mosto. A baixa concentracao de nutrientes e a escassez
de oxigénio no meio sao fatores inibitdrios que podem ter contribuido para que a levedura Y59 nao
conseguisse crescer de forma significativa depois de inoculada a massa volumica de 1047 g/L. Numa

fase ainda mais avancada, no ensaio Y2+Y59(1025), a populacédo de Y59 que foi inserida no mosto nédo
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conseguiu chegar ao fim da fermentacao, e por isso deste ensaio ndo foram isoladas leveduras viaveis

da estirpe Y2 no final da fermentacdo, como se observa na Figura 14 B.

Os dados apresentados na Figura 8 e na Figura 14 apontam para que a melhor estratégia ¢ a introducao
da levedura Y59 no mosto o mais cedo possivel. No entanto, é necessario encontrar um ponto em que
a levedura Y2 ja tenha sido capaz de formar os compostos do aroma que lhe séo caracteristicos, em
concentracdes suficientes para serem percebidos pelo provador no vinho finalizado. O crescimento da
segunda levedura inoculada no mosto em fermentacdo pode ter sido condicionado pela falta de
arejamento do mosto a partir de uma massa volimica de 1040 g/L, momento a partir do qual ndo se
fez mais a remontagem do mosto, para que as leveduras pudessem fermentar em condicdes de

anaerobiose.

4.3 Caracteristicas dos vinhos finais

4.3.1 Composicao quimica

Para que possam ser comercializados, 0s vinhos devem obedecer a regulamentacao especifica: em
Portugal e nos restantes Estados-Membros aplicam-se as leis estabelecidas pela Comissao Europeia. De
acordo com o Regulamento CE N.° 491/2009, os vinhos (tranquilos) devem apresentar um titulo
alcoométrico adquirido igual ou superior a 8.5 %, € um titulo alcoométrico total ndo superior a 15 %,
salvo excecdes previstas no anexo Illl. O mesmo regulamento define para os vinhos uma acidez total

(expressa em acido tartarico) nao inferior a 3.5 g/L.

Além dos parametros legislados ha outros que devem ser controlados, de forma que o vinho nao
apresente defeitos. Os resultados das analises feitas aos vinhos (em triplicado) com o OenoFoss™ e
HPLC sao apresentados na Tabela 6, com os erros calculados pela distribuicao #de Student. Embora
tenha sido analisado o acido latico nos vinhos finais, os valores nao fazem parte da Tabela 6 porque
foram sempre nulos (ou com concentracao inferior ao limite de detecdo do aparelho), o que indica que

nao ocorreu fermentacao malolatica.

Como tinha sido previsto no inicio da fermentacdo, a concentracdo de aclcares no mosto nao era
suficiente para dar origem a vinhos de teor alcodlico apropriado. Nenhum dos vinhos produzidos atingiu
0 titulo alcoométrico minimo estipulado de 8.5 %. Para que tal fosse possivel seria necessario fazer um
enriquecimento do mosto inicial, de acordo com o previsto no Regulamento CE N.° 491/2009. Todos os

vinhos terminaram com uma A7 superior ao limite minimo estipulado de 3.5 g/L.
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Tabela 6 — Resultados das analises feitas aos vinhos finais, com os respetivos erros calculados para 95 % de

confianca
Controlo Co- Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Controlo Y2
Y59 -inoculacio = (1054) (1047) (1035) (1025) ontrolo

TAV /% 8.1+05 8.2+0.2 7.6+06 7.6+0.2 7.7 +0.2 7.8+0.1 7.6+08
AT /(g/L) 8.1x0.1 7.9+04 8.7 +05 87+04 8.7+03 8.7+0 8.6+05
AV /(g/L) 0.39+0.11 | 0.40+004 | 0.52+001  0.49+009 | 0.50+007 | 0.52+001  0.48+0.15

pH 3.19+013 | 3.16+003 | 3.25+0.02 | 3.26+004 | 3.25+0.04 | 3.24+001 | 3.24+0.05
Caiuc/(g/L) | 4.57+030 | 464 +030  4.60+030 | 4.68+030  4.57+030 | 4.24+028 | 4.19+0.28
Cru/(g/L) | 0.43+019 | 0.46+0.19 | 3.86+023 | 3.53+022 | 3.94+023 | 452+025 | 5.92+035
Cai/(g/L) | 4.39+062 | 450+1.05 | 7.74+009  825+008  7.97+008 | 7.64+009 7.79 +0.09

0 valor de acidez total (A7) dos vinhos foi também superior ao que foi lido no mosto, e estd mais proximo
da realidade porque as amostras de vinho nao foram congeladas antes de analisar com o OenoFoss™,
e portanto nao houve grande perda de acidez por precipitacao de sais de tartarato. Os vinhos produzidos
por Controlo Y59 e Co-inoculacdo, onde a levedura Y59 foi o principal interveniente na fermentacéo, séo

ligeiramente menos acidos.

