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Sumario

O trabalho de dissertacao teve como principal objetivo avaliar a aptidao enoldgica de onze
estirpes de Saccharomyces cerevisiae previamente selecionadas pela empresa. Os
comportamentos fermentativos das estirpes avaliadas foram comparados com a estirpe comercial
Lalvin QA23e (Lallemand). As fermentacdes foram realizadas numa estacéo piloto, em cubas com
uma capacidade maxima de 20 L e com camisas de arrefecimento. Os vinhos brancos obtidos
foram submetidos a analises a nivel fisico-quimico e sensorial, que permitiram determinar as

leveduras que apresentam potencial comercial.

A vinificacdo foi acompanhada pela monitorizacdo diaria da massa volumica, da
temperatura, e da quantificacdo dos acucares e do titulo alcoométrico volimico, por FTIR. Foram
registadas todas as alteracdes a nivel do aroma e espuma do mosto em fermentacédo ao longo do
tempo. Os diferentes vinhos produzidos foram analisados relativamente ao teor de acucar (glucose
e frutose), de etanol, de glicerol e dos acidos organicos (tartarico, malico, citrico e succinico) por
HPLC. A acidez total, o pH, o titulo alcoométrico volimico e a acidez volatil foram avaliados por

FTIR. Os compostos volateis do aroma foram quantificados por cromatografia gasosa.

Concluiu-se que a fermentacdo conduzida pela estirpe comercial foi a que se mostrou
mais viavel, produziu vinhos aprovados pelo painel de provadores e apresentou carateristicas
fisico-quimicas interessantes. Somente uma estirpe se mostrou concorrente face a estirpe
comercial, dado os vinhos produzidos terem uma avaliacdo, por parte do painel de provadores,
bastante préxima, além de possuirem carateristicas organoléticas semelhantes. Em contrapartida,
uma estirpe foi descartada dado apresentar um defeito a nivel sensorial, sendo evidente o cheiro a

ovos podres.

Palavras-chave: Fermentacao alcodlica, leveduras, Saccharomyces cerevisiae, vinificagao.
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Abstract

The main objective of this dissertation's work was to evaluate the oenological suitability of
eleven strains of Saccharomyces cerevisiae previously selected by the company. The fermentative
behaviours were compared with the commercial strain Lalvin QA23¢ (Lallemand). The
fermentations were carried out in a pilot station, in fermenters with a maximum capacity of 20 L
equipped with a cooling jacket. The obtained white wines were submitted to physical-chemical and

sensorial analyses, which allowed to determine the yeasts with commercial potential.

Vinification was accompanied by daily monitoring of densities and temperatures. Also, daily
samples were also taken to quantify sugar consumption and alcoholic strength by volume by FTIR.
Moreover, all changes in flavour and foaming of the fermenting must over time were recorded. The
different produced wines were analysed for sugar (glucose and fructose), ethanol, glycerol and
organic acids (tartaric, malic, citric and succinic) quantification using HPLC chromatographic
analysis. Total acidity, pH, alcoholic strength by volume and volatile acidity were evaluated by FTIR.

Volatile aroma compounds were quantified by gas chromatography.

Hence, was concluded that the fermentation conducted by the commercial strain proved to
be the most viable, as it produced wines approved by the panel of tasters and presented interesting
physicochemical characteristics. However, only one strain proved to be competing with the
commercial strain, since the wines produced had a very equivalent evaluation, by the panel of
testers, as well as similar organoleptic characteristics. In contrast, one strain was discarded

because of a defect at the sensory level, the smell of rotten eggs.

Keywords: Alcoholic fermentation, yeasts, Saccharomyces cerevisiae, vinification.
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| — Introducado

Capitulo | — Introducao

1.1 Contexto, enquadramento e motivacoes do trabalho

A importancia da levedura na industria alimentar e nas bebidas so6 foi percebida por volta
de 1860, quando o seu papel se tornou evidente. No entanto, as leveduras tém sido usadas desde
tempos mais antigos, a evidencia mais sélida do surgimento do vinho remonta ao periodo
3000 a.C. a 2000 a.C [1]. As leveduras representam o grupo mais importante de microrganismos
para os vinicultores, sendo a Saccharomyces cerevisiae a principal levedura responsavel pela

fermentacao alcodlica de mosto de uva durante a vinificacao.

A producao de vinhos a partir das uvas ¢ um dos processos biotecnologicos mais antigos
do mundo. A fermentacdo do mosto de uva é um complexo processo bioquimico em que as
leveduras transformam os acucares, presentes nos mostos, em etanol, diéxido de carbono e
muitos outros produtos secundarios. Assim, a qualidade de um vinho é influenciada por varios

fatores, incluindo a levedura utilizada, o mosto e as praticas de vinificacao [2].

De acordo com o Regulamento (CE) N.° 479/2008 [3], o vinho é definido como “o
produto obtido exclusivamente por fermentacado alcodlica, total ou parcial, de uvas frescas,
esmagadas ou nao, ou de mostos de uvas. O vinho tem um titulo alcoométrico volimico igual ou

superior a 9 % e nao superior a 15 %".

Em Portugal, o setor vinicola tem apresentado uma grande relevancia, quer a nivel
economico, social ou até mesmo cultural, conseguindo sempre sobressair-se a nivel mundial,
sendo dos produtos mais conhecidos e apreciados internacionalmente. O vinho Portugués é
reconhecido pela qualidade e variedade, baseado maioritariamente nas castas autoctones do pais,
mas também pela relacdo qualidade-preco. Este reconhecimento internacional valoriza o esforco e
dedicacao constante dos produtores nacionais, que tém conseguido acompanhar 0s
desenvolvimentos que surgem neste setor, apesar dos aumentos das exigéncias dos consumidores

e da concorréncia entre mercados.

O vinho resulta de um processo bastante complexo, cuja qualidade esta relacionada nao
sd com o processo de vinificacdo como também com o solo, com o clima, a casta, as condicdes

de cultivo e a vindima. As reacdes bioldgicas e quimicas envolvidas no processo e que intervém na
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qualidade do mesmo sao variadas, assim como diversos outros fatores que podem influenciar o
resultado final, o que explica a complexidade desta bebida [4]. No entanto, as carateristicas
sensoriais sao devidas, na sua maioria, a fermentacdo alcoodlica. Torna-se assim importante
controlar e acompanhar bem esta etapa, assim como na escolha da levedura responsavel pela
fermentacao, com o intuito de melhorar o produto final e controlar de forma eficaz a velocidade de

reacao.

O caracter e a qualidade impar dos vinhos portugueses fazem de Portugal uma referéncia
entre os demais paises produtores. As exportacdes de vinho portugués, para todo o mundo,
demonstram o dinamismo do setor vitivinicola, aliado aos muitos séculos de historia que envolve
as vinhas e o vinho e o seu envolvimento com a econdmica Portuguesa constituem os principais

alicerces da grande motivacdo que envolve esta area e assim a realizacao deste estudo.

1.2 Objetivos do trabalho

O vinho pode adquirir diferentes perfis sensoriais e composicées quimicas em funcdo de
diversos fatores, sendo o mais impactante a fermentacao alcodlica. Por esse motivo, torna-se vital
fazer um acompanhamento desta etapa se se pretender obter um vinho de qualidade. Contudo,
antes de se realizar a fermentacdo, é necessario decidir qual a levedura que se vai usar no
processo, dado que cada levedura tem o seu préprio metabolismo que leva a formacao de vinhos
com carateristicas diferentes. A escolha da levedura é, portanto, uma das grandes decisdes que é

tomada no processo de vinificacao.

O trabalho de dissertacdo descrito na presente tese, teve como objetivo acompanhar a
fermentacao alcodlica, a escala piloto, de 11 estirpes de Saccharomyces cerevisiae previamente
selecionadas pela empresa Vinalia, e eleger aquelas que apresentam carateristicas enologicas
interessantes. As fermentacdes ocorreram em fermentadores de inox sujeitas as condicdes gerais
de vinificacdo utilizadas em adega, mantendo-se constante as condicdes de operacao para todas

as fermentacdes, sendo utilizado sempre o mesmo mosto.

Os vinhos brancos obtidos foram submetidos a analises a nivel fisico-quimico e sensorial,
gue juntamente com as analises do mosto em fermentacao, decorrentes do acompanhamento das

fermentacdes, permitiram determinar as leveduras que apresentam potencial comercial.
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1.3 Apresentacao das empresas

O trabalho experimental descrito na presente tese, foi concretizado na empresa
Yeast Wine — Wine Solutions, Lda., uma empresa fundada em 2011, que dispde de uma estacao
piloto constituida por 12 fermentadores, com temperatura controlada por um chiller. A estacao
permite selecionar leveduras e/ou condicdes de operacdo diferentes que apresentam
carateristicas interessantes no setor dos vinhos, por valorizarem e destacarem o produto final.
Assim, a empresa ocupa-se com a identificacdo e o isolamento de leveduras presentes nas uvas e
no mosto destacando aquelas que apresentam carateristicas enoldgicas interessantes. Oferece
também servicos como a identificacdo de leveduras de contaminacado, testes a escala piloto e

producao de fermentos selecionados [5].

As fermentacdes, a escala piloto, decorrem assim com as estirpes escolhidas, tendo lugar
uma analise enologica e sensorial dos vinhos obtidos. As analises fisico-quimicas do mosto e do
vinho realizadas na empresa englobam a quantificacao de etanol, acidez volatil, acidez total, pH,
acido malico, glucose/frutose, densidade e cor. Estas analises permitem monitorizar o processo
de vinificacdo e a qualidade do produto final. As andlises sensoriais avaliam a qualidade
organolética dos vinhos, sendo realizados por um painel de provadores, que analisam a cor, 0

aroma e o sabor [5].

As leveduras utilizadas no trabalho experimental foram previamente selecionadas pela
empresa Vinalia — Solucdes de Biotecnologia para a Vitivinicultura. A qualidade, inovacéo,
investigacdo e desenvolvimento sdo os grandes vetores de atuacdo desta empresa, oferecendo
uma vasta gama de servicos aos produtores de vinhos: consultoria a fim de otimizar a qualidade
das uvas, da conducdo do processo de vinificacdo e da estabilizacdo e conservacdo dos vinhos. A
Vinalia realiza estudos de mercado para conseguir direcionar o seu trabalho de acordo com as
necessidades dos clientes. Por ultimo, ressalta-se o facto de a empresa realizar analises sensoriais
e fisico-quimicas para garantir a qualidade e seguranca dos vinhos, e analises microbioldgicas, que
permitem caraterizar as leveduras envolvidas em fermentacoes espontaneas, identificar leveduras
de contaminacdo e estudar a implantacdo de estirpes comerciais de Saccharomyces

cerevisiae [6].
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1.4 Estrutura da Tese

Esta dissertacdo encontra-se dividida em 5 partes principais, necessarias para facilitar o
entendimento do tema por parte do leitor. No primeiro capitulo, Capitulo | — Introducao, o presente
capitulo, sdo apresentados de forma sucinta os principais objetivos e motivacdes implicitos para a
realizacao do trabalho experimental, assim como uma breve apresentacdo e enquadramento do
tema. Por dultimo, as empresas envolvidas na concretizacdo da atividade experimental,

nomeadamente a Vinaliae a Yeast Wine, foram brevemente apresentadas.

O segundo capitulo, Capitulo Il — Reviséo Bibliografica, visa enquadrar o leitor no tema
discutido na presente dissertacdo. Para tal, comeca-se por descrever de forma sucinta o processo
de vinificacao, passando de seguida para uma descricao da etapa “mais importante” do processo,
a fermentacao alcodlica. Nesse ponto o processo é descrito, envolvendo alguns parametros que o
influenciam, nomeadamente a temperatura, o pH, os nutrientes e o oxigénio. E feita uma revisao
bibliografica sobre alguns dos compostos presentes na composicao final do vinho, descrevendo de
forma resumida o seu contributo para o perfil sensorial; o papel das leveduras na vinificacao,
dando énfase as leveduras secas ativas; a classificacao do aroma do vinho; e é apresentada uma

breve descricao do que é a analise sensorial.

No terceiro capitulo, Capitulo Ill - Materiais e Métodos, sao descritas pormenorizadamente
todas as metodologias utilizadas para a concretizacao do trabalho pratico, nomeadamente para a
caraterizacdo do mosto utilizado na fermentacdo alcodlica, a preparacdo do pré-indculo e do
indculo de levedura, o acompanhamento das fermentacdes, a recolha de amostras e respetivas

analises fisico-quimicas e sensoriais.

No quarto capitulo, Capitulo IV — Resultados e Discussao, tal como o titulo indica, sdo
apresentados os resultados obtidos com a respetiva discusséo, sendo comparados com outros
dados publicados sempre que tal foi possivel. A discussdo envolve a caraterizacdo do mosto, o
comportamento fermentativo das estirpes, as analises fisico-quimicas e sensoriais dos vinhos

obtidos.

Finalmente, no quinto e ultimo capitulo, Capitulo V — Conclusdes e Recomendacdes, sao
apresentadas as principais conclusdées de todo o trabalho, assim como algumas sugestbes

possiveis de adotar em futuros trabalhos semelhantes ao apresentado.
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Capitulo Il — Revisao Bibliografica

2.1 Processo de vinificacao

O objetivo do viticultor sera produzir uvas com a melhor qualidade possivel, ja que quanto
melhor for a sua qualidade melhor a sera qualidade do vinho, em principio. A casta, a regiao de
producao, as praticas agricolas e o ciclo de crescimento e desenvolvimento da uva, desempenham
um papel muito importante na qualidade da mesma e consequentemente na producao do
vinho [4]. O vinicultor, com uvas de boa qualidade, controlo do processo de vinificacdo e boas

praticas de producao de vinho tera tudo para obter um vinho de boa qualidade (Figura 1).

Produtor de Vinho

Figura 1 - Fatores de qualidade organolética dos vinhos. Adaptado de Jackson [7].

Todas as etapas do processo de vinificacdo sdo importantes para o desenvolvimento das
carateristicas finais do produto, contudo a fase que tem maior peso no que diz respeito a
qualidade quimica, fisica e sensorial do vinho, séo as fermentacdes - alcodlica e malolatica. Dada
a importancia, e por envolverem o recurso de microrganismos, € crucial controlar e vigiar estas
duas etapas, para se obter o produto desejado e fazer as alteracoes atempadamente aquando da

ocorréncia de problemas [8].

A fermentacao do mosto para a producéo de vinho é um processo complexo que envolve a
interacao de muitas espécies microbianas, representadas por leveduras, bactérias acido laticas e
bactérias acéticas. A fermentacao alcodlica é obrigatdria e, portanto, comum a todos o0s vinhos,

sendo realizada por leveduras. Relativamente a vinificacdo, somente alguns géneros de leveduras
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estdo associados ao processo, nomeadamente: Aloeckera, Hanseniaspora, Candida,
Brettanomyces,  Cryptococcus,  Debaryomyces,  Kluyveromyces,  Metschnikowia,  Pichia,
Rhodotorula,  Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora, e
Zygosaccharomyces [9,10]. A fermentacdo malolatica, pela atuacao de bactérias acido laticas, é o
processo metabdlico de degradacao do acido L-malico (acido dicarboxilico) em acido L-latico (acido
monocarboxilico) e CO,, sendo responsavel pela diminuicao da acidez total e modificacdo do perfil
sensorial [11]. Apenas 4 géneros de bactérias acido lacticas estdo associados ao processo de
vinificacao: Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus e Pediococcus. Na maioria dos casos, a

espécie dominante nesta fermentacéo é a Oenococcus oeni [9,12)].

Em processos de vinificacdo, geralmente so os vinhos tintos beneficiam da fermentacéo
malolatica. Esta fermentacdo, ocorre geralmente, em regides climatéricas mais frias ou onde a
reducao de acidez melhora as carateristicas gustativas do vinho. No caso do vinho branco, a
retencdo da acidez contribuiu para o seu sabor fresco. O seu desenvolvimento ¢ impedido pela

adicao de dioxido de enxofre, clarificacdo e armazenamento a baixas temperaturas [4].

As vias metabolicas dos diferentes microrganismos a atuar no mosto, sdo 0s principais
responsaveis pela formacado de aromas e sabores, geralmente contribuindo beneficamente para a
qualidade final do vinho. Contudo, uma proliferacao descontrolada de leveduras ou de bactérias
pode levar ao aparecimento de alguns componentes indesejados, que quando presentes em
determinadas concentracdes possuem impacto sensorial [9]. Na atividade experimental descrita
na presente dissertacdo produziu-se vinho branco, pelo que somente se refere sumariamente a

fermentacao alcodlica.

2.1.1 Fermentacao alcodlica

A fermentacao alcoolica ocorre por acado de leveduras e consiste na degradacao anaerdbia
dos aculicares do mosto — glucose e frutose — em etanol (CH,CH,OH) e diéxido de carbono (CO,),
como produtos principais, mas também sao produzidos outros produtos secundarios, como o
glicerol, alcoois superiores, acido acético, acido succinico, acidos gordos, ésteres, aldeidos,
sulfuretos organicos, entre outros [13]. A presenca e a concentracdo destes produtos secundarios
varia diretamente com a estirpe de levedura, a maturacao da uva, as castas presentes no mosto, a

higiene e boas praticas de producéo e as condicdes de operacdo da fermentacdo (e.g arejamento,
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temperatura e nutrientes). Esta rica variedade de componentes, que difere de vinho para vinho, é

que torna esta bebida muito complexa e interessante [14].

Os microrganismos capazes de fermentar o mosto encontram-se naturalmente presentes
na uva, apesar de a sua concentracdo e variedade depender de fatores geograficos, climatéricos,
estado do fruto e adicdo de produtos fitossanitarios. No inicio da fermentacao poderdo estar
fortemente presentes leveduras do género Candida e HKluyveromyces, contudo no final da
fermentacdo a Saccharomyces cerevisiae é a Unica espécie presente por apresentar resisténcia ao
elevado teor de etanol. No entanto, este tipo fermentacao espontanea tem uma fase de arranque
lenta, apesar de as leveduras estarem presentes no mosto, o seu numero inicial € muito reduzido,
pelo que é preciso tempo para a sua multiplicacdo [8]. Os vinicultores sempre estiveram
interessados em melhorar a cinética de fermentacdo e a qualidade do vinho. Por este motivo é
vantajoso adicionar ao mosto um indéculo preparado a partir de leveduras secas ativas, desta

forma, tornar a concentracéo celular inicial mais elevada para que o processo seja acelerado [15].