O maior contribuinte para a acidez volatil (4)//) nos vinhos é o acido acético. Este forma-se durante a
fermentacao em niveis que rondam normalmente os 0.2 g/L a 0.4 g/L; quando em concentracdes
superiores a 0.8 g/L ou 0.9 g/L, o acido acético torna-se indesejavel, porque é percetivel no vinho pelo
seu cheiro a vinagre (Jacobson, 2006). Nos vinhos produzidos a AV nao ultrapassou este limite. Mais

uma vez os vinhos Controlo Y59 e Co-inoculacao apresentam valores inferiores de acidez volatil.

0 pH do vinho esta dependente da sua acidez, situa-se geralmente entre 2.8 e 3.8 (Delanoe et al., 1987;
Ribéreau-Gayon et al, 2000), e foi dentro desta gama que se mantiveram os valores dos vinhos
produzidos. O pH é um bom indicador da propensao do vinho para sofrer contaminacdes: acima de 3.5
0 vinho nao tem acidez suficiente para ficar protegido contra o crescimento de microrganismos, como

bactérias acéticas (Delanoe et a/., 1987).

De acordo com o Regulamento CE N.° 607/2009, um vinho é considerado seco se o teor de acucares
nao for superior a 4 g/L, ou 9 g/L se a acidez total ndo for inferior em mais de 2 g/L ao teor de acucares
residual. Todos os vinhos produzidos tém um teor de aclcares residuais superior a 4 g/L e inferior a
9 g/L, com excecdo do Controlo Y2. Nos vinhos Controlo Y59, Co-inoculacdo, Y2+Y59(1054),

Y2+Y59(1047) e Y2+Y59(1035), o valor de A7 é superior ao valor da soma dos acucares residuais, e no
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vinho Y2+Y59(1025) os valores quase se igualam. A elevada acidez permite entao classificar estes vinhos
como secos. No caso do vinho Controlo Y2, a soma a concentracao de acucares residuais € superior a
9 g/L, e por isso seria considerado um vinho adamado. Pelos valores da Tabela 6 verifica-se que a
concentracao final de glucose nos diferentes vinhos foi quase constante, e o que realmente fez diferenca

no teor de acucares residuais foi a concentracao de frutose.

Depois do etanol, o glicerol é o produto mais importante da fermentacéo alcodlica, e a sua concentracao
nos vinhos varia geralmente de 5 g/L a 8 g/L (Ribéreau-Gayon ef a/.,, 2006). O glicerol tem um sabor
adocicado, mas que é mascarado no vinho, e forma-se principalmente no inicio da fermentacao
(Ribéreau-Gayon et al.,, 2006). Os vinhos em que foi inoculada primeiro a levedura Y2 apresentaram uma
concentracao de glicerol marcadamente superior. Esta € uma das caracteristicas mais distintivas entre

os perfis de fermentacao de S. cerevisiae e S. uvarum (Pulvirenti et al., 2000).

4.3.2 Caracteristicas organoléticas

Na avaliacao visual dos vinhos, a mediana das classificacdes dos provadores teve como resultado uma
cor “amarelo palha” para a maioria, com excecdo do vinho Controlo Y2 que foi classificado como
“citrino”. Quanto a limpidez, a mediana da classificacdo dos vinhos variou entre “limpido” e “ligeiramente

opalino”. Os considerados mais limpidos foram os vinhos Controlo Y59, Co-inoculacao e Controlo Y2.