Durante a fermentacao alcoolica ocorrem essencialmente trés fendmenos. Apds a
inoculacao da levedura, esta transforma os aclcares da uva — glucose e frutose — em &acido
piruvico, fenébmeno denominado glicolise. Seguidamente, ocorre a descarboxilacdo do acido
piruvico em acetaldeido que é reduzido a etanol (normalmente ndo excede os 15 % vol.) [8]. Um
grafico padrao da variacdo do teor de etanol, da concentracdo de aclcares e células viaveis ao
longo da fermentacao pode ser analisado na Figura 2. Contudo, a composicao quimica das uvas
(que varia de ano para ano) bem como as condicdes fisicas da fermentacao (como a temperatura

e 0 pH) alteram a atividade metabolica da levedura, conduzindo a alteracdes no vinho [7].

As leveduras sdo as responsaveis pelas transformacdes bioguimicas que ocorrem na
fermentacdo, em particular a levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo a mais evidente a
transformacéao dos acucares do mosto em etanol. Contudo, dependendo da presenca de oxigénio e
de outros fatores, a Saccharomyces cerevisiae pode degradar os acucares do mosto utilizando trés

vias: respiracao, fermentacao alcodlica, fermentacao gliceropiruvica [15].

As trés vias iniciam-se de modo semelhante: na glicélise, da-se a transformacao das
hexoses presentes nas uvas em acido piruvico. Na presenca de oxigénio, as leveduras usam
preferencialmente a via respiratdria. Entretanto, num meio com altas concentracbes de acucares,
mesmo na presenca de oxigénio, a S. cereivisiae opta pela via fermentativa (efeito Crabiree) [16].

A levedura S. cerevisiae é considerada Crabiree positiva. O efeito Crabiree é definido como uma
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fermentacao alcoolica que ocorre em condicdes aerdbias, e uma levedura é considerada como
Crabiree positiva se 0 seu metabolismo oxidativo for reprimido por altas concentracdes de glucose
no meio de cultura [17]. Assim, na auséncia de oxigénio e/ou de altas concentracdes de acucar, a
levedura direciona o acido pirtivico para a producéo de etanol — fermentacao alcodlica. No caso da
Saccharomyces cerevisiae deve haver pelo menos 9 g/L de acucar para que ocorra o efeito
Crabtree [15]. A Figura 3 mostra o metabolismo das hexoses presentes no mosto de uva por

fermentacao alcodlica.
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Figura 2 — Grafico da evolugdo da concentracdo de agucares (Cycyeares), titulo alcoométrico volumico (74V) e a

evolucdo da concentracéo de leveduras viaveis (/) no mosto durante a fermentacao. Adaptado de Jackson [7].

Qualquer que seja a hexose esterificada, forma-se a frutose-1,6-difosfato. A quebra da
frutose-1,6-difosfato vai conduzir a formacdo de dois isomeros em proporcdes diferentes: 96,5 %
de dihidroxiacetona-fosfato e 3,5 % de gliceraldeido-3-fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato sofre uma
desidrogenacdo seguida de uma oxidacao, através da atuacdo da nicotinamida adenina
dinucleotideo, que passa da forma oxidada NAD" & forma reduzida NADH + H", originando o &cido
1,3-difosfoglicérico. De seguida, este novo composto sofre uma série de reacoes até se obter o
acido pirtvico; este ao perder uma molécula de diéxido de carbono (descarboxilacédo), da origem

ao acetaldeido. A molécula do acetaldeido ao fixar um hidrogénio transforma-se em etanol
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(reducado do acetaldeido). E a forma reduzida da nicotinamida que, ao oxidar-se, fornece o

hidrogénio necessario e o NAD" é regenerado [18].
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Figura 3 — Via glicolitica e fermentagédo alcodlica com acoplamento enzimatico das sequéncias da fermentagéo.

Adaptado de Ribéreau-Gayon [15].

Na auséncia de oxigénio ou na presenca de uma elevada concentracdo de aclcares no
mosto, ha uma tendéncia para a atuacao de enzimas especificas (piruvato-descarbosilase e alcool-
-desidrogenase), produzindo etanol e CO, a partir do acido pirtvico. A equacao de Gay-Lussac faz o
balanco desta etapa. Contudo, na presenca de oxigénio, ha um deslocamento de parte do acido

piruvico para o Ciclo de Krebs [19].

Equacao de Gay-Lussac:
CeH120g + 2P, + 2ADP  — 2C,Hs0H + 2C0O, + 2ATP + 2H,0 + 0,2 kJ
Ciclo de Krebs:

C6H1206 + 602 — 6C02 + 38ATP + 6H20 +2,9 kJ
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Quando as hexoses sao utilizadas pela via respiratoria, o acido piravico sofre
descarboxilacdo oxidativa na presenca da coenzima-A e NAD", gerando CO,, NADH + H" e acetil-

-CoA [15]. A Figura 4 mostra o processo em pormenor.
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Figura 4 — Respiracao e Fermentacdo Alcodlica. Adaptado de Moreno-Arribas [20].

A fermentacao gliceropirtvica ocorre na presenca de grandes concentracdes de sulfitos.
Quando estes compostos se combinam com o acetaldeido, este ndo pode ser reduzido a etanol, e
a dihidroxiacetona-fosfato torna-se o aceitador final de eletrdes, sendo posteriormente
desfosforilada a glicerol. Esta fermentacdo tem um ganho de ATP nulo, pelo que ndo fornece
energia biologicamente assimilavel pelas leveduras [15]. Esta fermentacdo nao ocorre
exclusivamente em ambientes com grandes concentracoes de sulfitos, pode ocorrer também no
inicio da fermentacéo alcodlica do mosto de uva. O indculo da levedura esta a adaptar-se ao meio,
na presenca de oxigénio, e a multiplicar-se, existindo consumo de acucares e obtencao de acido
pirtivico. Contudo, parte deste segue outra via metabdlica e é transformado noutros produtos
metabdlicos, como o diacetilo, a acetoina e o 2,3-butanodiol, compostos que conferem um aroma

amanteigado ao vinho [16]. Desta fermentacdo também pode resultar a formacao de glicerol.
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A fermentacao gliceropirtivica ocorre paralelamente a fermentacao alcodlica, dai que o
glicerol esteja presente numa quantidade significativa no produto final. A sua presenca confere
suavidade e docura ao vinho. Além do etanol e do glicerol, durante a fermentacao sao formados
outros compostos, como o acido acético. Todos estes compostos intervém nas modificacdes fisico-
-quimicas do meio e tendo em conta o baixo teor de acucares no final da fermentacao, provocam
uma diminuicdo do numero de células vidveis e minimizam o risco de posteriores
contaminacodes [7]. A Figura 5 mostra o metabolismo das hexoses presentes no mosto de uva por

fermentacao gliceropirtvica.
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Figura 5 — Via da fermentacéo gliceropirtvica. Adaptado de Ribéreau-Gayon [15].

A transformacdo das hexoses em etanol inclui uma desidrogenacdo e oxidacao de
gliceraldeido-3-fosfato. E a nicotinamida que permite as trocas de hidrogénio, passando
sucessivamente sob as suas duas formas: oxidada, NAD", ou reduzida NADH + H". No inicio da
fermentacdo ndo existe acetaldeido para a regeneracdo do NADH + H" em NAD" oxidado. Assim,
no inicio da fermentacao é a dihidroxiacetona-fosfato que permite a regeneracdo do NAD ao
receber o hidrogénio do NADH. Transforma-se entdo em glicerol-3-fosfato e depois em glicerol. De
facto, cada vez que a molécula NADH + H" for reoxidada a NAD" pela dihidroxiacetona-fosfato,

forma-se glicerol. Por sua vez, as moléculas de acido pirtivico ddo outros compostos secundarios.
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Assim, no inicio a fermentacéo alcoolica e a fermentacao gliceropirtivica ocorrem em simultaneo,
sendo esta ultima a dominante. Ao longo do processo, a fermentacao alcodlica adquire maior

importancia e a fermentacao gliceropiruvica atenua sem nunca parar completamente [18].

A levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza preferencialmente os aclcares presentes no
mosto relativamente a qualquer outra fonte de carbono. A glucose nao é somente uma fonte de
carbono, age também como um regulador global do mecanismo de crescimento celular. Por esse
motivo, durante a fermentacdo alcodlica, quando a concentracado de glucose diminuiu e se torna

limitante a concentracao de células viaveis comeca a diminuir [21].

A levedura, para além das fontes de energia e de carbono, supridas pelo metabolismo dos
acucares, também necessita de uma fonte de azoto. Devem-se considerar as fontes de carbono e
de azoto como os nutrientes responsaveis pelo crescimento celular [22]. A levedura S. cerevisiae
tem a capacidade de sintetizar uma grande variedade de compostos capazes de servir de fonte de
azoto, tais como aminoacidos, bases azotadas e outras moléculas que contém azoto. Dessa
forma, durante a fermentacédo alcodlica irdo ser gerados muito produtos do catabolismo e de
anabolismo dos compostos azotados, entre 0s quais alguns alcoois superiores e ésteres [23]. Esta
variedade de produtos secundarios e as suas respetivas concentracdes sao 0s responsaveis pela

diferenciacao dos vinhos, tornando a bebida agradavel e complexa ao mesmo tempo.

Como ja referido, a fermentacdo produz principalmente etanol e glicerol, mas também
outas substancias que contribuem para a complexidade do vinho. A Figura 6 mostra
esquematicamente a origem metabolica de alguns dos subprodutos mais importante da

fermentacao alcodlica.

A partir de um inoculo inicial, numa concentracao celular de 10® mL™!, durante a fase de
crescimento multiplicam-se durante 6 ou 7 geracdes, sendo obtida uma populacdo maxima de
aproximadamente 120x10° mL™! a 130x10% mL™! [24]. Em geral, um inoculo inicial com uma
concentracdo celular de 10° mL™!, é considerado adequado para se obter uma boa cinética de
fermentacdo, sendo que a fermentacdo é facilmente iniciada no mosto de uva [15]. Contudo,
numa fase mais tardia da fermentacao, as leveduras entram em declinio metabdlico e a maior
parte da populacdo acaba por morrer, devido essencialmente a limitacdes nutricionais e ao
acumulo de componentes téxicos. Todavia, em certas situacdes, a fermentacdo pode tornar-se
muito lenta, ou até mesmo parar — amuo e paragem de fermentacado. Este fenomeno pode ocorrer

devido @ uma elevada concentracdo de aclcares ou de etanol, processo a atuar a uma
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temperatura extrema, deficiéncias nutricionais, presenca de fungicidas, etc [25]. E necessario ter
um perfeito dominio da fermentacao para evitar desvios e a levar a conclusdo — a completa
deplecao de acucares, no caso dos vinhos secos. Controlar estes fatores ao longo da fermentacao
é de extrema importancia, dado que a fermentacao alcodlica tem uma influencia direta no produto

final [15].
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Figura 6 — Biossintese de alguns subprodutos. Adaptado de Moreno-Arribas [20].

2.1.2 Fatores que afetam a fermentacao alcodlica

Ao longo da fermentacéo alcodlica as células da levedura Saccharomyces cerevisiae sao
expostas a stresses oxidativos, de pressao e ionicos, limitacdes nutricionais e elevacdes de
temperatura [26]. A limitacdo nutricional ocorre durante a fase estacionaria, durante a qual o
crescimento celular é interrompido. Alguns dos fatores que afetam a fermentacao alcoolica e que
devem ser controlados ao longo da vinificacao do vinho branco sao a temperatura, o pH, as

limitacdes nutricionais e o oxigénio.
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Temperatura

A temperatura é um fator que afeta bastante a levedura, dado que exerce efeito sobre a
fermentacao alcodlica, o crescimento, a viabilidade e o metabolismo [19]. No caso dos vinhos
brancos, a temperatura deve encontrar-se, segundo Jackson, na gama 15°C a 20°C [4]. A
fermentacao alcoolica € um processo exotérmico, para cada 17 g/L de acucar convertido havera
um aumento de aproximadamente 1 °C. Por isso, € recomendado acompanhar a temperatura ao
longo da fermentacao e dispor de métodos de arrefecimento do tanque. Além disso, garantir que a
fermentacao se encontra na faixa recomendada, permite um maior rendimento em etanol e na

formacao de componentes aromaticos, interferindo na qualidade sensorial [27].

Ao operar a temperaturas mais baixas (até 15 °C), ocorre a producdo de vinhos brancos
mais frutados devido a maior formacédo de ésteres, vinhos mais ricos em dioxido de carbono,
maior rendimento de etanol, menor perda de aromas de origem varietal, menor quantidade de
glicerol e menor formacao de acidos volateis [25,27]. Ao elevar a temperatura obtém-se um grau
alcodlico menor e o inicio da fermentacdo é mais rapido [28]. Contudo, este aumento ndo afeta
somente a cinética da fermentacdo, mas também o metabolismo da levedura, que determina a
composicao final do vinho. Neste caso, a levedura S. cerevisiae apresenta uma diminuicdo da
tolerancia ao etanol e tem maior dificuldade em assimilar os compostos azotados [19,25]. Além

disso, temperaturas extremas podem causar a morte celular [4].

Uma temperatura entre 13 °C e 27 °C, e mostos com um teor alcoométrico volumico
provavel de 11 %, representa a melhor faixa de resisténcia ao etanol para estirpes usuais de
S. cerevisiae. Essa tolerancia diminui para temperaturas inferiores a 13 °C e superiores a

27 °C [29].

Oxigénio

Na presenca de grandes concentracdes de oxigénio, a fermentacédo alcoodlica € inibida,
pelo denominado “Efeito Pasteur’. O consumo de aglcares, com arejamento, induz um aumento
na biomassa e uma diminuicdo na producdo de etanol [15]. Com arejamento, duas enzimas
competem pelo acido pirdvico, nomeadamente, a enzima piruvato-descarbosilase que esta
envolvida na via fermentativa, e a enzima piruvato-desidrogenase na respiracao celular. Esta
competicao explica a inibicao da fermentacao, dado que a enzima piruvato-descarbosilase tem

uma afinidade mais baixa para o piruvato do que a enzima piruvato-desidrogenase. Para além da
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afinidade para com o piruvato, a fosforilacao oxidativa consome uma grande quantidade de ADP e
fosfato inorganico, que migram para as mitocéndrias. Existe assim um défice de ADP e fosfato
inorganico no citoplasma, que retarda a glicolise. Esta inibicao das enzimas e défice de ADP é que
explica a maior parte do efeito Pasteur [15]. Contudo, a levedura S. cerevisiae & considerada
Crabiree positiva, ou seja, num meio com altas concentracdes de acucares, mesmo na presenca

de oxigénio, a S. cerevisiae opta pela via fermentativa (efeito Crabiree) [16].

O uso de condicdes de micro-aeracdo permite aumentar a tolerancia da levedura ao etanol
e aumentar a utilizacdo do substrato, sem que haja um decréscimo significativo no rendimento em
etanol por unidade de substrato consumido [19]. As leveduras necessitam de oxigénio para
sintetizar os esterdis e para a assimilacdao dos acidos gordos de cadeia longa, estes sao
considerados fatores de sobrevivéncia, ou seja, possuem acdo sobre a atividade da levedura e
sobre a fermentacdo. Em condicdes de anaerobiose as leveduras nao tém condicdes para
sintetizar estes compostos [30]. A auséncia de oxigénio aumenta a probabilidade de formacédo de

sulfureto de hidrogénio (H.S) [4].

pH
O pH tem grande importancia nas fermentacdes dado que atua a nivel do controlo da

contaminacao bacteriana, taxa de fermentacédo, formacédo de subprodutos e sobre o crescimento

da levedura [19].

O pH do mosto e do vinho depende diretamente do tipo e concentracdo de acidos
organicos presentes, e da concentracdo de catides (especialmente potassio) [8]. Geralmente, o pH
encontrado no vinho varia entre 2,8 e 3,8 e o pH do mosto encontra-se entre 2,8 e 3,5 [4,15,31].
0 seu valor otimo para a producao de etanol por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae
situa-se na faixa de 4 a 5. Contudo, as leveduras mantém uma homeostase de forma quase
independente dos valores do pH do meio, tolerando o meio acido. O pH interno da célula mantém-
-se entre 5,8 e 6,9, seja qual for o pH extracelular entre 2 a 7 [19]. Apenas para valores muito
baixos (< 3,0) a fermentacdo pode ser impedida [32], dado que a levedura tera de despender

muita energia para a manutencéo do pH interno.

Assim, a gama do pH encontrada no mosto tem pouco efeito na velocidade de

fermentacao ou na sintese e libertacdo de compostos aromaticos pelas leveduras [4].
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Necessidades nutricionais

A composicao quimica das leveduras é muito variavel, e evidentemente que muda
consoante a espécie e 0 meio em que vive. Geralmente, uma levedura é composta por 75 % de
agua e 25 % de matéria seca. Esta, é repartida por glicidos, entre 25 % e 40 %, proteinas de 2 % a
5 %, lipidos de 2 % a b % e substancias minerais (essencialmente acido fosforico e potassio) [18].
Assim como indica a sua composicdo, as leveduras necessitam destes compostos para
sobreviverem. Além dos mencionados, as leveduras necessitam ainda de outras substancias
indispensaveis para o seu metabolismo, como as vitaminas (biotina, tiamina, riboflavina,
nicotinamida) e compostos azotados. Estes compostos apesar de atuarem em baixas

concentracdes sao indispensaveis para o metabolismo das leveduras [30].