Os resultados do exame gustativo dos vinhos, obtidos com a metodologia explicada na seccédo 3.6, sdo
apresentados na Figura 15. Nos parametros de persisténcia e equilibrio do gosto, o painel de provadores
no global ndo detetou diferencas muito significativas entre os diferentes vinhos. As classificacdes destes
parametros situam-se entre os 60 % e os 80 %, sendo dificil de distinguir entre as séries. O amargor dos
vinhos provém principalmente dos compostos fenolicos das uvas e peliculas e, como o mosto utilizado
foi 0 mesmo em todos os ensaios, &€ pouco provavel que os vinhos tenham diferentes conteudos de
substancias amargas. O que acontece € que os acucares residuais no vinho ajudam a disfarcar o
amargor, e por isso o vinho Controlo Y2 que terminou com maior concentracées de acucares nao
fermentados foi classificado como menos amargo, e nos vinhos Controlo Y59 e Co-inoculacao o amargor
foi mais percetivel por serem vinhos mais secos. Da mesma forma, nos vinhos mais doces a acidez é
menos percetivel, o que explica o facto de o vinho Controlo Y2 ser considerado menos acido, apesar de
na verdade ser dos vinhos com maior A7. Os vinhos Controlo Y59 e Co-inoculacao tém menor A7, mas
foram considerados mais acidos pelos provadores, possivelmente por terem baixo teor de acucares

residuais. O vinho Y2+Y59(1025) desvia-se desta tendéncia, mas nao se encontra explicacao para tal.
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Dogura
100%

80%

Persisténcia Acidez

e Controlo Y59
e CO-inoculagdo
Y2+Y59(1054)
2 +Y59(1047)
e Y 2+Y59(1035)
Y2+Y59(1025)

Equilibrio Amargor @ Controlo Y2

Figura 15 — Resultado das MG calculadas para os descritores gustativos dos diferentes vinhos, avaliados pelo
painel de provadores durante a analise sensorial.

Os vinhos Controlo Y59 e Co-inoculacao foram notados pelo painel de provadores como os menos doces,
0 que esta de acordo com os dados analiticos. Os vinhos Y2+Y59(1025) e Controlo Y2 foram dos mais
doces, 0 que também esta de acordo com as concentracdes finais de actcares que foram determinadas.
No entanto o vinho Y2+Y59(1047) foi classificado como o mais doce entre todos, resultado que nao é
apoiado pelos dados das analises quimicas. Isto sO se podera explicar pelo impacto da maior
concentracao de glicerol, ou pela presenca de aromas com notas adocicadas que provocam esta

sensacao nos provadores.

Além dos aspetos gustativos, os provadores deram também a sua avaliacdo quanto as caracteristicas
olfativas de cada vinho, nomeadamente sobre os descritores aromaticos mais adequados e a intensidade
da sensacao olfativa (Figura 16). Os descritores sugeridos na ficha de prova abrangem as principais
caracteristicas aromaticas normalmente atribuidas aos vinhos brancos. Como forma de facilitar a analise
aos provadores colocou-se, por exemplo, apenas o descritor “Frutado”, mas este pode englobar “fruto

citrino”, “fruto de arvore” e mesmo “fruto tropical”.

Os descritores “Mineral” e “Fruto seco” foram os menos significativos, com médias geométricas abaixo
dos 50 % e onde nao ha uma distincdo clara dos vinhos. Para o descritor de aroma “Vegetal” também

nao existe uma tendéncia clara dos resultados dos diferentes vinhos.
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Intensidade
100%

Vegetal Floral

e Controlo Y59

e CO-inoculagdo
Mineral Frutado Y2+Y59(1054)
Y 2+Y59(1047)
s Y 2+Y59(1035)

Y2+Y59(1025)

Fruto seco e Controlo Y2

Figura 16 — Resultado das MG calculadas para os descritores olfativos dos diferentes vinhos, avaliados durante
a analise sensorial.

Os vinhos avaliados como tendo um aroma mais “Frutado” foram, por ordem decrescente, os vinhos
Controlo Y59, Y2+Y59(1047) e Y2+Y59(1054). Os vinhos onde a levedura Y2 teve um papel mais
relevante — vinhos Y2+Y59(1035), Y2+Y59(1025) e Controlo Y2 — foram 0s que o painel considerou
menos frutados. Os vinhos Controlo Y59 e Y2+Y59(1047) também se destacam dos restantes nos
aromas florais. Os provadores consideraram como mais intensos ao nivel do aroma os vinhos Controlo

Y59 e Co-inoculacao.

No final da avaliacao do gosto e do aroma dos vinhos foi pedido aos provadores que dessem uma nota
final entre 0 e 20 a cada vinho, tendo em conta todos os parametros avaliados e o gosto pessoal. O vinho
gue obteve a melhor nota média final foi o vinho Controlo Y2, produzido com esta levedura pura, que foi
avaliado em 13.4 (“Bom”). Destacaram-se também os vinhos Controlo Y59 e Y2+Y59(1047), ambos
com uma nota de 12.4 (“Bom”), e 0 menos apreciado foi o vinho de Co-inoculagcdo com uma avaliacédo

de 10.5 (“Suficiente”), produzido por inoculacdo das duas espécies.

4.3.3 Compostos volateis do aroma

Para entender melhor as diferencas a nivel organolético detetadas pelo painel de provadores, é
interessante confrontar os dados da analise sensorial com dados instrumentais. Os resultados da analise

aos compostos volateis maioritarios feita for GC-FID sao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Concentracbes médias (C) dos compostos volateis maioritarios detetados nos vinhos por analise
semiquantitativa com GC-FID, erros calculados para 95 % de confianca e LP0O para cada composto

Controlo Co- Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Controlo Y2
Y59 inoculacdo | (1054) (1047) (1035) (1025)

Composto | " Clmgl) | Cmgl) | Cmg) | Clmgll | G/mg/l) | Clmgll) | C/ime/l
Acetaldeido 10@ | 554+31 | 38460 1364147 3218  6.0:169 3.2:50 | 3.8:22
Acetato de etilo 12.30) 1 12.0+06 | 9.7+12 | 12.9:37 | 15106 18.1+114 12.2:1.1 125470
Metanol 668@ | 40.7 +11.5 32.8 192 34.4 464  42.5+7.1 | 349170 33.4 299 | 38.547.4
Alcoois superiores
1-propanol 830@  16.1+1.1 | 153466  189:2.1 22.0+74 17252 16.3+116 19.147.4
2.metil-1-propanol = 40@ | 30.8 19  28.2:86  19.0:30 22.1:50 18.6+46 17.1499  18.347.2
2-metil-1-butanol — 209 +1.1 | 22.2+102| 22.8+3.1 | 25.2 +4.4 | 22.0 +43 | 19.2 +8.8 | 23.2 +89
3-metil-1-butanol | 30@ | 78.6 +4.4 | 69.9 2195 75.8 +11.1 87.1 +155| 73.9 +16.6 66.3 +30.1 | 76.8 +29.0
2-feniletanol 14© 1 16.9 +6.1 | 13.1 +12.3| 47.6 +32.2 | 38.6 +26.5 35.4 +412 26.1 +22.1 35.8 +11.6

Total 163 +14 | 149+31 | 184451 | 195459 | 167 +72 | 145477 | 173 458

(a) — Moreno et al., 2005; (b) — Escudero et al., 2004; (c) — Ferreira et al, 2000.

No vinho Y2+Y59(1054) registou-se uma maior concentracdo de acetaldeido, composto resultante da
oxidacdo do etanol (Ribéreau-Gayon ef a/., 2000), o que poderia ser indicativo da ocorréncia de algum
tipo de contaminacéo nao detetada nas analises microbioldgicas; no entanto, nao se pode afirmar nada
com certeza, porque o erro associado é muito grande. Este parece ter sido o Unico parametro que se

afastou significativamente da tendéncia geral dos resultados.

Houve alguns compostos que se destacaram por apresentarem uma concentracdo média
significativamente superior ao seu limiar de percecao olfativa (LP0), nomeadamente o acetato de etilo,
o 3-metil-1-butanol e o 2-feniletanol. O acetato de etilo pode ter contribuido com notas de frutado e
adocicado nos vinhos Y2+Y59(1047) e Y2+Y59(1035) produzidos por fermentacao sequencial. O
3-metil-1-butanol pode ser percetivel em todos os vinhos, mas foi no vinho Y2+Y59(1047) que a sua

concentracao foi mais elevada, podendo este ter um aroma ligeiramente mais adocicado e a banana.