O mosto de uva, em condicées normais, é altamente fermentescivel, e contém todas as
substancias para assegurar o metabolismo e as funcdes vitais das leveduras [18]. O mosto contém
hidratos de carbono (glucose e frutose) usados como fonte de energia e carbono, acidos organicos
(tartarico, malico e citrico) e sais minerais (fosfato, sulfato, magnésio, calcio, potassio) que
garantem um pH adequado. O mosto contém ainda vitaminas e compostos azotados, que podem
estar em diferentes formas: polipéptidos, proteinas, aminoacidos e azoto amoniacal. Ainda é rico
noutros constituintes, como os compostos fendlicos que, apesar de nado desempenharem um

papel fundamental na fermentacéo, contribuem para a qualidade organolética do vinho [15].

No mosto pode-se considerar a existéncia de trés grupos funcionais, nutrientes,
precursores de aroma e compostos ativos nao-precursores. A acdo das leveduras em muitos
destes compostos resulta na complexa variabilidade quimica do vinho, atuando a nivel da

aparéncia, aroma, sabor e sensacao da boca (Figura 7) [33].

2.2 Composicao quimica do vinho

A composicao quimica dos vinhos é determinada pela composicdo das uvas, pelo
processo de vinificacdo e armazenamento. A composi¢cdo da uva por sua vez, depende de fatores
genéticos (casta), ambientais (condicdes climaticas, tipo de solo, topografia do terreno) e culturais

(adubacao, poda, praticas de manutencao do vinhedo) [34].
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Figura 7 — InteracOes entre as leveduras e os compostos das uvas. Adaptado de Moreno-Arribas [20].

Durante a fermentacédo alcodlica os principais compostos formados sdo o etanol e o
glicerol, mas sao formados outros compostos em quantidades mais reduzidas, que contribuem
para o aroma global do vinho, como os alcoois superiores, acidos organicos, ésteres e aldeidos.
Contudo, também sao formados compostos indesejaveis, como acido sulfidrico e sulfuretos

organicos (Figura 8) [35].
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Figura 8 — Compostos derivados da fermentacéo alcodlica, a partir dos agucares, aminoacidos e enxofre. Retirada de
Oliveira [35].
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A composicao do vinho é muito complexa, dado que a composicdo de certos
componentes, bem como as respetivas concentracdes variam devido a inumeras razdes, como a
variedade da uva e a sua qualidade, a data de vindima, condicdes de recolha, modo de vinificacao,
modo de conservacao e idade do vinho. Estas variacoes irdo descrever diferentes perfis sensoriais
e implicacdes na estabilidade quimica do vinho. A Tabela 1 apresenta os limites legais de alguns
constituintes do vinho. Para além dos componentes descritos na Tabela 1 o vinho pode ser

possuidor de muitos outros componentes.

Agua

O constituinte maioritario do vinho é a agua, que também é o componente mais
representativo nas uvas. E essencial para as reacdes quimicas responsaveis pelo crescimento das
uvas, para a fermentacdo e é também importante para a solubilidade dos outros constituintes,
dado que s6 os componentes que estdo de forma total ou parcialmente soluveis em agua, é que

sao significativos para a composicao do vinho [4,7].

Acucares

A concentracdo final dos acucares varia mediante o estilo de vinho pretendido, podendo
ser classificado como doce, meio-doce, adamado ou seco, segundo o Regulamento (CE)
N.° 607/2009 [36]. O tipo de vinho desejado tem de ser pensado com antecedéncia, no sentido
em que a casta e o estado de maturacdo das uvas conduz a variacbes na concentracdo de

acucares na uva, e consequentemente no mosto [7].

A glucose e a frutose sdo fundamentais para o crescimento e metabolismo da levedura
Saccharomyces cerevisiae, dado que esta tem capacidades limitadas para fermentar outras
substancias. Apesar de a glucose e a frutose estarem em maior quantidade no mosto, estao
presentes, em valor residual, outros actcares como as pentoses xilose e arabinose, que ndao sao
fermentesciveis. Do metabolismo da glucose e da frutose sdo formados etanol e glicerol,
principalmente, havendo também a formacao de outros componentes em menores quantidades,

mas com uma importante funcéo no vinho [35].

No caso dos vinhos secos, a concentracao de acucar residual é, geralmente, insuficiente

para constituir uma ameaca microbiana do vinho engarrafado. Contudo, em concentracdes mais
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elevadas, os acucares residuais representam risco de ataque microbiano. Isto é particularmente

marcado nos vinhos doces, com baixos niveis de etanol e de acidez [7].

Tabela 1 - Concentracdes padrdo (C) de algumas substancias e os seus respetivos limites legais em vinhos

brancos. Adaptado de /W [8,37].

Constituintes Cc/(g/L) Observacgoes
o 0,2a0,7 Maior teor nos vinhos jovens, limite
2 (a 20 °C) legal < 3 g/L
Se teor d icar 25 g/L o limite é d
Gases e teor de a<;uc0ar25 /gL/ o limite ¢é de
dissolvido S0, Total 0,082 0,2 Vs o
Se teor de aclicar < 5 g/L o limite é de
0,2 g/L
SO, Livre 0,01 a 0,05 -
Agua 700 a 900 -
Etanol 85alb Expresso em % volumica
Alcoois Superiores 0,15a0,5 -
Produtos —
L. Acetaldeido 0,005a0,5 0 teor depende do modo de vinificacdo
Volateis ;
Esteres 0,5al,5 -
) . Expresso em acido acético; limite legal
Acidez Volatil 0,3a0,5
<1,08¢g/L
Acucares 0,8a180 Depende do tipo de vinho pretendido
Produtos Glicerol 5al2 -
Fixos Taninos e matérias corantes 0,4a4 -
Gomas e matérias pécticas la3 Segundo o tipo de vindima
Acido Tartarico 5a1l0 Depende da origem da uva
- Acido Malico Oal Depende da fermentacdo, com ou sem
Acidos — —
. Acido Lactico 0,2al,2 FML
Organicos — - -
Acido Citrico 0a0,5 Limite legal < 1 g/L
Acido Succinico 05al5 -
0,1 a 0,4 (expresso em e
Sulfatos (exp o Limite legal <2 g/L
- sulfato de potassio)
Acidos 0022025
,02 a 0,25 (expresso
Minerais Cloretos P . <slg/L
como cloreto de sodio)
Fosfatos 0,08a0,5
Potassio 0,7al5 -
Metais Calcio 0,06 a 0,09 -
Cobre 0,0001 a 0,003 Limite legal < 1 mg/L
Alcoois

Os alcoois sao compostos organicos que contém um ou mais grupos hidroxilo (OH). Os
alcoois simples, como o etanol, contém um unico grupo hidroxilo, enquanto os didis e poliois

contém dois ou mais grupos hidroxilo, respetivamente. Relativamente aos fenois, estes sao
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constituidos por seis atomos de carbono que contém um ou mais grupos hidroxilo no anel fenilo.
Contudo, a sua quimica é suficientemente distinta pelo que sao tratados separadamente [7]

(Figura 9).

H H H
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o Gon - "L d &
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Gliceral (triol)
Etanol
/ \ OH

Fenal

Figura 9 — Estrutura quimica do etanol, glicerol e fenol.

Etanol

O etanol &, depois da agua, o constituinte maioritario do vinho e juntamente com esta,
influencia as carateristicas do meio. E sem duvida o alcool mais importante do vinho e o principal
produto da fermentacao alcoolica da levedura. A sua presenca no produto final é dependente das
condicOes de fermentacao, particularmente no que respeita a temperatura, ao tipo de levedura e a

concentracado de acucares [4].

O etanol tem multiplas funcdes no vinho, fornece docura e é relativamente macio na boca,
pelo que o seu teor, esta de certo modo, estritamente associado a qualidade do vinho, embora nao
seja o Unico fator. Para além das importantes funcoes organoléticas, também tem um papel
importante no controlo microbiano, dado que o aumento da sua concentracao durante a
fermentacao, inibe o seu crescimento, agindo entdo como um conservante do vinho. O etanol atua
também como um reagente essencial na formacao de varios compostos volateis importantes que
acrescentam o seu proprio odor distintivo. Juntamente com outros alcoois, o etanol reage

lentamente com acidos organicos para produzir ésteres [7].

Glicerol

O poliol do vinho mais proeminente é o glicerol, que se forma durante a etapa de
fermentacdo, variando entre 6 g/L e 15 g/L. No vinho seco, o glicerol ¢ o composto mais
abundante, depois de agua e etanol. Por conferir macieza ao vinho é também considerado um
fator de qualidade, além de ser possuidor de um sabor ligeiramente doce. Dado afetar o perfil

organolético do vinho, torna-se importante, novamente, controlar bem a fermentacdo. Em relacéo

20



[l - Revisao Bibliografica

a este componente, € essencial controlar a temperatura, o valor de pH, o arejamento e a

concentracao de dioxido de enxofre [7].

Considera-se, geralmente, que o glicerol é produzido com os “primeiros 50 g de acucar
fermentado”, correspondendo ao inicio da fermentacdo gliceropirivica. Nesta altura, a Unica
maneira de a levedura assegurar a reoxidacdo do NADH + H* é reduzindo a dihidroxiacetona a
glicerol, dado que nesta fase a presenca de acetaldeido é bastante reduzida para que ocorra esta
reoxidacado e se forme etanol. Quanto maior for a concentracao de SO, no meio mais alta sera a
concentracao de glicerol, dado que a molécula de SO, se combina com o acetaldeido impedindo a
formacao de etanol, aumentando a taxa de fermentacao gliceropirivica e a quantidade de glicerol

produzido [31].

Alcoois Superiores

A fermentacao anaerobica de acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae gera uma
variedade de metabolitos volateis que contribuem para o perfil sensorial do vinho. Os compostos
importantes incluem ésteres, alcoois superiores, acidos gordos volateis e compostos de enxofre
volateis. O acumulo destes compostos no vinho depende do aspeto varietal (variedade e
maturacdo da uva), da composicdo do mosto, da estirpe de levedura e das condicdes de
fermentacdo, tais como a temperatura, a concentracdo de etanol, a oxigenacdo, o pH, a
concentracdo de azoto e a de didxido de enxofre [38,39]. A concentracdo de aminoacidos
(precursores dos alcoois superiores) também deve influenciar a sua sintese. A producéo total de
alcoois superiores aumenta a medida que as concentracdes dos aminoacidos correspondentes

aumentam [38].

Os alcoois superiores, sdo alcoois com mais de dois atomos de carbono e apenas uma
funcdo alcool. Podem ser encontrados em uvas saudaveis, como o 2-etil-1-hexanol e o
2-feniletanol, mas raramente estdo em concentracdes significativas. A maioria dos alcoois
superiores encontrados no vinho sdo subprodutos da fermentacao alcodlica conduzida pelas
leveduras [40]. Quando a sua concentracdo total no vinho é inferior a 300 mg/L contribuem de
forma positiva para o aroma, sendo normalmente encontrado com valores superiores a 100 mg/L,
acima de 400 mg/L sdo geralmente um fator negativo [41]. Os principais alcoois superiores dos
vinhos, com concentracao superior a 50 mg/L, sdo o 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico), o

2-metil-1-butanol, o 2-metil-1-propanol (isobutanol) e o 2-feniletanol. Com concentracbes menores
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cita-se o 1-propanol, o 1-butanol, o 1-hexanol, o 3-metil-2-butanol, o 1-decanol e o 2-butanol [35].
Os alcoois superiores, 0s acidos gordos volateis e 0s seus ésteres sao 0s principais responsaveis

pelo aroma fermentativo dos vinhos [8].

Os alcoois superiores podem ser sintetizados pelo mecanismo de Erhlich, que tem inicio
em alguns aminoacidos que foram sintetizados pela levedura ou que estdo presentes naturalmente
no mosto. Neste processo, os alcoois sdo formados pela degradacdo dos aminoacidos, que
seguem um mecanismo de desaminacdo, descarboxilacdo e reducdo - via catabolica
(Figura 10) [16]. A desaminacdo de aminoacidos é especialmente importante na geracao de
alcoois superiores de cadeia mais longa [31]. Por outro lado, outros alcoois superiores que ndo
derivam do catabolismo de aminoacidos, podem ser sintetizados a partir do metabolismo dos

aclcares, via piruvato, tendo como intermediarios os acidos cetonicos [35].

R . R A R
I Jesaminacdo Descarboxilacdo I Redugcdo I
I I I
COOH COOH H
NH, co, NADH NAD* _
Aminoacido Acido Cetdnico Aldeido H* Alcool Superior

Figura 10 - Producdo de alcoois superiores pela via catabolica (Reacdo de Ehrlich). Adaptado de Ribéreau-

-Gayon [31].

Os alcoois superiores também desempenham um papel indireto no desenvolvimento do
vinho envelhecido. Ao reagir com os acidos organicos, eles aumentam o numero de ésteres
encontrados no vinho. Durante a fermentacdo, a formacao de ésteres ocorre rapidamente sob o
controlo de enzimas e de levedura. Certas reacdes de esterificacdo continuam durante o

envelhecimento, mas a um ritmo muito mais lento e ndo enzimatico [31].

Esteres

Na uva ndo estdo presentes muitos ésteres, mas destaca-se principalmente o éster
fendlico, antranilato de metilo [34]. Os principais ésteres encontrados no vinho derivam
essencialmente da fermentacdo alcodlica. Os ésteres do vinho produzidos pelas leveduras tém
duas origens distintas: esterificacdo enzimatica durante o processo de fermentacao e esterificacao

quimica durante o envelhecimento a longo prazo [31]. Contudo, os ésteres produzidos durante a
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fermentacao desempenham um papel sensorial muito importante na composicao nos vinhos, dado

fornecerem odor frutado.

Os ésteres sao 0s compostos mais encontrados no vinho, mas na maioria sdo encontrados
apenas em quantidades muito pequenas, e tém baixa volatilidade ou odores suaves, pelo que a
sua importancia para a fragrancia do vinho é provavelmente insignificante [7], como o caso de
ésteres de acidos fixos [4]. No entanto, os ésteres mais comuns estdo presentes acima ou no
limite dos seus limiares sensoriais [/]. Incluem-se dois grandes grupos, os acetatos de alcoois
superiores e os ésteres etilicos de acidos gordos. O acetato de etilo, o acetato de 2-metilpropilo
(acetato de isobutilo), o acetato de 3-metilbutilo (acetato de isoamilo) e o acetato de 2-feniletilo,
sao acetatos de alcoois superiores. Como exemplos de ésteres etilicos de acidos gordos, existe o
butirato de etilo e 0 hexanoato de etilo. Pensa-se que a maior parte dos ésteres etilicos de acidos

gordos sejam formados enzimaticamente através da esterificacdo dos acidos gordos CoA [33].

Os ésteres sao formados quando uma funcao alcodlica reage com uma funcao acida, onde
uma molécula de agua é eliminada. A Figura 11 representa a formacao de acetato de etilo a partir
de acido acético e de etanol [15]. Os ésteres mais significativos que se encontram no vinho sao
formados entre etanol e acidos gordos de cadeia curta, acido acético com varios alcoois de
cadeias curta e acidos nao volateis e etanol [4].

O O
I |
CH;—C—OH + CH;—CH;—OH +=— CH—~C—0-—CH,—CH; + H,0

Acido acético Etanol Acetato de etilo

Figura 11 - Balanco de esterificacdo do etanol com o acido acético.

Fermentacdes a baixas temperaturas, na ordem dos 10 °C, favorecem a sintese de ésteres
frutados, como o acetato de isobutilo e o butirato de etilo, enquanto que temperaturas mais altas,
na ordem dos 15 °C a 20 °C, é promovida a formac&o de ésteres de alto peso molecular, como o
octanoato de etilo e 0 acetato de 2-feniletilo. Os baixos niveis de SO, e a clarificacdo promovem a
sintese e retencao de ésteres. A auséncia de oxigénio durante a fermentacao também promove a

formacao de ésteres [7].
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Fenois

Os fendis tm um grande impacto na qualidade do vinho. Sdo um grande e complexo
grupo de compostos com uma importancia primordial para as carateristicas dos vinhos. Apesar de
se encontrarem em menor concentracao nos vinhos brancos, estes compostos também atuam de
um modo significativo na sua qualidade. Os fenois conseguem influenciar a cor do produto, tendo
assim um impacto a nivel da aparéncia, mas afetam também a nivel do sabor, sensacéao na boca
e aroma [/]. A grande maioria dos compostos fenolicos que se encontram no vinho tem origem na
uva, somente uma pequena quantidade vestigial deriva do metabolismo da levedura [4]. Sao

metabdlitos secundarios e sintetizados por plantas durante a sua fase de crescimento [34].

Quimicamente, os fenois possuem um ou mais grupos hidroxilo associados a um anel
aromatico. Apesar de conterem grupos alcool, eles ndo demonstram propriedades tipicas dos
alcoois, pelo que sdo comummente tratados num grupo a parte [7]. Os compostos fenolicos
podem ser separados em dois grupos, de acordo com a similaridade das suas cadeias de atomos
de carbono: nao-flavonoides (fenois simples e acidos fendlicos) e flavonoides (antocianinas,
flavondis e flavanois) [31]. Os flavonoides sdo caraterizados por um esqueleto Cg-C3—Cg,
constituidos por dois anéis fendlicos (A e B) unidos por um anel pirano que contém oxigénio (C),
como observado na Figura 12. Grande parte da cor e da estrutura dos vinhos deve-se a esta
familia de compostos. Os flavonoides constituem cerca de 85 % do teor fendlico nos vinhos tintos,
enquanto que nos vinhos brancos representam apenas 20 %. A percentagem restante consiste em
compostos ndo-flavonoides [7]. Este conteudo varia consideravelmente devido a maceracdo com
as grainhas e as peliculas no caso do vinho tinto, que permite uma maior extracdo dos
flavonoides. Os flavonoides mais comuns sdo as antocianinas, que se encontram largamente
distribuidos na natureza e sao responsaveis pela maioria das cores azuis, violeta e pelos tons de
vermelho que aparecem em flores, frutos, folhas, caules e raizes. Nas videiras, acumulam na
pelicula da uva tinta e sdo responsaveis pela coloracdo das castas das uvas tintas [38,43]. As
antocianinas sdo, portanto, um constituinte importante para o vinho tinto, principalmente para a

coloracao [34].

O processo de vinificacao de uvas brancas nao é o mesmo do que se aplica as uvas tintas.
Na vinificacdo em branco, a principal diferenca consiste na auséncia de maceracao das partes
solidas da vindima, pelo que o vinho branco nao incorpora as substancias de aroma herbaceo do

engaco e da pelicula. De forma resumida, na vinificacao tradicional em branco, as uvas depois da
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rececao, sao desengacadas, esmagadas, procedendo-se depois a extracdo do mosto por
prensagem mecanica. Desta forma, os vinhos brancos obtém uma cor e sabor diferentes dos

vinhos tintos [39].

Figura 12 — Esqueleto de um composto flavonoide — A — e de um néo-flavonoide - B - (tirosol).

Os nao-flavonoides, sdo estruturalmente mais simples, 0s mais numerosos e variados sdo
os acidos cinamicos (que possuem um esqueleto Cg—C3) e os seus derivados, aparecendo
sobretudo na forma de ésteres com acido tartarico ou ligados a acucares, mas também se podem
associar a varios alcoois ou outros acidos organicos. O nao-flavonoide mais comum nas uvas é o
acido caftarico (um odifenol). Muitas vezes, desempenha um papel importante no escurecimento
oxidativo do mosto. Em pequenas quantidades, os derivados oxidados dos acidos caftarico e
cutarico podem doar grande parte da coloracao amarelo-ouro ou palha dos vinhos brancos [4]. A
este grupo ainda se pode adicionar o tirosol, cuja origem, ao contrario dos anteriores, nao esta na
uva, mas sim na fermentacdo. Por este motivo, os primeiros encontram-se em baixas
concentracdes nos vinhos brancos e o tirosol existe em concentracées semelhantes nos vinhos
brancos e tintos [8]. Os acidos fendlicos, sdo usualmente encontrados em baixas concentracdes,
mas representam um dos principais compostos das uvas brancas, influenciando o aroma e gosto

dos vinhos [34].

A levedura S. cerevisiae é capaz de descarboxilar os acidos fendlicos (pcumarico e
ferulico), provenientes das uvas, formando fendis volateis. Estes acidos atuam como precursores
de compostos aromaticos. Os principais fenois volateis formados durante a fermentacdo alcoolica
sao o 4inilfenol e o 4-vinilguaiacol. Geralmente, o 4-vinilfenol é mais abundante que o
4-vinilguaiacol, dado que o0 acido pcumarico esta presente na uva em maiores quantidades do que

o ferulico [35].
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Acidez Total, Acidez Fixa e Acidez Volatil

Os parametros acidez fixa e acidez volatil devem ser controlados ao longo da fermentacao.
A acidez total, que corresponde a acidez titulavel do mosto ou do vinho, representa a soma de
todos os acidos presentes, isto &, acidos inorganicos e acidos organicos [31], e sdo eles que
conferem o gosto acido a bebida. Estes acidos provém do mosto (acido malico, tartarico e citrico)

ou da fermentacao (acido latico, succinico e acético).

A presenca de acidos é importante do ponto de vista enoldgico, na medida em que atuam
como conservantes, inibindo a proliferacdo de microrganismos, além de fornecerem ao vinho uma

sensacdo de frescura [4]. A acidez total representa a soma da acidez volatil e da acidez fixa.

Os acidos sao caraterizados pela ionizacado e libertacdo de ides de hidrogénio na agua
(H"). Relativamente aos compostos organicos, esta propriedade estd associada ao grupo
carboxilico, que se dissocia num radical carboxilico carregado negativamente e num ido de
hidrogénio carregado positivamente. Os acidos inorganicos, tais como o acido carbonico (H.CO),
dissociam-se num iao carregado negativamente e um ou mais ibes de hidrogénio carregados

positivamente [31], como representado na Figura 13.

R—C00™ +H
Radical |30
Carboxilico Hidrogénio

R — COOH

Azide Organice

H:':'D‘ — HCDE + H"' — CD% & EH*

L e -
I3z lao l3o

Acido Carbonico Bicarbonato Hidrogsnio Carbonate

Figura 13 - lonizacao e libertacdo de i6es de hidrogénio na agua, de um &cido organico e um acido carbdnico.

Adaptado de Ribéreau-Gayon [31].

O grau de ionizacdo no vinho depende principalmente do teor de catides (sobretudo de
potassio), do pH e das caracteristicas ionizantes do acido particular. Para a maioria dos vinhos de
mesa, & desejavel uma gama de acidez total, expressa como acido tartarico, entre 5,5 mg/L e

8,5 mg/L [4].
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Acidez Volatil

A acidez volatil é considerada um parametro fisico-quimico de grande importancia, a ser
monitorizado ao longo do processo de vinificacao. Corresponde a soma dos acidos gordos da série
acética presentes no vinho, no estado livre e combinados com sais [20]. O acido acético é o maior
representante deste grupo, contribuindo com cerca de 90 % da concentracao total dos acidos
volateis e contribui com aromas e sabores agradaveis, quando em concentracdes reduzidas, na
ordem dos 0,2 g/L a 0,3 g/L. Numa concentracdo mais reduzida encontram-se outros acidos

carboxilicos, como o acido butirico e o acido propionico [31].

Apesar de, quantitativamente, o grupo dos &acidos volateis ser representado por uma
pequena fracdo, estes tém uma grande importancia a nivel da qualidade organolética do vinho. Na
realidade, quando se verifica que existe acidez volatil excessiva, geralmente apresenta um efeito
organolético negativo no vinho. Esta caracteristica organolética esta relacionada com uma
concentracdo anormalmente elevada de acido acético. Quando o acido acético se encontra em

valores elevados, pode indicar a presenca de bactérias acéticas ou laticas [31].

O mosto das uvas saudaveis ndo contém acidez volatil. Os acidos que contribuem para a
acidez volatil surgem durante as fermentacdes alcoolica e malolatica. A presenca de oxigénio
promove a formacdo de acido acético, dado que este pode resultar da hidrolise de acetil-CoA,
sendo limitada em condicdes de anaerobiose. Também pode ser formado pela oxidacdo do
acetaldeido pela enzima aldeido-desidrogenase (Figura 14) [15]. Assim, este acido é formado tanto
no inicio da fermentacao alcoodlica como no final. Finalmente, o acido acético no vinho esta ligado

a presenca de acetato de etilo, o éster etilico do acido acético [31].

Acidez Fixa

A acidez fixa é constituida pelos acidos organicos nao volateis, ndo ionizados presentes no
vinho. Quantitativamente, eles controlam o pH do vinho. Estes acidos sdo formados durante a
fermentacdo (sendo os principais, acido latico e acido succinico) ou tém origem na uva (acido
tartarico, acido malico e acido citrico). De facto, os dois acidos dicarboxilicos que tém origem na
uva (tartarico e malico) constituem frequentemente mais de 90 % da acidez fixa, dominando a

composicao acida dos vinhos [7,31].

Durante a fermentacdo alcodlica, a concentracdo do acido tartarico diminui em

consequéncia da diminuicao da sua solubilidade [31]. O acido precipita como tartarato de calcio
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ou como bitartarato de potassio [34], provocando uma diminuicao da acidez total. Em casos de

insuficiéncia de acidez, a lei autoriza a adicao deste acido, nao excedendo 1,5 g/L [4,42].
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Figura 14 - Formacdo de acido acético por leveduras. 1 - piruvato-descarbosilase, 2 - alcool-desidrogenase,
3 - piruvato-desidrogenase, 4 - aldeido-desidrogenase, 5 — acetil-CoA hidrolase e 6 — acetil-CoA sintase. Adaptado de

Ribéreau-Gayon [15].

Os acidos no vinho tém o papel de manter um pH baixo que tem um efeito antimicrobiano
benéfico. A maioria das bactérias ndo crescem a valores baixos de pH. Durante a fermentacao, os
acidos estdo envolvidos em reacdes que conduzem a formacao de ésteres. Estes sao
frequentemente importantes para a fragrancia fresca e frutada dos vinhos. A acidez também afeta
a ionizacao de compostos fenolicos. O estado ionizado é mais facilmente oxidado do que a sua
forma nao ionizada. Consequentemente, os vinhos de pH elevado (> 3,9) sdo muito suscetiveis a

oxidacao e a perda da sua cor jovem [7].

Os principais acidos inorganicos do vinho sdo os acidos carbonico e sulfuroso, que
também se encontram presentes na sua forma gasosa CO, e SO,. Por serem mais importantes no
vinho como gases e ndo afetarem visivelmente o pH do vinho ou a acidez percetivel, a discussdo
destes acidos é apresentada mais adiante neste capitulo (gases dissolvidos). Assim, no calculo da
acidez total, deve ser feita uma correcdo relativamente a acidez correspondente ao CO, e SO,. De
facto, concentracdes elevadas de dioxido de carbono tendem a levar a uma superestimacao da
acidez total, especialmente nos vinhos espumantes. Isto também é verdade para os vinhos jovens,
que tém sempre um alto teor de CO, logo apds a fermentacdo. Os vinhos devem, portanto, ser

desgaseificados antes da analise da acidez total e volatil [7,31].
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Gases dissolvidos

Os gases que se podem encontrar dissolvidos nos vinhos sao o 0,, 0 CO, e 0 SO,. O CO,
possui grande importancia no caso dos vinhos espumantes. Nos vinhos tranquilos brancos,
aquando da fermentacdo, grande parte deste é libertado para a atmosfera, e apesar de o vinho
ainda ser rico em CO,, a sua concentracado diminui com o tempo, nao apresentando efeitos a nivel

organolético [4].

0 CO, surge essencialmente pelo metabolismo da levedura, mas pequenas quantidades
podem ser geradas por bactérias acido laticas ou durante envelhecimento, pela decomposicao de
aminoacidos e fenois. No fim da fermentacéo, o vinho permanece normalmente sobressaturado
com CO,, mas a sua concentracao diminui durante o engarrafamento. A esta concentracao, o CO,
nao tem nenhum efeito sensorial; somente acima de 5 g/L o CO, comeca a produzir sensacao na

boca [7].

0 SO,, € um componente normal do vinho, resultante essencialmente do metabolismo da
levedura. A sua concentracao final varia de acordo com a temperatura de fermentacéo, a estirpe
de levedura e o teor de enxofre no mosto [7]. Geralmente sdo obtidas concentracdes inferiores a
10 mg/L [15]. Alternativamente, pode ser adicionado de varias formas, como em SO, gasoso, SO,
em solucdo ou em sal como metassulfito de potassio (K.S.0s) [7]. A levedura naturalmente
consome todo o acucar residual e a fermentacdo termina por limitacdo de nutrientes ou pela
presenca de substancias téxicas. Contudo, a fermentacéo pode ser interrompida quando se atingir
o nivel de acucar residual pretendido, adicionando-se, nesse caso teores elevados de SO,. Segundo
0 Regulamento (CE) N.° 606/2009, o teor maximo permitido de SO, em vinhos brancos é de
200 mg/L, para vinhos cujo teor de aclcar expresso pela soma glucose+frutose seja menor que
5 g/L. Em vinhos cuja concentracao desses acucares seja igual ou superior a 5 g/L o teor maximo
de SO, em vinhos brancos é de 250 mg/L [43]. Embora a sua presenca em excesso Sseja

indesejada, quando presente em quantidades reduzidas, & bastante benéfica, dado que tem:

i. Atividade antissética, inibindo ou destruindo leveduras e bactérias;

ii. Propriedade antioxidasica, inibindo ou destruindo enzimas oxidativas;

iii. Acao dissolvente, facilitando a extracao de compostos das células, como compostos
fendlicos;

iv. Propriedade antioxidante, capaz de proteger os compostos fenolicos e os compostos

odoriferos da oxidacao dos vinhos e dos mostos.
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Em grandes concentracdes, pode conduzir a problemas na saude do ser humano, além de
diminuir a qualidade organolética do vinho [44]. Na agua pura, seriam suficientes 0,05 g/L de SO,
para limitar o crescimento de bactérias e leveduras. No mosto sdo necessarios cerca de 1,2 g/L a
1,5 g/L de SO, para se obter os mesmos resultados. Esta diferenca deve-se ao facto de que no
mosto, uma grande parte do SO, adicionado combina-se com diversos constituintes, ficando
inativado [18]. Assim, o SO, pode ser encontrado na sua forma livre ou combinado, sendo que

apenas a fracéo livre tem interesse enologico [8]:

Fracao de SO, livre: Na sua forma livre, ele dissocia-se em trés formas, SO, molecular
(quantidade reduzida), na forma de ido sulfito, SO%' (quase inexistente), e a grande maioria
encontra-se na forma HSOj3 (idao bissulfito) [7]. A sua forma molecular, que representa uma
minoria do SO, dissolvido, & a Unica que tem acao antioxidante, antioxidastica e antissética [18]. A
quantidade de SO, livre na forma molecular ¢ influenciada pelo pH. Quanto mais baixo o pH,

préximo de 3, maior sera a quantidade de SO, livre no estado molecular [8].

Fracao de SO, combinado: Representa a fracdo de SO, que estd associado a outros
componentes do vinho, de forma mais ou menos estavel. Por exemplo, o SO, combina-se de forma
bastante estavel com o acetaldeido, mas em relacao a glucose a ligacao € reversivel, sendo que o
S0, se liberta quando a sua forma livre diminui. Esta reacdo pode ser reversivel ou irreversivel de
acordo com o grau de afinidade (Tabela 2). Note-se que quanto maior a taxa de combinacédo de
SO, menor o grau de dissociacdo. Com o aumento da temperatura a combinacdo de SO, com a

outros compostos diminui e maior ¢ a fracao livre (forma bissulfito) [8].

Nas fermentacdes alcodlicas, as fontes de enxofre utilizadas pelas leveduras séo os
sulfatos, os sulfitos, o enxofre elementar e os aminoacidos sulfurados. O sulfito &€ em parte
produzido pela levedura, mas normalmente é adicionado durante a producao de vinhos brancos
(tanto antes como depois da fermentacao) devido a sua atividade antioxidante e antimicrobiana. O
sulfato e os aminoacidos sulfurados estdo presentes naturalmente nos mostos, uma vez que estao
presentes nas uvas. Os compostos sulfurados formados pelas leveduras sao essencialmente tidis,

mono e polissulfuretos, e tioésteres [35].

A presenca de compostos sulfurados inorganicos em vinhos esta associada a adicao de
substancias antimicrobianas ou antioxidantes utilizadas no processo de vinificacdo. Contudo a
maior parte dos compostos sulfurados apresenta origem orgéanica, sendo sintetizados durante o

processo de fermentacdo a partir da degradacado de alguns aminoacidos [16]. Os compostos
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sulfurados volateis sdao compostos aromaticos potentes que tém valores sensoriais muito baixos na
gama dos ng/L a pg/L. Um grande numero de compostos de enxofre aparece associado a
fermentacao. A maioria dos compostos de enxofre esta associada a aromas desagradaveis, sendo
considerados indesejaveis ou um defeito no vinho. Uma excecao é representada pelos compostos
de enxofre polifuncionais de cadeia longa, que em baixas concentracdes sao caracterizados por
aromas frutados. O aparecimento de compostos volateis ao longo da fermentacéo esta associado a
um processo quimico e bioguimico complexo, multifacetado. As leveduras produzem H.,S e outros
compostos de enxofre volateis por uma série de vias, que incluem reducdo quimica de S
elementar, degradacao de aminoacidos de enxofre ou reducao de sulfito ou sulfato. Além da
reducdo do enxofre inorganico em H,S, poucas das vias quimicas e/ou metabdlicas para a
formacao de outros compostos de enxofre volateis foram relatadas ou verificadas na fermentacao

do vinho [33].

Tabela 2 — Taxa de combinacao do SO, (£) com diversos componentes do vinho, Adaptado de Rosado [8]

Componente ;—X
Acetaldeido >99
Antocianinas 93a95
Acidos cetdnicos 6la72
Produtos da oxidacao dos acucares 36a72
Acidos urénicos 2a4
Acucares Oa?

Os compostos de enxofre volateis que apresentam um ponto de ebulicdo inferior a 90 °C
sao sobretudo citados pelas suas implicacdes nos defeitos aromaticos dos vinhos como o sulfureto
de hidrogénio e o sulfureto de carbonilo. No entanto, sdo normalmente encontrados em
concentracdes inferiores a 1 ug/L, atingindo, os mais abundantes, algumas dezenas
de ng/L [35]. O H.S, embora muito evidente quando produzido durante a fermentacao, é
altamente volatil e rapidamente perdido em vinhos jovens [33]. Os que apresentam um ponto de
ebulicdo superior a 90 °C, participam no aroma de forma mais complexa, como o 2-metiltioetanol
e 0 2-mercaptoetanol. Com algumas excecdes, estes podem ser encontrados com concentracdes

inferiores a 0,1 mg/L [34].
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2.2.1 Classificacao do aroma do vinho

Na constituicdo do vinho apenas os componentes volateis — como alcoois, ésteres, acidos
organicos, aldeidos, cetonas, terpenos, etc. — conseguem estimular o érgao olfativo, onde o ser
humano o sente como aroma [45]. O olfato constituiu uma das propriedades mais importantes no
exame sensorial e de facto, as propriedades odoriferas tém uma grande influéncia na aceitacédo ou
na rejeicdo do vinho [46]. A sua intensidade nao depende somente da sua concentracdo na fase
liguida, mas também da volatilidade, pressao de vapor e do seu limiar de percecdo olfativa. Fala-se
de limiar de percecdo olfativa, como o mais pequeno estimulo que é capaz de produzir uma
sensacdo olfativa em pelo menos 50 % dos provadores [35]. Os componentes volateis do vinho
podem ser apercebidos a concentracbes muito baixas, podendo alguns ter limiares abaixo de
10712 g/L [41]. De facto, falar sobre os compostos volateis do aroma do vinho é um assunto
muito complexo, uma vez que existem uma grande variabilidade de compostos, e cada um
apresenta o seu proprio limiar de percecdo olfativa. Existem alguns fatores que influenciam a
quantidade de compostos aromaticos presentes no vinho, incluindo fatores ambientais, como o
clima e condicdes do solo, as condicdes de fermentacao (pH, temperatura, nutrientes do mosto e
a levedura), bem como os varios tratamentos de pré-fermentacdo que o vinho possa ser

submetido, como prensagem, maceracao e clarificacao [41].