As concentracoes de 2-feniletanol sao um bom exemplo da complexidade de interacdes que podem
ocorrer quando duas leveduras estao envolvidas na fermentacéo alcodlica do mesmo mosto. A espécie
S. uvarum é conhecida por produzir mais 2-feniletanol do que S. cerevisiae (Ribéreau-Gayon et al., 2006),
gue confere aos vinhos um odor a rosas, floral. Embora os valores de concentracao estejam sujeitos a
erros muito significativos, a concentracdo de 2-feniletanol no vinho de controlo com S. wvarum

(Controlo Y2) é notoriamente superior a do vinho Controlo Y59, produzido somente com S. cerevisiae.
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No vinho onde foi feita co-inoculacao, a concentracdo de 2-feniletanol nao atingiu o limiar de percecéo,
mas nos vinhos resultantes de inoculacdo sequencial acontece o contrario. No vinho Y2+Y59(1054)
houve a maior acumulacdo do composto em analise (superior a ambos os controlos), e quanto mais
tarde foi realizada a inoculacdo da segunda levedura mais baixa foi a sua concentracdo no vinho. Isto
sugere que ha um efeito sinérgico entre as leveduras na producao deste composto, mas apenas quando

a inoculacao é realizada num momento apropriado.

Observando, na Tabela 7, a soma das concentracées médias de todos os alcoois superiores para cada
vinho, verifica-se que a concentracéo total nunca ultrapassa os 200 mg/L, ou seja, nao atinge o limite a
partir do qual o seu contributo para o vinho pode, porventura, tornar-se negativo (acima dos 300 mg/L)

(Lambrechts e Pretorius, 2000).

Na Tabela 8 sao apresentadas as concentracdes médias dos compostos volateis minoritarios do aroma.
No geral, os compostos minoritarios com maior contributo para o aroma dos vinhos produzidos foram
os ésteres, os fendis volateis e alguns acidos gordos volateis. Os compostos em Cs e 0s alcoois
monoterpénicos estavam presentes em concentracdes muito inferiores ao seu limiar de percecao olfativo.
Embora uma grande parte dos compostos volateis analisados nao tenha atingido o LPO, eles podem
mesmo assim contribuir para 0 aroma dos vinhos, acentuando ou disfarcando outros odores (Escudero

et al., 2004).

Entre os ésteres, os que mais se destacaram foram o hexanoato de etilo (aroma a maca, frutado e
adocicado), o octanoato de etilo (aroma a maca, adocicado e frutado) e o acetato de 3-metil-1-butilo
(aroma a banana), que tiveram as concentracées maximas no vinho Controlo Y59. Este foi também o
vinho com maior conteudo total em ésteres, seguido do vinho produzido por co-inoculacao. Nos vinhos
produzidos por fermentacao sequencial os ésteres referidos aparecem em concentracées muito mais

baixas, embora ainda acima do LPO.

No vinho Controlo Y2 (inoculado apenas com S. wvarum) e nos vinhos de fermentacdo sequencial
Y2+Y59(1054), Y2+Y59(1047) e Y2+Y59(1035), o acetato de 2-feniletilo (aroma a rosas, mel e
adocicado) esta presente acima do LPO, e a sua concentracao diminui a medida que a inoculacao com
S. cerevisiae foi realizada mais tardiamente. Desta forma, no vinho Y2+Y59(1025), que foi o ultimo onde
se introduziu S. cerevisiae, a concentracao de acetato de 2-feniletilo € mais baixa e inferior ao £LPO. Mais
uma vez se vé que a inoculacao sequencial tardia teve um efeito menos positivo sobre os compostos de

aroma.
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Tabela 8 — Concentracées médias (C) dos compostos volateis minoritarios detetados nos vinhos por analise
semiquantitativa com GC-MS, erros calculados para 95 % de confianca e LPO para cada composto

Controlo Co- Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Y2+Y59 Controlo
Y59 inoculacdo | (1054) (1047) (1035) (1025) Y2
Composto | Clgl) | Ol | Clgl) | Ol | Ol Clel) | Cllugll)
Metionol 1000@ | 55 +15 77 +17 3147 27 +12 | 30 +19 23 +12 26 +11
Esteres
Butirato de etilo 200 | 39160 32 425 13 +4 12 +14 (n.d.) 4 16 (n.d.)
Hexanoatode etilo | 14@ | 217 470 | 202 +42 75 5 84 +28 71 +7 57 +53 66 +10
Octanoatode etilo | 5@ | 105:104 | 137210 | 452 41 15 30 +2 29 +28 21 6
gcrz:;ff :;'ut“ . 300 | 7491142 | 577151 | 90:8 | 9729 | 89:14  68:60 | 83 :24
Acetato de hexilo | 1000 | 59 +26 54 +9 4 +3 6 +6 5 +2 4 +4 4 +0
Acetato 2-feniletilo 25000 | 189 37 = 19316 | 29611 | 28349 | 279124 | 237 +208 & 286 +22
Total 13584335 | 11964218 | 52312 516472 476145 | 398+357 460+32
Compostos em Cs
1-hexanol 8000 168430 1858 | 198+27 |« 18564 = 202462 | 147 +137 | 204 +47
E3-hexenol — 5+2 6 +0 6 +1 6 +1 7 +3 6 +4 7 +1
Z3-hexenol 4001 4 15 7 +2 10 21 10 +13 114 945 10 +2
Total 178 +37 198 +7 | 214129 | 198 +76 | 22070 | 161 +146 | 221 +45
Terpenos
Linalol 25.2@ 64 8 +4 8 +1 8 +2 8 +1 6 +6 7 £10
HO-trienol 1100 5 3 546 5 +1 3 411 2+15 5 5 4 47
o-terpineol 2500 | 18 +7 19 +3 19 41 16 +8 19+2 14 +12 14 215
Citronelol 100t 120 (n.d.) 342 2 20 2 11 130 (n.d.)
Total 3012 32 +13 352 27 +16 31 +4 26 +23 25 +32

Acidos gordos

Ac. 2-metilpropansico  23000@ | 12 16 13 17 23 17 20 +4 22 18 20 +9 17 112
Acido butirico 1736 5+2 5 +4 5 +1 32 4 12 4 12 4 19
Ac. 2+3-metilbutirico | 33408 | 17 16 18 +14 70 +13 6510 | 6526 60 +35 61 +15
Ac. Hexanéico 420@ | 356 +75 | 325456 | 17228 | 1556 | 15549 = 130:77 | 137 23

Ac. Octanéico 5001 1930 +556 1885 +68 | 1014 76 894 +59 | 752 +77 | 649 585 = 622 +44

Ac. Decanéico 1000@ | 285:9 | 248472 | 616111 525 +130 = 388 32 = 360 +395 = 380 =100
Total 2604+620 | 2494+149 | 19004101 | 1663+137 | 1386429 | 1223+1073| 1221+148

Fendis volateis

4-vinilguaiacol 13010 | 21341 | 22318 @ 122+4 95162 102 +5 79 +72 94 +26

4-vinilfenol 180@ | 445 +136 | 468 +57 | 321+43 | 283:7 | 300:80 & 222 +150 & 268 +23
Total 658 +177 | 691 476 | 443 +46 | 379 455 | 402 +82 | 301 +221 | 361 +35

(n.d.) — néo detetado, em pelo menos duas das amostras. (a) — Ferreira et a/, 2000; (b) — Guth, 1997a; (c) — Moreno et al.,
2005; (d) — Chaves et al,, 2007; (e) — Guth, 1997b; (f) — Simpson, 1979; (g) — Boidron et a/,, 1988.
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0O facto de o acetato de 2-feniletilo ser predominante nos vinhos fermentados com S. wvarum é facilmente
explicado, se relembrarmos que este ¢ um acetato de um alcool superior — o 2-feniletanol — e que ha
uma reacao de equilibrio que envolve ésteres e alcoois. Como estes vinhos eram mais ricos em

2-feniletanol, também o sdo em acetato de 2-feniletilo.

Os acidos gordos volateis que se destacaram por estarem presentes em concentracdes acima do seu
LPO foram os acidos 2-metilbutirico e 3-metilbutirico, e o acido octanodico, que podem dar ao vinho
odores de oleo vegetal, queijo ou mesmo suor (mas que fazem parte do equilibrio olfativo dos vinhos).
Os primeiros sé sao significativos nos vinhos fermentados com S. wvarum. Ja o acido octanoico esta
presente em niveis médios muito superiores ao seu LPO, principalmente nos vinhos Controlo Y59 e
Co-inoculacdo, onde foi S. cerevisiae que teve o papel relevante na fermentacao. E também nestes vinhos

que o teor total em acidos gordos volateis € maior, quando feita a soma das concentracbes médias.

O ultimo grupo de compostos que apresentou concentracdes acima do £PO foi o dos fendis volateis. As
maiores concentracdes de 4-vinilfenol (guache, cravo) e 4-vinilguaiacol (cravo-da-india, especiarias) foram
registadas nos vinhos Controlo Y59 e Co-inoculacdo, mas a soma das concentracdes médias dos dois
compostos em cada vinho nao atingiu os 725 ug/L, limite a partir do qual se comecam a sentir odores
fendlicos desagradaveis (Lambrechts e Pretorius, 2000; Oliveira, 2000). Nos vinhos produzidos por

fermentacao sequencial e no Controlo Y2 apenas o 4-~vinilfenol atingiu o LPO.