Uma classificacéo classica dos aromas do vinho consiste em quatro categorias, consoante
a sua origem: aroma varietal que provém da uva; aroma pré-fermentativo, que representa os
compostos volateis formados durante as operacdes para a obtencao e armazenamento do mosto;
aroma fermentativo, como o nome indica, representado pelos compostos originados pelas
leveduras e bactérias durante a fermentacao alcodlica e/ou malolatica; e aroma pods-
-fermentativo, que esta relacionado com as reacdes que ocorrem durante os processos de

conservacao e/ou envelhecimento do vinho [31,41].

Aroma Varietal

O aroma varietal do vinho é especifico da casta, sendo influenciado também por fatores
ambientais como o clima, as condicdes do solo e o estado de maturacdo das uvas [31]. A maioria
das castas é pouco aromatica, possuindo essencialmente precursores de aromas com
potencialidade para originar compostos aromaticos (e.g acidos gordos, compostos fenolicos,

glicosideos) [35].
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Os terpenos sdo um dos principais componentes associados a tipicidade aromatica das
castas. Alguns destes compostos sao detetados diretamente nos mostos, denominado aroma
varietal livre, constituido por substancias volateis e odoriferas presentes, como o geraniol, 0 nerol e
o linalol [47]. As substancias inodoras nos mostos mas que sao capazes de originar compostos
aromaticos no vinho, sdo denominados como precursores de aroma, podendo ser precursores nao
volateis e inodoros, como os glicosideos [35,47], ou podem ser compostos volateis odoriferos, que
devido a sua instabilidade quimica sdo capazes de se transformar em outros compostos

odoriferos, como os diois terpénicos [47].

Quimicamente, os terpenos sdo caraterizados pelo seu esqueleto de carbono distintivo,
consistindo em estruturas compostas pela repeticao de duas, trés, quatro, cinco, seis e sete
unidades basicas de isopreno, de cinco carbonos. Estes sdo chamados monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos e tetraterpenos, respetivamente. Mas, os
mais interessantes do ponto de vista olfativo sdo os alcoois monoterpénicos como o linalol, o
o-terpineol, o nerol, o geraniol, o citronelol e o HO-trienol. Os limiares de percecao olfativa destes
compostos sdo bastante baixos, da ordem de poucos pg/L [4,31,35]. Os monoterpenos podem
conter uma variedade de grupos funcionais, nomeadamente, aldeidos (linalal, geranial, neral),

alcoois (linalol, geraniol), acidos (acido linalilico e geranico) e ésteres (acetato de linalilo).

Outros dois grupos de compostos odoriferos que contribuem para o aroma varietal, e que
sao muito estudados, sao os norisoprenoides em C;3 e os tidis volateis [35]. Os compostos
pertencentes ao primeiro grupo nao considerados estritamente terpenos e sdo produzidos pela
degradacdo quimica ou enzimatica dos carotenoides nas uvas, e estdo presentes na uva
principalmente sob a forma de precursores glicosilados [31]. Os tidés volateis, como o
3-mercaptohexanol e o acetato de 3-mercaptohexilo, tém PO muito baixos, sendo compostos

muito importantes para o aroma dos vinhos [35].

Aroma Pré-fermentativo

Os compostos pré-fermentativos sdo, essencialmente, os alcoois e aldeidos com 6 atomos
de carbono, formados a partir de dois precursores, o acido linoleico e o acido linolénico existentes
nas uvas, sob a acao enzimatica na presenca de ar. O aroma reconhecido é de facto proveniente
das uvas, mas sé se torna identificavel no decorrer do processo de vindima e das operacdes que

se seguem, como o transporte e prensagem. Estas etapas € que permitem a incorporacao de

33



Il - Revisao Bibliografica

oxigénio necessario para a oxidacao enzimatica [35]. Os compostos volateis que daqui advém tém
aroma herbaceos e possuem um limiar de percecao relativamente baixo. Por exemplo o limiar de

percecao olfativa do 1-hexanol é 4,5 ug/L [47].

Aroma Fermentativo

0 aroma do vinho deve-se principalmente a fermentacao alcodlica. As leveduras convertem
0s acucares presentes no mosto em etanol e CO,, como produtos principais. Contudo também
produzem variadissimos compostos volateis, responsaveis pelo aroma do vinho, sendo
essencialmente alcoois superiores, acidos organicos e 0s seus ésteres, e em menor extensao 0s

aldeidos, que formam o “bouguet’ fermentativo [35,47].

Os fatores que mais influenciam o aroma fermentativo dos vinhos sado as condicoes de
fermentacdo e a estirpe de levedura usada [35]. A constituicdo do mosto relativamente a
aminoacidos também pode ter uma influencia acentuada na producéo dos alcoois superiores [47].
Os ésteres apresentam odores agradaveis, principalmente frutados, com excecao do acetato de
etilo, que ndo é bem aceite para valores préximos ou superiores a 100 mg/L. Os restantes

produtos volateis formados durante a fermentacao aparecem em concentracoes inferiores [35].

Aroma Pods-fermentativo

Os aromas pods-fermentativos sao os aromas que resultam de transformacdes ocorridas
durante o armazenamento, envelhecimento e conservacao do vinho, devido a reacdes de oxidacao-
-reducao dos seus componentes. Dependem essencialmente do tempo, da temperatura e do
recipiente de armazenamento: garrafa, cuba inox, vasilha de madeira, entre outros [35]. Os
aromas por oxidacdo, derivam da madeira que constitui a vasilha onde o vinho esta, e também
pela passagem de oxigénio pelas paredes porosas da madeira, que oxida os componentes do
vinho. Os aromas de reducdo, resultam do envelhecimento dos componentes do vinho na

garrafa [47].

2.3 0 papel das leveduras na vinificacao

A biotecnologia aplicada a vinificacdo inclui varios aspetos, tais como a monitorizacéo da
populacdo microbiana, o uso de culturas starfer e o controlo do crescimento de leveduras

indesejadas [48]. A vinificacao € um processo complexo que envolve uma cultura microbiana e o
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mosto de uva, resultando em vinho. Os principais microrganismos a atuar na fermentacéo
alcodlica sado leveduras, que convertem o mosto numa bebida alcoodlica distinta e rica em
compostos. A via glicolitica central fornece energia, moléculas precursoras, manutencao e
reproducao celular, acoplada a formacao de etanol. A este processo estao associadas outras vias
metabdlicas que levam a formacao de metabolitos volateis € nao volateis que contribuem para a

caraterizacao final do vinho [33].

A investigacdo sobre o papel da levedura no desenvolvimento do sabor do vinho revelou
complexas interacdes entre a cultura microbiana e os compostos presentes na uva [33]. As
carateristicas finais do vinho dependem da uva em si, mas em grande parte, dependem também
das leveduras que estdo a atuar durante a fermentacdo do mosto. Assim, a partir do mesmo
mosto, fermentacdes sob condicdes idénticas, mas realizada por leveduras distintas, podem

conduzir a vinhos com carateristicas diferentes, devido a diversidade de metabolitos [49].

O processo de fermentacdao pode ser conduzido por inoculacdo de uma levedura
selecionada ou, por outro lado, pode ocorrer espontaneamente, pela flora nativa presente nas
uvas. Em ambos os casos, a fermentacao sera eventualmente dominada por leveduras do género
Saccharomyces, sendo comumente encontradas duas espécies, a S. cerevisiae e a
S. bayanus [50]. Durante a fermentacdo do mosto podem estar presentes varias espécies de
leveduras e de bactérias. Assim, a qualidade do vinho esta em grande parte relacionada com o
complexo microbiano a atuar durante as fermentacoes [51,52]. Diferentes castas e vindimas em
anos distintos podem apresentar populacées microbianas diferentes, que irdo influenciar a
producdo e quantidade dos produtos formados [49]. Por este motivo é que as leveduras tém sido
objeto de investigacao e selecdo em funcao de diferentes critérios, na tentativa de melhorar a

qualidade do vinho [30].

2.3.1 Carateristicas da levedura Saccharomyces cerevisiae

Em qualquer sistema biologico, o crescimento microbiano pode ser definido como o
aumento ordenado de todos os seus constituintes celulares [53]. Todos os microrganismos
necessitam de um conjunto de fatores que lhes permitam crescer num determinado ambiente.
Esses fatores que influenciam o crescimento microbiano sdo fatores quimicos, fisicos e

concentracdo de nutrientes. Ao controlar esses fatores & possivel inibir ou estimular o crescimento,
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uma vez que cada microrganismo tem condicdes especificas de crescimento para que possa

atingir a sua taxa maxima [54].

A espécie Saccharomyces cerevisiae ¢ uma das leveduras presentes naturalmente na
pelicula da uva. Apesar de se encontrar em quantidades reduzidas é a que se desenvolve melhor
no mosto e a que se encontra no final da fermentacéo. A nivel enoldgico ela é a preferencialmente

usada em detrimento de outras espécies de levedura devido a sua [4]:

i.  Resisténcia a elevadas concentracdes de aclicares presentes no mosto;
ii. Resisténcia a baixos valores de pH;
iii. Resisténcia a elevadas concentracdes de SO;;
iv. Resisténcia a elevados teores de etanol;
v. Elevada producdo de etanol (sintetiza cerca de 1% de etanol, em volume, por cada

16,5 g/L a 18 g/L acucares do mosto — glucose e frutose).

Outros fatores de stress conhecidos que ocorrem durante certas fermentacdes alcoolicas
sao, por exemplo a falta de nutrientes e a concorréncia de outros microrganismos. Estes fatores de
stress tém grande impacto sobre a levedura afetando a fermentacdo. Se a levedura nao for capaz
de se adaptar a estas condicoes, pode levar a diminuicdo ou mesmo paragem da

fermentacao [20,50].

Os produtores de vinho enfrentam uma concorréncia cada vez mais intensa, dado
existirem mudancas das preferéncias dos consumidores, que exigem cada vez mais vinhos de alta
qualidade a precos reduzidos. Consequentemente, é necessario transformar a industria vitivinicola
continuamente, de uma industria de producdo para uma industria voltada para o mercado.
Contudo, este processo dependente de varios fatores, como por exemplo da inovacao
biotecnologica. As leveduras de vinho orientadas para o mercado estdo atualmente a ser
desenvolvidas de forma a garantir uma producdo de vinhos com um custo competitivo, uma

minimizacao de recursos, uma melhor qualidade e um baixo impacte ambiental [55].

2.3.2 Leveduras vinicas nao-Saccharomyces

O mosto de uva é um meio nao estéril que contém muitos tipos de microrganismos que o

podem fermentar [2]. O teor de nutrientes do mosto, as condicdes de fermentacdo alcoolica e a(s)
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espécie(s) de levedura(s) a atuar durante a fermentacdo vao definir a producdo dos metabolitos
volateis e nao volateis e, consequentemente, o perfil sensorial do vinho. Todos estes compostos
que estdo presentes no mosto, produzidos e modificados durante a fermentacao, e por outros
processos, contribuem para o caracter distintivo varietal do vinho [33]. Os aromas e os sabores
dos vinhos dependem, essencialmente, das uvas e da atividade biolégica dos organismos

presentes [50].

A fim de se assegurar uma rapida e completa fermentacado, assim como garantir a
producao de vinhos com uma qualidade carateristica, a pratica da adicdao de leveduras
selecionadas a mostos sulfitados tornou-se generalizada. Atualmente, a maioria das leveduras de
vinho comerciais sdo da espécie Saccharomyces cerevisiae [20]. Contudo, a microflora autdctone
da uva é altamente variavel, existindo uma predominancia de espécies de leveduras indigenas,
pertencentes aos géneros Hanseniaspora, Candida, Metschnikowia, Kloeckera, Pichia,
Kluyveromyces,  Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces e  Torulaspora. A levedura
Saccharomyces cerevisiae, estda também presente, mas em baixas concentracdes celulares
[2,20,56]. Estas leveduras nado-Saccharomyces, como se encontram presentes em maior
quantidade no mosto, dominam o inicio da fermentacdo [8]. Contudo, & medida que a
fermentacao progride as leveduras nao-Saccharomyces morrem, uma vez que se mostram pouco
tolerantes ao etanol. Quando a concentracdo de etanol se aproxima de 4 % a 5 % em volume, a
fermentacdo passa a ser dominado por uma ou mais estirpes de Saccharomyces cerevisiae [25].
Varios fatores afetam a presenca e a persisténcia de leveduras ndo-Saccharomyces, tal como a

temperatura de fermentacao, a pratica de adicado de nutrientes e o arejamento [50].

No passado, estas leveduras eram consideradas indesejadas dado que o0s mostos
inoculados com culturas nao-Saccharomyces demonstraram produzir varios metabolitos
considerados desfavoraveis, em excesso, como acido acético, acetato de etilo e acetaldeido [48].
Contudo, nas ultimas décadas, fizeram-se grandes avancos no que diz respeito a compreensao da
fisiologia e bioquimica das leveduras envolvidas no processo de fermentacdo. Descobriu-se que a
utilizacdo de leveduras nao-Saccharomyces possui um papel relevante no impacto metabolico e na
complexidade do aroma no produto final. Nesse contexto, a inclusdo de leveduras néao-

-Saccharomyces tem de ser pensada [2].

A medida que melhora a compreensdo humana sobre os impactos que as leveduras tém

sobre o vinho, comecam a ser selecionadas estirpes que irao originar um resultado final
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agradavel [30]. A identificacdo quimica dos principais compostos aromaticos, a definicao das
bases genéticas e bioquimicas, assim como a associacao das vias metabolicas tém permitido
selecionar estirpes que irao contribuir de forma positiva para o perfil sensorial do vinho. A
caraterizacao da Saccharomyces tem ampliado ainda mais a capacidade do ser humano de
modelar o vinho, devido a variabilidade genética e metabolica. Contudo, numa busca de uma
maior diversidade de sabor de vinho, comecam-se a avaliar e inocular espécies nao-

-Saccharomyces que estao presentes nas uvas [33].

Assim, e como consequéncia da reavaliacdo do papel das leveduras nao-Saccharomyces
no processo de vinificacdo, foram realizados varios estudos onde se avaliaram fermentacoes
conduzidas por culturas starfer mistas, ou seja, culturas constituidas por leveduras
Saccharomyces cerevisiae e diferentes espécies de leveduras nao-Saccharomyces que fazem parte
do ambiente da uva. A utilizacdo combinada de diferentes espécies resulta, frequentemente, em
compostos imprevisiveis, o que pode afetar tanto a composicdo quimica como o perfil sensorial
dos vinhos. Neste contexto, sabe-se hoje que quando sdo usadas culturas mistas de leveduras
nao-Saccharomyces com a S. cerevisiae, as atividades metabdlicas das leveduras nao-
-Saccharomyces podem nao ser completamente expressadas. A titulo de exemplo, o uso de uma
cultura mista de Starmerella bombicola e S. cerevisiae, permite aumentar o teor de glicerol no

vinho [48].

O conhecimento das interacoes entre as leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces
durante a fermentacao alcodlica, ainda precisa de ser melhorado. Para atingir este objetivo, é
necessaria mais investigacdo sobre o fundo genético e fisiolégico das leveduras nao-
-Saccharomyces, de modo a ser possivel a utilizacao de tais leveduras ou recorrer a fermentacoes
de culturas mistas [2]. Contudo, torna-se fulcral conhecer e explorar os principais beneficios e
defeitos das leveduras nao-Saccharomyces para permitir a possibilidade de no futuro os
vinicultores preferirem usar misturas de linhagem Saccharomyces cerevisiae e nao-Saccharomyces
como espécies de cultura starfer. Portanto, deve conhecer-se a sua importancia na uva e no
mosto, determinar quais as linhagens que conseguem crescer e sobreviver durante a fermentacao,

e essencialmente determinar os efeitos no produto final [49].

38



[l - Revisao Bibliografica

2.3.3 Culturas starter

A profusao de culturas sfarter selecionadas como formas de levedura seca ativas, permitiu
uma utilizacdo mais generalizada da fermentacdo inoculada, com consequentes melhorias no

controlo do processo de fermentacao [48].

Uma cultura starter, também designadas por leveduras industriais ou leveduras secas
ativas (LSA), pode ser definida como uma preparacao, inoculada no mosto de uva apos supressao
da populacao indigena, constituida por um numero elevado de células de pelo menos um
microrganismo, de forma a acelerar e conduzir o processo fermentativo. As leveduras
permanecem num estado desidratado e é conservada a sua vitalidade por muito mais tempo, e
guando hidratada retoma a sua atividade. Quando armazenadas num local seco e fresco podem
manter a sua viabilidade por mais de um ano [30]. Estas estirpes industriais devem ser capazes
de manter a viabilidade apds a desidratacao/reidratacdo. As culturas sfarfer nao sao

necessariamente constituidas por uma Unica estirpe [50].

O uso de culturas starfer tornou-se uma pratica bastante difundida na vinificacao, por ser
relativamente economica e simples [33]. Atualmente existem cerca de 200 LSA que sao usadas
pela maioria dos produtores de vinho a nivel Europeu. O seu uso permite uma fermentacao rapida
e consistente, além de garantir a homogeneidade dos vinhos ao longo dos anos [57]. O uso de
estirpes conhecidas ou bem caraterizadas permite assegurar a aceitabilidade comercial do vinho.
As LSA foram selecionadas com base em atributos especificos, como: tolerancia ao etanol,
tolerancia ao dioxido de enxofre, previsibilidade do comportamento fermentativo, esgotamento dos
acucares, producdo de ésteres especificos desejaveis, capacidade de dominar as diversas
condicdes de fermentacédo e a auséncia da producdo de metabolitos considerados negativos, tais
como sulfureto de hidrogénio [50]. Assim, o uso de culturas starfer permite simplificar o processo
de fermentacdo e promove a consisténcia das carateristicas analiticas e sensoriais dos vinhos,
garantindo o interesse tanto do consumidor como do produtor [2,56]. Os vinicultores sempre
estiveram interessados em melhorar a cinética de fermentacéao e a qualidade do vinho. Por este
motivo fica vantajoso adicionar ao mosto um in6culo com leveduras ativas para que desta forma, a

concentracao celular inicial seja mais elevada e o processo acelerado [15].

Contudo, o uso das culturas starfer pode atenuar as propriedades regionais de alguns

vinhos, dado que a maioria das culturas foram obtidas a partir de castas e regides vitivinicolas
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desconhecidas. Uma vez que as propriedades enoldgicas tipicas de uma regiao provém
diretamente da microbiologia dessa mesma regiao, seria preferivel usar culturas starter compostas
por leveduras selecionadas e isoladas de uvas dessa regiao [56]. Além disso, o uso de
espécies/estirpes autoctones é sempre preferivel por estarem potencialmente melhor adaptadas
ao microecossistema e as condicdes climaticas de cada regiao. O uso de leveduras selecionadas
regionalmente, para além de otimizarem a fermentacao, enaltecem as propriedades sensoriais € a

tipicidade dos vinhos de cada regiao, comparativamente com as estirpes comerciais [57].

2.4 Analises fisico-quimicas do vinho

Uma andlise completa dos parametros fisico-quimicos de um vinho é um processo
bastante demorado, mas essencial, de forma a garantir que este cumpra todos os requisitos
imposto pela legislacdo vigente. O Regulamento N.° 606/2009 [43] refere que os métodos de
analise a utilizar para determinar a composicdo dos vinhos sdo os publicados pela OIV no
Compéndio dos Métodos Internacionais de Analise dos Vinhos e Mostos. Nesse compéndio estdo
descritos os métodos oficias para a analise de diversos parametros quimicos, fisicos e
microbioldgicos. Contudo, os métodos oficiais sdo bastante morosos, pelo que as adegas tém
optado por adquirir equipamentos mais modernos capazes de analisar os diferentes parametros
com uma maior rapidez. Uma dessas tecnologias € a espectroscopia de absor¢ao na gama do

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Os analisadores infravermelhos de transformada de Fourier, tecnologia FTIR, permite a
identificacdo e a quantificacdo de compostos através de uma amostra de mosto, mosto em
fermentacdo ou vinho, permitindo um controlo da qualidade quase instantdneo durante todo o
processo de elaboracdo do produto. Esta tecnologia baseia-se no principio que os diferentes
compostos moleculares e iénicos, que constituem o mosto e o vinho, vibram quando expostos a

radiacoes infravermelho (IV) [58].

O equipamento OenoFoss™ usa uma fonte de luz infravermelho que atravessa a amostra
até um detetor. Os diferentes compostos emitem espectros com comprimentos de onda bem
definidos e carateristicos de cada componente. Este equipamento deve estar associado a um
computador onde esta instalado um programa especifico para processar os dados obtidos e assim

se obter um resultado util. Apds a calibracao da tecnologia para diferentes compostos, é possivel
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obter a quantificacao dos diferentes componentes presentes na amostra. Este equipamento
substitui varias analises demoradas por recolher dados de uma vasta gama espectral, sendo uma

solucao analitica, simples e rapida de usar [59,60].

0 equipamento OenoFoss™ possui varios modelos de trabalhos, onde para cada um deles

sao analisados os principais parametros da amostra:

Mosto: Solidos Soluveis Totais (SST), Acidez Total (A7), pH, Acidez Volatil (AV), Alpha
Amino Nitrogen (AAN), Azoto amoniacal, Concentragdo de &cido tartarico (Cic Tartarico):
Concentracao de acido malico (Cy. wmaico)» CONcentracdo de &cido gluconico (Cic gucsnico) ©
massa volumica (p);

ii. Mosto em Fermentacdo: Titulo Alcoométrico Volumico (7AV), AV, AT, Cicmaicos
Concentracao de glucose e frutose (Cgsry) € PH;

i.  Vinho: TAV, AT, AV, Cauur Cacmaicor CONcentracao de acido latico (Cic stico),

Concentracao de glucose (Cyycose), Concentracéo de frutose (Cyose), PH € p.

Para complementar os resultados da tecnologia FTIR é usual usar a cromatografia liquida
de elevada eficiencia (HPLC - High Perfomance Liquid Chromatography). Este sistema é
constituido por uma bomba, um sistema de injecdo, uma coluna, um detetor (e.g
espetrofotdmetro, refratdmetro) e um sistema de tratamento de dados. E um método analitico que
tem como objetivo a separacao de distintas espécies quimicas que estdo presentes numa amostra.
A amostra é inserida por uma seringa no sistema de injecao (constituido por um /oop de volume
fixo), e a separacdo processa-se por meio de um mecanismo de interacdo seletiva, entre as
moléculas da amostra e duas fases liquidas (uma modvel e uma estacionaria) [61]. Os
componentes dessa amostra vao migrar através da coluna a diferentes velocidades devido ao seu
tamanho, solubilidade, carga, afinidade e polaridade com as fases movel e estacionaria,
permitindo o desenvolvimento da separacdo cromatografica. Cada substancia eluira da coluna, e
sera detetada, com um tempo de retencéo caracteristico do sistema de HPLC em uso e das
condicdes operatorias. Cada substancia apresentara um pico, que pode ter uma maior ou menor
largura de base. A area desse pico é proporcional a concentracdo dessa substancia na amostra, e
0 tempo de retencao servira para a sua identificacdo. A substancia com maior “afinidade” para
com a coluna é aquela que elui por ultimo e, em contrapartida, a substancia que elui em primeiro

lugar sera a de menor “afinidade” para com fase estacionaria.
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A abordagem mais utilizada para a quantificacdo dos componentes volateis do aroma ¢ a
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) e a cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS) [59]. Este sistema possuiu uma zona para a introducéo da
amostra e um gas de arraste que vaporiza a amostra assim que esta é introduzida. Este fluxo de
gas com a amostra vaporizada vai para a coluna cromatografica (fase estacionaria que pode ser
um solido adsorvente ou um liquido pouco volatil), onde ocorre a separacao da mistura. As
substancias separadas passam por um detetor, um dispositivo que gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material eluido. O sistema acoplado a um computador com um
software adequado possibilita a analise quantitativa. No caso do FID a amostra é oxidada por uma
chama de hidrogénio/ar e produz particulas eletricamente carregadas. Estes ides é que geram o

sinal elétrico mensurado [62].

2.5 Analise Sensorial

O objetivo de todo o endlogo é atingir a qualidade, ou seja, ¢ todo o conjunto das
propriedades do vinho que os tornam apeteciveis pelo consumidor. O consumidor ndo tem em
conta os parametros quimicos do vinho, mas sim as particularidades que agradam os seus
sentidos [20]. Assim, o consumidor retém uma grande importancia para a definicdo de qualidade

do vinho, dai a importancia de se incluir as analises sensoriais para a sua aprovacao.

Por mais completa que seja a analise quimica de um vinho, essa analise nao fornece
informacdes suficientemente precisas e completas sobre a sua qualidade: dois vinhos com um
perfil de analise quimica semelhante podem ter carateristicas organoléticas diferentes. A analise
guimica ¢ indispensavel para fornecer dados gerais sobre a composicao do vinho, mas é através
dos o6rgaos sensoriais que se consegue fazer uma caraterizacao organolética. Assim, a analise
sensorial &, portanto, a fase final do controlo da qualidade dos vinhos [18]. A ISO 5492:1992
define a analise sensorial como “o exame dos atributos organoléticos de um produto através dos

orgaos dos sentidos humanos” [63].

A prova do vinho devera ser feita com o numero significativo de provadores, dado que a
avaliacao da sua qualidade é bastante subjetiva, nomeadamente em relacao ao aroma, ao gosto,

ao sabor e a cor. A variabilidade na resposta sensorial é inerente a qualquer grupo de pessoas que
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realizam a analise. No entanto, com treino, esse grupo pode apresentar respostas individuais

consistentes, sendo importante fazer uma analise e um tratamento dos resultados obtidos [64].

Existem dois tipos de testes sensoriais: objetivos e subjetivos. Os testes subjetivos
fornecem dados sobre a aceitabilidade e preferéncia dos vinhos. Os testes objetivos fornecem
dados concretos sobre as propriedades do vinho, existindo duas classes de testes: testes de
discriminacao e testes descritivos. Os testes discriminativos servem para determinar se existem
diferencas sensoriais entre as amostras dos vinhos; e os testes descritivos, permitem identificar os
componentes ou parametros sensoriais e medem a intensidade em que os atributos séo

percebidos [65,66].

O exame organolético ¢ composto por 3 etapas: exame visual, exame olfativo e exame
gustativo. A prova consiste em observar o vinho em multiplos aspetos e detetar os seus principais
atributos positivos e negativos [27]. Geralmente a analise inicia-se com o exame visual, avaliando a
tonalidade da cor e limpidez. Os estimulos visuais, muitas vezes dao uma sensacao de prazer
e/ou antecipacao das sensacdes que vém a seguir a este exame. A cor do vinho branco depende
de varios fatores, como a maturacao da uva, onde as uvas brancas pouco maduras produzem
vinho quase incolores, e as uvas totalmente maduras produzem vinhos com uma cor amarelada
mais intensa; o envelhecimento do vinho também afeta a cor. Assim, os vinhos brancos podem
variar entre amarelo-claro (vinhos jovens), a dourado (vinhos envelhecidos). A limpidez num vinho
pode ser definida como a auséncia de particulas em suspensdo. A maioria dos vinhos sao
limpidos, mas os que nao foram filtrados apds fermentacdo podem apresentar particulas em
suspensao. Relativamente a este parametro, o vinho pode ser considerado desde muito turvo
(geralmente indicador de uma fermentacao mal realizada) a cristalino (a maior parte dos vinhos

brancos entram nesta categoria) [26,27].

O segundo exame a ser realizado ¢ o exame olfativo. O olfato permite determinar os
odores do vinho, podendo estes serem agradaveis ou desagradaveis. As impressdes olfativas sao
muito numerosas e apelam sobretudo a memdria, o cheiro & sempre qualificado por uma
referéncia [18]. A sensacao olfativa do vinho nado depende somente da concentracdo dos
componentes volateis, mas também da sua volatilidade e pressdo de vapor. Assim, compostos que
se encontram com elevadas concentracbes podem nao ser percetiveis, em contrapartida,
compostos presentes em concentracdes na ordem ng/L podem contribuir de forma significativa

para 0 aroma global do vinho [35].
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O exame gustativo é o ultimo sentido a ser usado na prova, em que se avalia o0 gosto e a
sensacao na boca. Na medida do possivel, 0 volume da amostra dos diferentes vinhos deve ser
mantido equivalente. As papilas gustativas, que se encontram na superficie da lingua conseguem
perceber os quatro gostos mais elementares: doce - pela presenca dos acucares residuais que
nao foram fermentados; acido — pela presenca dos provenientes da uva e os que foram produzidos
durante a fermentacao; salgado - advém dos sais minerais dissolvidos, como o cloreto de sodio;
amargo — devido aos compostos fenolicos, como os taninos [26]. Para influenciar o sabor, a maior

parte dos compostos tém de estar presentes em niveis de pelo menos 1 % do produto final [66].
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Capitulo Il — Materiais e Métodos

0 trabalho experimental realizado e descrito na presente dissertacdo consistiu em avaliar a
aptidao enologica de 11 estirpes de Saccharomyces cerevisiae, previamente selecionadas pela
analise fenologica efetuada anteriormente pela empresa Vinalia. As fermentacdes foram realizadas
a escala piloto, em fermentadores com uma capacidade maxima de 20 L, instalados na empresa

Yeast Wine — Wine Solutions (Figura 15).

Figura 15 - Estacdo piloto constituida por 12 fermentadores, revestidos com uma camisa de arrefecimento cuja

temperatura é controlada por um chiller.

Os comportamentos fermentativos das estirpes avaliadas foram comparados com o
comportamento da estirpe comercial Lalvin QA23e (Lallemand). Dado que a estacdo € constituida
por 12 fermentadores, realizaram-se duas séries de fermentacdo, sendo avaliadas 6 estirpes de

cada vez, em duplicado.

Este capitulo da dissertacdo refere os métodos e os procedimentos adotados para a
concretizacdo do trabalho idealizado, sendo dividido em 5 partes: caraterizacdo do mosto usado
nas fermentacdes; preparacao dos indculos de leveduras; ensaios de fermentacdo alcoolica;

analises fisico-quimicas dos vinhos; e analise sensorial dos vinhos.
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3.1 Caraterizacao do mosto

No trabalho experimental foi utilizado mosto concentrado de uva branca distribuido pela
empresa /ndumape - Industrializacéo de Fruta S.A., com as carateristicas apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3 — Especificacdes e resultados descritas no certificado de analise que vinha junto com o mosto concentrado

de uvas brancas: Brix, concentracéo de SO, total (Cso, o), PH, acidez total (A7), cor, contagem aerobia total de

unidades formadoras de colonias (CAT) e leveduras e bolores (LB)

Especificacoes
Brix’ Gop ol pH AT Cor ¢r 1
mg/L g/kg g! g!
Refract. a20°C  Brix=16 - - AbS,30 ,my Brix=16 - -
65+ 1 <10 26a48 42?20 0,102 0,40 <1000 < 100
Resultados
65,4 6,4 3,8 8 0,23 <1000 < 100

Para a realizacdo da primeira “série” das fermentacdes, o mosto foi diluido diretamente
nos fermentados. Determinou-se a quantidade de mosto e de agua a adicionar em cada
fermentador, de modo a obter um valor médio de titulo alcoométrico volumico provavel de 12 %. O
restante mosto concentrado foi armazenado para a sua futura utilizacdo nas fermentacdes
seguintes. Na segunda “série” das fermentacdes optou-se por diluir 0 mosto numa dorna com
uma capacidade maxima de 250 L onde se acertou um valor de titulo alcoométrico volumico
provavel de 12,5 %, com o auxilio de um refratdmetro. Este mosto diluido foi homogeneizado,
recorrendo a uma bomba de agua (Figura 16) e depois distribuido pelas cubas, de forma a

garantir uma concentracao igual em todas.

Em ambas as séries, a massa volumica e o alcool provavel do mosto contido em cada
fermentador foram determinados pela leitura num aerémetro, determinados por aerometria. Além
dos parametros descritos, foram também determinados os valores da acidez total expressa em
acido tartarico (A7), o pH, a acidez volatil expressa em acido acético (AV), o teor de sdlidos

soluveis totais (SS7 ou Brix), Alpha amino Nitrogen (AAN), concentracdo de azoto

Y Brix - corresponde a concentracdo massica de sélidos soluveis, expressa em percentagem
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amoniacal (Cy;), @ massa volumica (p), a concentracao de acido malico (Cac waico) € tartarico

(CicTartarico) Pela tecnologia FTIR (equipamento OenoFoss™), utilizando o programa pre-definido
“mosto”, sem qualquer tratamento prévio das amostras. De forma a complementar as analises do
FTIR, foi congelada uma amostra do mosto da 2.% série para analise por HPLC, relativamente a

concentracao de glucose (Ciygycose): de frutose (Giyiose), do acido tartarico (Cic tartarico): d0 acido

malico (Cic maico) € d0 acido citrico (Ci. citrico)-

L

Figura 16 — Dornade 250 L e é bomba de agua utilizados para diluir 0 mbstb pafa distribuir nas cubas.

Para se ter uma ideia aproximada dos aclcares fermentesciveis contidos no mosto

multiplica-se o valor de Brix pela massa volumica, Equacao IIl.1.

Cagucares :@Y <P Equacéo Ill.1
g/L 100 g/L |

As amostras foram analisadas em ftriplicado, pelo que os resultados indicados no capitulo
IV serdo as médias obtidas com o respetivo erro associado, determinado a partir da Equacao 111.2,
onde S representa o desvio padrao associado as amostras, fo valor tabelado de #de student com
(n-1) graus de liberdade, para o nivel de confianca 95 %, e finalmente 77 é o nimero de réplicas

analisadas para cada amostra

& ~
NG Equacao IlI.2

Axy= fir1) %

As 11 estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste trabalho, designadas por Y3,

Y4, Y5, Y6, Y8, Y10, Y12, Y14, Y15, Y17 e Y18, foram anteriormente isoladas e selecionadas pela
empresa Vinalia. A estipe comercial Lalvin QA23¢ (Lallemand) foi usada como padrao. Na primeira

série de fermentacdes foram estudadas as leveduras designadas por Y3, Y4, Y5, Y6, Y8 e a estirpe
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comercial Lalvin QA23®, pelo que na segunda série foram estudadas as estirpes designadas por

Y10, Y12, Y14, Y15,Y17 e Y18.

3.2 Preparacao dos inoculos de leveduras

Todos os materiais de vidro utilizados durante a preparacao dos pré-inoculos e dos
indculos, foram esterilizados numa estufa a 180 °C durante 2 h. Foram preparados pré-indculos e,

depois, inoculos para adicionar aos fermentadores.
Preparacao do pré-inéculo

Foi preparado o meio YPD liquido e colocado em frascos Schott de 400 mL (10 g/L de
extrato de levedura, 10 g/L de peptona bacteriana e 20 g/L de D-glucose; volume completado

com agua destilada). O meio foi depois autoclavado.