Relativamente a Figura 15 foi dito que poderiam existir certos compostos de aroma no vinho
Y2+Y59(1047) que dessem aos provadores a impressao de que este era o vinho mais doce. As analises
cromatograficas comprovam que no vinho Y2+Y59(1047) ha uma maior concentracao de glicerol, acetato

de etilo e 3-metil-1-butanol, substancias associadas a um sabor adocicado.

Como os compostos em Cs nao ultrapassaram o LPO, na Figura 16 o descritor de aroma “vegetal” nao
foi dos mais significativos. A maior intensidade aromatica atribuida aos vinhos Controlo Y59 e
Co-inoculacao pode estar relacionada com o facto de estes serem os vinhos com maiores concentracoes

totais de ésteres etilicos de acidos gordos, de acidos gordos volateis e de fenois volateis.

0 vinho Y2+Y59(1047) foi considerado o mais floral devido a elevada concentracao de 2-feniletanol e de
acetato de 2-feniletilo (embora o vinho Y2+Y59(1054) tenha concentracbes médias mais altas de ambos
os compostos). O vinho Controlo Y59 foi o que apresentou maior conteido em ésteres, e foi avaliado

pelo painel de provadores como o mais frutado.

Apesar de o vinho Controlo Y2 néo se ter evidenciado em nenhum dos parametros da prova organolética
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nem em termos de concentracao dos compostos aromaticos, foi o que obteve a maior pontuacdo média
pelos membros do painel de provadores. Tal pode ser devido ao facto de este vinho ter maior teor de
acucares residuais e um perfil aromatico mais equilibrado, ja que nao é excessivamente rico em
nenhuma familia de compostos nem em um composto particular. Este vinho pode ainda ter-se destacado
dos restantes por ser diferente dos vinhos a que os consumidores estdo habituados, ja que foi fermentado

unicamente com uma levedura nao convencional, S. uvarum.

Em seguida na preferéncia do painel ficaram o vinho Controlo Y59 (mais frutado) e o vinho Y2+Y59(1047)
(mais floral). O vinho Y2+Y59(1054) apresentou-se ligeiramente mais rico que o Y2+Y59(1047) na
maioria dos compostos analisados, verificando-se que de alguma forma a inoculacdo sequencial feita
mais cedo contribui para um acumular de compostos do aroma produzidos pelas duas leveduras. No
entanto, segundo os dados da prova organolética, o resultado ndo superou o do vinho Y2+Y59(1047).
Seria necessario repetir estes ensaios, ja que o vinho Y2+Y59(1054) demonstrou uma anormalidade na

guantidade de acetaldeido produzido.

Apesar de tudo, a prova organolética serviu para mostrar que, na matriz complexa que € o vinho, dados
instrumentais ndo sao suficientes para prever o resultado organolético final de um produto ou a sua
aceitacdo pelos consumidores. Os variados compostos de aroma tomam papéis diferentes no vinho,
acentuando ou disfarcando o contributo de outras substancias. O equilibrio dos sabores e dos aromas,
e a sensacao global percebida pelo provador ndo podem, por isso, ser quantificados por meios

instrumentais.
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5. CONCLUSOES

Pela analise de todos os resultados foi evidente que a levedura Y59 tem uma taxa de fermentacdo muito
superior a da levedura Y2. Por essa razado, entre as fermentacdes sequenciais, o ensaio Y2+Y59(1054)
teve um decréscimo de densidade mais acentuado e uma massa volumica final mais baixa. A estirpe
Y59 teve um papel importante na finalizacdo da fermentacdo, que poderia ter sido mais evidente se a
densidade inicial do mosto permitisse fazer a inoculacdo sequencial mais cedo. A alta eficiéncia
fermentativa da estirpe Y59 também se fez notar pela menor concentracado final de aclcares nos vinhos
Controlo Y59 e Co inoculacao, que terminaram com um teor alcodlico mais proximo do que tinha sido

estimado.