O pré-inoculo foi preparado assepticamente, numa camara de fluxo laminar horizontal, a
partir de culturas armazenadas em glicerol a 30 mL/L e mantidas a —-80 °C. Colocou-se uma
pequena quantidade do pellet de levedura, de cada estirpe, em tubos Falcon com 30 mL do meio
YPD liquido. Os tubos do pré-inéculo foram, entao, levados a estufa e mantidos a 30 °C por 72 h,

tempo necessario para que houvesse crescimento adequado das células.
Preparacao dos indculos

Os inoculos foram efetuados em Erlenmeyers, cada um contendo 400 mL do meio de
cultura YPD, descrito anteriormente. A cada Erfenmeyer foi adicionado, numa camara de fluxo
laminar horizontal, um volume de 1 mL do pré-indculo. Incubou-se os inoculos num agitador
rotativo a 200 min™!, a 30 °C, por 24 h, de modo a atingir uma concentracdo celular para cada
uma das estirpes de aproximadamente 1x108 mL™! [67], ao qual corresponde uma densidade

otica de aproximadamente 0,7 a 620 nm, lido numa placa de pocos com um volume de 100 L.

Para cada par de fermentadores foi calculado e adicionado um determinado volume dos
indculos das diferentes estirpes, de modo a garantir uma cultura inicial semelhante para todos os
fermentadores, numa concentracdo de aproximadamente 1x10° mL™!. A Tabela 4 estabelece a
correlacdo entre a absorvéncia a 620 nm dos inoculos (DO, ..) € a concentracdo celular

(7 = numero de células por unidade de volume) que foi estimada pela leitura da absorvéncia a
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620 nm dos indculos e o volume de suspensao celular de cada estirpe inoculadas em 20 L de

mosto.

O volume a inocular no mosto, indicado na Tabela 4 para cada estirpe, foi transferido para
tubos Falcon, que foram centrifugados durante 5 min, a 7000 min? e a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado, e ressuspenderam-se as células com um pequeno volume do mosto. Por fim, foram

inoculados no mosto presente nos fermentadores.

Tabela 4 — Correlacdo entre a absorvéncia média a 620 nm dos indculos (Abs.., .), a concentracao celular
(7 = numero de células por unidade de volume) e o volume de suspensao celular (V) de cada estirpe inoculadas em

20 L de mosto

AbSisorm n 4

108 mL™! mL

Y3 0,824 1,18 170
Y4 0,914 1,31 155
Y5 0,840 1,20 170
Y6 0,991 1,42 150
Y8 0,867 1,24 170
Lalvin QA23° 0,864 1,23 170
Y10 1,046 1,49 135
Y12 0,978 1,40 145
Y14 1,075 1,54 130
Y15 1,064 1,52 135
Y17 0,916 1,31 155
Y18 0,907 1,30 155

3.3 Ensaios de fermentacao alcoédlica

No total foram realizadas 24 fermentacdes a escala piloto, tratando-se de duas
fermentacdes para cada estirpe, de modo a garantir a robustez dos resultados. A temperatura dos
fermentadores foi controlada por um chiller (Figura 17). A temperatura das camisas de

arrefecimento foi fixada em (18 = 0,1) °C.
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Para determinar a massa volumica foram recolhidos 200 mL do mosto em fermentacéo
para uma proveta com uma capacidade maxima de 250 mL, a partir do fundo do fermentador,
sendo a amostra reintroduzida a partir do cimo. O aerémetro era mergulhado no mosto em

fermentacao, e lia-se diretamente o valor da massa volumica (Figura 17).

=

Figura 17 — Na esquerda o chiller que controlava as temperaturas das cubas e a imagem da direita 0 aerdmetro

mergulhado na proveta com uma amostra de um mosto e fermentacao para ler a massa voliimica.

Além da massa volumica obtida pela leitura do aerometro, os valores da concentracao de

glucose e frutose (Cyy.1y) € 0 titulo alcoométrico volumico (74V) foram acompanhados, recorrendo

ao equipamento OenoFoss™, utilizando o programa predefinido “mosto em fermentacao”. Para tal,
foram recolhidas amostras diariamente, colocadas em tubos eppendorf que foram centrifugados
durante 2 min a 14 000 min~! e depois analisadas. Os pardmetros foram analisados em
quadruplicado, pelo que os resultados indicados no capitulo IV serdo as médias obtidas com o
respetivo erro associado, determinado a partir da Equacao 111.2. Ao longo da fermentacao, ainda foi
acompanhada a evolucdo da espuma e o aroma predominante foi registado, avaliado por duas

conhecedoras do produto.

Quando a massa volumica normalizou perto de valores e 995 kg/m: ou inferiores, as
fermentacdes foram terminadas adicionando-se 3,2 g de metabissulfito de potassio (K.S,0s). A
temperatura das camisas de arrefecimento dos fermentadores foi reduzida para (8 + 0,1) °C.

Fecharam-se as cubas, sendo isoladas todas as saidas/entradas de ar com parafilm.

0 vinho permaneceu em repouso, com vista a sedimentacdo das leveduras e borras,
durante 10da 12 d a (8 + 0,1) °C. Posteriormente, os vinhos foram engarrafados, enchendo-se 3
garrafas de 0,75 L para cada cuba. Foram retiradas amostras para 2 tubos Fal/con, para futura

analise quimica dos vinhos por HPLC e por cromatografia gasosa. Todas as amostras destinadas a
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analise por HPLC foram diluidas com agua destilada num fator de 2, perfazendo um total de
50 mL. As amostras foram filtradas num acrodisc de 0,22 pm de porosidade e depois congeladas.
Os vinhos foram depois conservados num ambiente com a temperatura controlada

(aproximadamente 4° C) até ao dia da prova organolética.

3.4 Analises Fisico-quimicas dos vinhos

Os diferentes vinhos produzidos foram analisados relativamente ao teor de acucar (glucose
e frutose), etanol, glicerol e os acidos organicos (tartarico, malico, citrico e succinico), por HPLC. A
acidez total, acidez volatil e o pH foram avaliadas por FTIR, utilizando o programa predefinido
“vinho final” no OenoFoss™, sem qualquer tratamento prévio das amostras. Também foram
quantificados por cromatografia gasosa 0s compostos volateis minoritarios (GC-MS) e os

compostos volateis maioritarios (GC-FID).

Relativamente as analises por HPLC e por GC, dado que foram feitas no Departamento e
no Centro de Engenharia Biolégica da Universidade do Minho (DEB e CEB), respetivamente, as

amostras dos vinhos retiradas no final do repouso foram congeladas até ao dia da analise.

3.4.1 Doseamento de acticares, acidos, glicerol e etanol por HPLC

Para complementar os resultados obtidos por FTIR fez-se a quantificacdo por HPLC dos
acidos organicos (citrico, tartarico, malico e succinico), dos aclcares (glucose e frutose), do

glicerol e do etanol dos vinhos finais.

Foi usado um sistema HPLC, no Departamento de Engenharia Biologica da Universidade
do Minho (Figura 18), constituido por um sistema constituido por uma coluna organic acids
Chrompack (300 mm x 6,5 mm), uma bomba Jasco 880-PU, um detetor de indice de refracao Rl
Jasco 830-Rl, um detetor UV/vis. Foi utilizado o H,SO, a 5 mmol/L como eluente, a um caudal
0,30 mL/min, uma temperatura do forno de 80 °C, e um /oop de 20 L para injecao da amostra,
efetuando-se a quantificacdo pelo método do padrao externo. Os acidos organicos foram detetados
por espetrofotometria a 210 nm e os acucares, glicerol e etanol por refratometria. A aquisicao e
tratamento dos dados foi realizada pelo software Star - Chromatography Workstation versao 6.30

(Varian).
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Figura 18 - Sistema de Cromatografia de Liquidos (HPLC), usado para a quantificacdo da glucose, da frutose, do

etanol, do glicerol, do acido malico, do acido citrico, do acido tartarico e do acido succinico.

As amostras foram descongeladas apenas no dia da analise, sendo injetadas em seguida
em duplicado, pelo que os resultados indicados no capitulo IV serao as médias obtidas com o
respetivo erro associado. O erro associado a concentracdo desconhecida foi determinado através
de uma regressdo linear pelo método dos minimos quadrados (no Microsoft Excel), e a

Equacao I11.3:
DXy = lip—g) X S Equacao I1l.3

Na equacao S representa o desvio padrdo associado & determinacao da concentracéo

desconhecida, o valor tabelado de #de sfudent com (n— 2) graus de liberdade, para o nivel de

confianga 95 %. Para & calcular o valor de recorreu-se a Equacao I11.4:

S |11 =9 ;
SXO_T ;+;+m Equacao 1.4

Na equacdo, Sy, representa o erro padrdo da regressdo, /7 0 numero de ponto da curva
/x

de calibracao, /m o numero de repeticdes na leitura da amostra, J, o valor médio do sinal da

amostra, x a concentracao média da amostra e g o valor do declive da reta de calibracéo.

3.4.2 Doseamento da acidez total e do pH por FTIR

A acidez total e o pH dos vinhos foram analisados recorrendo a tecnologia FTIR
(equipamento OenoFoss™), Figura 19, usando o software Foss Integrator Analyser. Colocou-se uma
amostra de aproximadamente 600 yL, sem qualquer tratamento prévio, obtendo-se os resultados

2 min depois.
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0 equipamento j& estava calibrado e foi usado para analisar o vinho final recorrendo ao
programa predefinido “vinho”. Esta tecnologia também foi utilizada para analisar o mosto,
recorrendo ao programa “mosto” e para analisar o0 mosto em fermentacao utilizando o programa
“mosto em fermentacao”. As amostras dos vinhos e do mosto nao sofreram qualquer tratamento
prévio, em contrapartida, as amostras do mosto em fermentacado, colocadas em eppendorfs,

foram centrifugadas (2 min, 14 000 min™!) antes da respetiva andlise.

Figura 19 — Equipamento OenoFoss™ acoplado a um computador com o software adequado para a analise das

amostras.

3.4.3 Doseamento dos compostos volateis por cromatografia gasosa

As analises dos compostos volateis maioritarios foram efetuadas por GC-FID
(cromatografia gasosa com detetor de ionizacao de chama) e os compostos volateis minoritarios
do aroma foram efetuadas por GC-MS (cromatografia gasosa com espetrometria de massa). As
amostras foram analisadas em duplicado, os resultados indicados no capitulo IV serdo as médias

obtidas associadas ao respetivo desvio-padrao.

Compostos volateis minoritarios

A extracdo dos compostos volateis minoritarios das amostras dos vinhos foi feita de acordo
com o método descrito por Oliveira ef al. (2006) [68]. A quantificacdo dos mesmos foi feita com
base no método descrito por Genisheva et a/. (2014) [69]. Contudo, na etapa de extracdo foi

necessario repetir alguns procedimentos.

As amostras dos vinhos foram centrifugadas a 7 000 min, a 4 °C durante 5 min e depois
congeladas. S6 foram descongeladas no proprio dia das analises num banho de agua fria.

Transferiram-se 8 mL da amostra descongelada para um tubo de cultura (Pyrex, ref. 1
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636/26MP), adicionou-se 100 uL de uma solucdo de padrdo interno (4-nonanol — Merck
ref. 818 773; 24,012 mg/L, em etanol absoluto) e colocou-se uma barra de agitacdo magnética
(22,2 mm x 4,8 mm). A extracao foi feita com 400 L de diclorometano (Merck ref. 1.065054),
sob agitacdo magnética, durante 15 min. De seguida a mistura foi arrefecida a O °C durante 10
min. A barra magnética foi retirada e a amostra foi centrifugada (2 600 min, 7 min, 4 °C),
separando a fase organica. As amostras foram novamente arrefecidas a O °C durante 10 min e
centrifugadas (2 500 min, 10 min, 4 °C). O extrato aromatico foi recolhido com uma pipeta de
Pasteur para um vial e desidratado com sulfato de sodio anidro (em excesso) e, depois, transferido

para um novo vial. As amostras foram mantidas a —20 °C até ao momento da analise.

Os extratos dos vinhos foram analisados utilizando um sistema GC-MS Varian
Saturn 2 000 equipado com injetor 1 079 e detetor de massas /orrtrap (IT-MS) e uma coluna
Sapiens-Wax MS Teknokroma (30 m x 0,15 mm; espessura de filme = 0,15 um). O detetor
(IT-MS) foi usado em modo de impacto eletrdnico, com uma energia de ionizacao de 70 eV e uma
gama de aquisicdo de aquisicdo de massas entre 35 m/z a 300 m/z, adquirindo em intervalos de
610 ms. A coluna foi programada para manter 60 °C nos primeiros 2 min, elevando 3° C/min até
atingir os 234 °C. Atingidos os 234 °C, subiu 5 °C/min até atingir os 260 °C, onde permaneceu

por 5 min. As temperaturas do injetor e da linha de transferéncia forma mantidas a 250 °C.

O gas de transporte foi o hélio GHE4x (Praxair), com um caudal constante de 1,3 mL/min.
Foi injetado 1 pL de cada extrato em modo Splitless (durante 30 s), tendo uma razédo de sp/it de

30 mL/min.

A quantificacao foi feita pela software Star — Chromatography Workstation versao 6.9.3.
(Varian). A quantificacdo (analise semiquantitativa) dos compostos volateis foi feita por
comparacao entre os indices de retencdo com os de compostos de referéncia puros, neste caso
todos os compostos foram equivalentes ao 4-nonanol. Através do cromatograma foram
selecionados os compostos que se consideraram de maior interessente. A quantificacdo desses
compostos volateis minoritarios nas amostras de vinho foi determinada utilizando o método do
padréo interno, Equacao ll1.5.

CC=Cpi><i></: Equacgo I11.5
Api
A variavel A; representa a area do composto a analisar, A, a area do padrao interno

utilizado, C; a concentragao do composto e C, a concentracao do padréo interno e £ representa
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os fatores de correcédo de cada composto volatil nas amostras em relacao ao 4-nonanol. Para

todos os compostos volateis minoritarios foi usado o valor de Figual a 1.

Compostos volateis maioritarios

O doseamento dos compostos volateis minoritarios das amostras dos vinhos foi feito de
acordo com o método descrito por Oliveira ef a/. (2006) [68] e a sua quantificacdo foi feita com

base no método descrito por Duarte ef a/. (2010) [70].

As amostras dos vinhos foram centrifugadas a 7 000 min+, a 4 °C durante 5 min e depois
congeladas. Sé foram descongeladas no proprio dia das analises num banho de agua fria. As
amostras foram analisadas diretamente por GC-FID. Mediram-se 5 mL da amostra descongelada e
adicionaram-se 100 pL de uma solucdo de padrao interno (4-nonanol — Merck ref. 818 773;
3 g/L, em etanol absoluto) num tubo de vidro. As amostras foram mantidas a 4 °C até ao

momento da analise.

Foi utilizado um cromatodgrafo Chrompack CP9000 equipado com injetor split/splitless,
um detetor de ionizacdo de chama e uma coluna Meta-Wax Teknokroma (30 m x 0,25 mm;
espessura de filme = 0,2 um). A coluna foi programada para manter 50 °C nos primeiros 2 min,
elevando 5° C/min até atingir os 177,5 °C. Atingidos os 177,5 °C subiu 10 °C/min até atingir os
230 °C, onde permaneceu por 15 min. As temperaturas do injetor e do detetor foram mantidas a
250 °C, sendo a razao de s/itde 15 mL/min. O gas de transporte foi o hélio GHE4x (Praxair), com

um caudal inicial de 1 mL/min (75 kPa a cabeca da coluna). Foi injetado 1 uL de cada amostra.

A quantificacao foi feita pela software Star — Chromatography Workstation versao 6.9.3.
(Varian). A quantificacdo (analise quantitativa) dos compostos volateis foi feita por comparacao
entre os indices de retencdo com os de compostos de referéncia puros. A concentracdo dos
compostos volateis maioritarios nas amostras de vinho foi determinada utilizando o método do
padrdo interno, Equacao II1.5. Neste caso, os valores de Fja tomaram valores proprios para cada

componente.

3.5 Analise Sensorial

A analise sensorial foi realizada as 11 h numa sala preparada para o efeito, localizada no

edificio IEMinho, por um conjunto de 5 conhecedores do produto, 3 do género feminino e 2 do
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género masculino. A sala, bem iluminada, nao apresentava odores anormais. A temperatura da

sala foi de (20 + 1) °C, o vinho foi servido a uma temperatura aproximada de 10 °C.

A prova consistiu na avaliacdo dos 24 vinhos brancos produzidos (12 estirpes, em
duplicado). Cada conhecedor do produto tinha acesso a 24 copos marcados, especificos para a

prova de vinhos, e a uma ficha de prova, Figura 20, cujos atributos em analise foram:

i.  Exame Visual: Limpidez e Cor;

ii. Exame Olfativo: Intensidade, Floral, Frutado, Fruto seco, Mineral, Vegetal e
Impressao geral;

iii. Exame Gustativo: Docura, Acidez, Amargor, Equilibrio, Persisténcia e Impressao
geral.

iv.  Apreciacao global

Cada descritor foi avaliado numa escala de 0 a 5, exceto a apreciacao global cuja escala
foi de 0 a 20. Os descritores olfativos da ficha de prova foram selecionados e simplificados de

entre 0s mais comuns para os vinhos brancos.

Os resultados da analise sensorial foram tratados estatisticamente de forma a quantificar e
facilitar a visualizacdo das sensacOes captadas. Os resultados apresentados no Capitulo 1V,
representam a mediana das classificacoes dos provadores. Optou-se por usar as medianas e nao
as meédias dos resultados, dado que foram apresentados valores discrepantes, e somente a

mediana traduziria a tendéncia das avaliacdes dos provadores.
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FICHA DE PROVA DESCRITIVA — brancos

Provador:

00RO

Vo

Intensidade

Impressao geral

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-topazio
5- muito forte 5-cristalino
Notagdo (0 a 20)
Excelente Maato Bom Bom Suficiente Mediocre
N 18 W 10 g | ¢ “ 20

Figura 20 - Ficha de prova descritiva simplificada para vinhos brancos.
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Capitulo IV — Resultados e Discussao

Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos ao longo do trabalho realizado e a
discussdo dos mesmos. Para uma melhor interpretacdo dos resultados e facilidade de leitura,
optou-se pela divisdo dos topicos avaliados e discutidos em 4 partes: caraterizacdo do mosto
usado nas fermentacdes; monitorizacdo da fermentacao alcodlica; caraterizacao fisico-quimicas

dos vinhos; e caraterizacdo sensorial dos vinhos.