As técnicas de microbiologia e biologia molecular empregues evidenciaram que a levedura Y59 é uma
estirpe de S. cerevisiae, e que a levedura Y2 € uma estirpe de S. uvarum. As analises as amostras de
biomassa que foram retiradas no meio e no final de cada fermentacao mostraram que a maior parte dos
isolados do ensaio de Co-inoculacdo pertenciam a estirpe Y59, ou seja, esta levedura dominou a
fermentacao, mas nao reprimiu totalmente o crescimento da levedura Y2. As analises microbiologicas
mostraram que a segunda levedura inoculada conseguiu crescer e mesmo aumentar a sua concentracao
no meio quando inserida no mosto em fermentacéo a massa volumica de 1054 g/L, mas a partir deste
valor o0 seu crescimento no mosto em fermentacao ja nao foi significativo. Estes resultados indicam que

a fermentacao sequencial tem melhores resultados quando feita mais cedo.

Os vinhos produzidos por fermentacao sequencial e o vinho de controlo com a levedura Y2 apresentaram
maior acidez, maior concentracao de acucares residuais e de glicerol, e menor titulo alcoométrico

volimico.

A estirpe de S. wvarum produziu nos vinhos maior quantidade de 2-feniletanol e de acetato de 2-feniletilo.
No vinho Y2+Y59(1054) houve a maior acumulacdo destes compostos de odor a rosas, mas 0s
provadores avaliaram o vinho Y2+Y59(1047) como o mais floral. Nos ensaios de fermentacéo sequencial,
guanto mais tarde foi realizada a inoculacdo da segunda levedura, menor foi a producdo de aromas

fermentativos.

Na avaliacdo que o painel fez de cada vinho, o favorito foi o vinho Controlo Y2, que foi fermentado com

S. wvarum, uma levedura ndao convencional. Em seguida as melhores classificacoes foram dadas aos
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vinhos Controlo Y59 (fermentado apenas com S. cerevisiae) e Y2+Y59(1047) (produzido por fermentacéo

sequencial).

Todos os resultados apresentados levam a conclusdo que a fermentacdo sequencial com as duas
leveduras testadas € viavel, e é capaz de produzir vinhos que agradem aos consumidores, com
caracteristicas distintivas dos vinhos fermentados com culturas puras de S. cerevisiae. Ficou também
provado o potencial da estirpe utilizada de S. wvarum na producéo de vinhos mais doces, com aromas

florais e com menor teor alcodlico.

O trabalho realizado e os resultados obtidos foram esclarecedores, por um lado, mas por outro
levantaram novas duvidas. Por exemplo, porque que razao os provadores avaliaram melhor o vinho do
ensaio Y2+Y59(1047) e o consideraram mais floral, se na verdade o vinho Y2+Y59(1054), que foi
inoculado mais cedo, tinha uma maior concentracédo de compostos de aroma floral. Também ¢é incerta
a razao de o vinho produzido por co-inoculacéo ter sido 0 menos apelativo, ja que se assemelhava muito
ao vinho Controlo Y59, que foi dos preferidos pelo painel. Para responder a estas questées com maior
certeza seria necessario repetir estes ensaios, garantindo que o mosto utilizado tivesse uma
concentracao inicial de acucares mais apropriada. Para experiéncias futuras propde-se também tomar
cuidado com a conservacao das mostras antes da analise, visto que teve influéncia nos valores medidos
de acidez, e também avaliar quais as possiveis causas dos erros associados as analises dos compostos

volateis do aroma, que foram bastante significativos (e cuja causa mais provavel foi erro do operador).

Para maior certeza dos resultados conseguidos com as duas leveduras utilizadas em inoculacao
sequencial, ao repetir a experiéncia seria importante preparar sempre um inoculo novo de Y59 com
menos de 48 h de antecedéncia, em vez de utilizar sempre 0 mesmo indculo para os diferentes ensaios,
uma vez que as leveduras podem perder atividade. Também seria interessante completar os resultados

dos compostos volateis do aroma com uma Analise de Componentes Principais.
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Anexos

ANEXO | — CURVAS DE CALIBRACAO UTILIZADAS NAS DETERMINACOES POR HPLC

Tabela Al - Curvas de calibracdo utilizadas nas determinacées por HPLC, com coeficiente de correlacdo (#°) e
limites de aplicacao

Composto Curva de calibracao s Limites
Glucose A (1353 +26)ﬂ—(73.57+235.17) 09998 | Og/Lal5.lg/L
mV's - g/L - '
Frutose A (1313420 ™M (5019419552) | 09999 | 0 g/Lalbdg/lL
mV's - g/L - ' '
Glicerol (10849 +164) 28— (19.95+92.70) | 09999 | 0glag3gl
mV's - g/L - ' '
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