4.1 Caraterizacao do mosto usado nas fermentacoes

Segundo o Regulamento (CE) N.° 479/2008 [3], o mosto é o produto liquido obtido
naturalmente ou por processos fisicos a partir de uvas frescas, que apos a fermentacdo se
transforma no vinho. O mosto concentrado, por sua vez, entende-se como o mosto de uvas nao
caramelizado obtido por desidratacdo parcial de mosto de uvas, efetuada por qualguer método
autorizado. Assim, como ja referido no Ponto 2.1.2 (Capitulo 1l), o mosto de uva, em condicdes
normais, €& altamente fermentescivel, e contém todas as substancias para assegurar o
metabolismo e as funcdes vitais das leveduras [18]. O resultado da fermentacao depende de
muitos fatores, particularmente da quantidade e qualidade dos nutrientes presentes no mosto. O
mosto contém hidratos de carbono (e.g glucose e frutose) usados como fonte de energia e
carbono, acidos organicos (e.g tartarico e malico), catides minerais (e.g. fosfato, sulfato,
magnésio, calcio, potassio). Contém ainda vitaminas, lipidos (fitoesterois) e compostos azotados,
que podem estar presentes em diferentes formas: azoto amoniacal, polipéptidos, proteinas e

aminoacidos [15,71].

Como referido no Ponto 3.1 (Capitulo Ill) o mosto foi inicialmente diluido para os 12
fermentadores, para a realizacdo da primeira série das fermentacdes, tentando um titulo
alcoométrico volumico provavel préximo de 12 %. Na segunda série optou-se por diluir o mosto
numa dorna de 250 L, sendo que neste caso todos os fermentadores possuiam um mosto diluido

com as mesmas carateristicas.

Relativamente a primeira série das fermentacdes, a massa volumica e o alcool provavel do
mosto contido em cada fermentador, foram determinados pela leitura num aerometro. Os

resultados estao apresentados na Tabela 5. Na segunda série de fermentacdes, estes valores

59



[V - Resultados e Discussdo

foram analisados diretamente na dorna, e este mosto foi distribuido diretamente para os
fermentadores, com as mesmas carateristicas em todas as cubas. O valor médio da massa

volimica e do alcool provavel médio encontram-se na Tabela 5, com o indicativo “dorna”.

Tabela 5 — Valores médios da massa volumica (p) e alcool provavel, em volume (AF,,) do mosto contido nos

fermentadores onde se inocularam as estirpes indicadas e na dorna, lidos no aerémetro

Estirpe P APer
kg/m3 %

Y3 1085 10,5

Y4 1088 11,9

Y5 1082 10,9

Y6 1090 12,4

Y8 1092 12,7
Lalvin QA23® 1090 12,2
Dorna 1091 12,6

O mosto & um liquido turvo, ligeiramente colorido, com uma massa volumica elevada
devido as muitas substancias quimicas que ele contém, essencialmente acucares. Pela analise da
Tabela 5, os valores da massa volumica encontram-se compreendidos entre 1 082 kg/m? e
1 092 kg/m3, estando assim dentro dos limites encontrados na bibliografia, que remetem para
valores, no mosto, compreendidos entre 1 070 kg/m3 e 1 120 kg/m? [4,18]. Os valores de alcool
provavel, contudo, sdo meramente indicativos, sendo esperado um titulo alcoométrico volumico
adquirido (74V') inferior ao indicado na Tabela 5. Esta afirmacao centra-se no facto de que o
mosto, apesar de ser rico em aclcares fermentesciveis, € também composto por outros acucares
nao fermentesciveis e por isso ndo convertidos em etanol, além da presenca de outros solidos
dissolvidos que nao sdo aclcares. Todos estes fatores influenciam na determinacdo do alcool
provavel (AF,,), dado que quanto maior a presenca de sdlidos sollveis no mosto maior serd a
massa volumica e, assim também maior sera valor do AF,.,. Além disso, pode também haver
evaporacao do etanol formado e/ou ser metabolizado no final da fermentacéao, diminuindo os

valores de 7AV.
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Além dos parametros descritos na Tabela 5, foram também determinados outros

parametros fisico-quimicos por FTIR, utilizando o programa pré-definido “mosto”, sendo também

calculada a concentracao de acucares disponiveis em cada fermentador. Todos os resultados,

relativamente a 1.2 série das fermentacdes encontram-se apresentados na Tabela 6. Contudo, no

caso das fermentacbes da 2.% série analisou-se 0 mosto também por HPLC, relativamente as

hexoses e acidos organicos. A Tabela 7 expde a caraterizacao do mosto por FTIR e por HPLC.

Tabela 6 — Valores dos principais parametros fisico-quimicos: sélidos soluveis totais (SS7), acidez total (A7), pH,

acidez volatil (4V), concentracao do azoto amoniacal (CNHZ), azoto com grupo alfa-amino (AAN), massa volumica (p),

concentracdo do acido malico (Cicmaico) cONcentracdo do acido tartarico (Cie tanarico) € CONCentracdo de aglcares

(Cacucares), cOM 0s respetivos erros associados (p=0,05), obtidos pela analise por FTIR, relativamente ao mosto

diluido em cada fermentador (1.? série)

Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 QA23°
SST*
o 19,1+0,7 207 + 0,4 18,5+ 0,2 202401 20705 207407
0
AT
— 1,8 1,9+0,1 1,8 20+0,1 20+0,1 2.0
g/L
pH 369+001 369+001 367+001 370+004 371+002 371001
AV
Tl 007+001 004+002 004+003 006+003 008+005 0,08z0,01
Oy 189,0 +
— 1882+10,7 187,4+169 1799463 1857 +135 181,898
mg/L 216
ANN 155,5 +
— 159,4+19,8 1596+51 1466+181 147,2+103 1468+86
mg/L 19,1
p 1,083 + 1,089 = 1,081 = 1,091 = 1,091 +
o/mL 1,088 + 0,007
g 0,004 0,004 0,001 0,007 0,002
CAC.MaIico
——= 23402 20+0,1 21 2240, 22+02  22+0,1
g/L
Chc Tartari
% 46411 44407 38405 42402 41401 47402
Cact]cares
L 2064+84  2256+52  2000+28 2193+30 2263+70 2267+18

* SST - Corresponde a concentracdo massica de sélidos sollveis totais, expressa em percentagem
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Tabela 7 - Valores dos principais parametros fisico-quimicos: SS7, AT, pH, AV, CNHX, AAN, pe C,icares Obtidos pela
analise por FTIR, Cicmaicor ChcTartaricor  Chc.Citricor Caucose © Chrutose POr HPLC, com os respetivos erros associados

(p=10,05), relativamente ao mosto diluido na dorna (2.7 série)

FTIR
ST ﬂ H ﬂ CNHZ M L CacUcares
% g/L P g/L me/L me/L g/mL g/L
3,69 + 0,07 + 179,3 + 1,089 + 232,2 +
21,3+0,5 2,1+0,3 148,7 + 30,9
0,01 0,04 18,3 0,003 5,6
HPLC
Hexoses Acidos Organicos
Cglucose cfrutose cAc.Mé\ico CAC.Tarta’rico cAc.Citrico
g/L g/L g/L g/L g/L
88,9+35 121,3+6,2 2,3+0,1 1,4+£0,2 06+0,1

SST - solidos soluveis totais; A7 - acidez total; AV - acidez volatil; CNH; - concentracao de azoto amoniacal; ANVN - azoto com
grupo alfa-amino; o - massa volimica; Cicicares = CONCeNtracdo de acucares; Ci.yaico~ CONcentracdo do acido malico;
Chc Tartarico = CONCentracao do acido tartarico; Cicirico— CONCentracdo do acido citrico; Cyyeose = CONCeNtracdo de glucose;

Chutose— CONcentracao de frutose

O teor de sdlidos totais (SS7) é a variavel que representa a concentracdo de aclcar no
mosto de uvas, sendo a glucose e a frutose os acucares mais importantes encontrados nas

uvas [34].

Como ja mencionado no Ponto 3.1 (Capitulo Ill), os valores de sélidos soluveis totais e da
massa volumica (p) estao estritamente relacionados, assim como com os valores da concentracdo
de acucares fermentesciveis. O valor de p sera tanto maior quanto maior o teor de SS7, dado que
existe uma maior quantidade de compostos dissolvidos. Por sua vez, através da Equacao Ill.1, que
envolve o valor de SS7 obtém-se o valor de Cygjcares- ASSIM, relativamente aos valores de Cigcares
apresentados nas Tabelas 6 e 7, todos os valores obtidos encontram-se dentro dos valores
normais, dado que para mostos de uvas maduras obtém-se geralmente concentracées de

acucares fermentesciveis bastante elevadas, entre 150 g/L e 240 g/L [15].

Ainda relacionado com a concentracdo de acucares, analisou-se por HPLC o mosto da
2.7 série, como mencionado anteriormente. Nessa analise determinou-se a concentracdo de

glucose (Cyycose) € @ concentracao de frutose (Chyise) Presente no mosto, dado estes serem os

principais acucares presentes. Verifica-se na Tabela 7 que a concentracéao de frutose é superior a
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concentracdo de glucose. A frutose é sempre predominante em relacdo a glucose, sendo
normalmente apresentada uma a relacao glucose/frutose de cerca de 0,9 no mosto [15]. Apesar
de a glucose e a frutose estarem em maior quantidade no mosto, estdo presentes, em valor

residual, outros acuicares como as pentoses xilose e arabinose, que nao sao fermentesciveis [35].

Do metabolismo da glucose e da frutose sdo formados sobretudo etanol e CO,, havendo
também a formacao de outros componentes em menores quantidades, mas com uma importante
funcdo no vinho, nomeadamente glicerol, alcoois superiores, acidos organicos e seus ésteres e,

em menor extensdo, aldeidos [35].

0 azoto & um nutriente muito importante, sendo que a disponibilidade deste no mosto esta
diretamente associada a producao de biomassa, que regula a taxa de fermentacédo e a producao
de compostos volateis. Consequentemente, uma deficiente concentracao deste nutriente pode
levar a paralisacao da fermentacao e/ou afetar o equilibrio aromatico. Os aminoacidos, o azoto

amoniacal (C‘NHZ), o0s polipéptidos e as proteinas sdo algumas das fontes de azoto presentes no

mosto, contudo, somente o azoto amoniacal e os aminoacidos sdo assimilaveis como fontes de
azoto pela levedura [71]. Segundo Ribéreau-Gayon et a/ (2006) [15], quando a concentracao de

CNHZ ¢ inferior a 25 mg/L torna-se necessario suplementar o mosto, para impedir que exista uma

interrupcdo da fermentacdo. Relativamente a este pardmetro, encontraram-se valores
compreendidos entre 179,3 mg/L e 189,0 mg/L, podendo-se afirmar que ndo existem limitacdes

relativamente a este nutriente.

O parametro AAN representa o teor aminoacidos primarios facilmente assimilaveis pela
levedura. Nas Tabelas 6 e 7 encontram-se valores compreendidos entre 146,6 mg/L e
159,6 mg/L. Considera-se que sao necessarios aproximadamente 300 mg/L de azoto assimilavel
para otimizar a cinética de fermentacao alcodlica [71]. Se se somar o valor minimo encontrado de

CNHZ e de AAN obtém-se um valor de 326,5 mg/L, concluindo que ndo existe, em nenhum

fermentador, limitacao nutricional relativamente ao azoto assimilavel. Além disso, estudos indicam
gue um teor de azoto facilmente assimilavel no mosto de aproximadamente 320 mg/L, resulta em
vinhos com uma menor concentracdo de alcoois superiores e um melhor balanco de ésteres,
concluindo-se assim que todas as cubas apresentam um valor de azoto assimilavel superior ao

ideal para o0 aroma do vinho [72].
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A acidez volatil, compreende um grupo de acidos que sao facilmente removidos por
destilacao a vapor, sendo normalmente expressa em acido acético, por este ser o mais abundante
deste grupo, constituindo cerca de 90 % [20]. Este acido é formado durante a fermentacéo
alcodlica, podendo estar presente no mosto por deterioracao das uvas infetadas, destacando-se as
bactérias dos géneros Acefobacter e Gluconobacter, as quais podem agir simultaneamente com o
fungo Botrytis cinerea [73]. Os valores de AV apresentados nas Tabelas 6 e 7 sao bastante

reduzidos atingindo um valor maximo de 0,08 g/L.

A acidez total corresponde a acidez titulavel, do mosto ou do vinho, representando a soma
de todos os acidos presentes [31]. A acidez total é geralmente expressa em acido tartarico por
este ser o mais representativo. A acidez do mosto esta muito dependente da regiao, do grau de
maturacdo das uvas e do clima, pelo que o valor pode variar bastante [31]. Nas Tabelas 6 e 7

observa-se que os valores de A7 sdo bastante reduzidos, variando entre 1,8 g/L e 2,1 g/L.

O &cido tartarico, € um acido forte que afeta diretamente o valor do pH [4]. O seu valor
pode chegar a valores de 15 g/L no fim do crescimento vegetativo das uvas, contudo este teor
decai durante o periodo de maturacao. Os mostos obtidos a partir de castas plantadas no Norte de
Portugal podem ter valores frequentemente acima de 6 g/L, enquanto que mais a Sul, a
concentracdo de acido tartarico situa-se abaixo de 2 g/L a 3 g/L. Quanto mais alta a temperatura
do meio maior é a degradacdo do acido durante a maturacao da uva [74]. Na Tabela 6 verifica-se
que os valores da concentracdo de acido tartarico variam entre 3,8 e 4,7. Na Tabela 7, a
concentracdo deste acido é de 1,4 g/L. Este valor é bastante reduzido comparativamente com os
valores da Tabela 6, mas pode dever-se ao facto de a amostra ter sido congelada para analisar por
HPLC, enquanto que as outras amostras foram lidas diretamente. Por este motivo, pode ter havido

perda de acido tartarico devido a sua precipitacdo em sais de tartarato.

Relativamente ao acido malico, este &, juntamente com o acido tartarico um dos
principais acidos organicos. Ao contrario do anterior, este encontra-se presente em todos os
organismos vivos, incluindo, a videira. No entanto, o seu valor diminui a medida que as uvas
amadurecem, especialmente em condicdes de temperaturas elevadas [4]. Assim, a concentracao
deste acido esta diretamente relacionada com o clima do local onde as vinhas estao localizadas,
sendo que em regides mais frias existe uma tendéncia para concentracées mais elevadas [31]. Em
uvas verdes a sua concentracdo pode atingir valores de 25 g/L, diminuindo ao longo da

maturacdo do fruto. Em mostos provenientes de vinhas localizadas nas regides vitivinicolas do
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Norte encontram-se, geralmente, concentracdes deste acido compreendidas entre 4 g/L e
6,5 g/L, enquanto em regides do Sul de Portugal se situa entre 1 g/L e 2 g/L [/4]. Pela analise
das Tabelas 6 e 7 constata-se que a concentracao do acido malico se encontra entre 2,0 g/L e

2,3g/L.

So6 foi possivel quantificado o acido citrico por HPLC, desse modo este parametro so esta
associado ao mosto da 2.? série de fermentacdes, Tabela 7. Este acido, juntamente com os
anteriores, representam os principais acidos organicos presentes na uva, contribuindo para a
acidez fixa, sendo que dos trés (malico, tartarico e citrico), € o menor representante, tal como se

verifica na Tabela 7.

O pH do mosto apresentou valores compreendidos entre 3,67 e 3,71, valores mais

elevados aos expectaveis. Segundo Ribéreau-Gayon [15] o pH do mosto encontra-se entre 2,8 e

3,5.

4.2 Monitorizacao da Fermentacao alcodlica

Para um controlo eficaz da fermentacao, foi necessario medir, duas vezes ao dia a massa
volumica e verificar a temperatura do mosto em fermentacéo. A medicao da massa volumica do
mosto é essencial visto que a ocorréncia da fermentacao se verifica pela sua diminuicdao ao longo
do tempo, devido a transformacao dos acucares em etanol e CO,. A massa volumica constitui uma
medida aproximada da quantidade de acucar presente no mosto, permitindo avaliar o progresso
da fermentacao. Este pardmetro permite assim, de uma forma indireta, seguir a fermentacao,
através da diminuicao do seu valor. A massa volumica do mosto esta, geralmente, compreendida
entre 1 070 kg/m3 a 1120 kg/m3 e a do vinho entre 990 kg/m> e 998 kg/m>. Geralmente,
quanto a massa volumica normaliza perto de 998 kg/m?> ou em valores inferiores, conclui-se que a

fermentacao alcodlica esta completa [4,18].

A Figura 21 representa graficamente a variacdo da massa volumica média ao longo dos
dias, relativamente a estirpe Y3. As outras estirpes apresentam um comportamento semelhante,

cujos graficos podem ser visualizados na Figura A.1 (Anexo A).

Observa-se, pela Figura 21, que nas primeiras 24 h o consumo de aculcar nao foi muito
acentuado, dado que o valor da massa volumica diminuiu ligeiramente. Uma vez que se pretendia

obter um vinho seco, ou seja, uma baixa concentracao de aculcares residuais, deixou-se a massa
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volimica atingir um valor igual a 995 kg/m?3. Nessa altura adicionou-se metabissulfito de potassio
e diminuiu-se a temperatura das camisas de arrefecimento das cubas, dando como terminada a
fermentacao. Todas as estirpes conseguiram atingir um valor de massa volumica igual a

995 kg/m?3, altura em que a fermentacéo alcodlica foi dada como terminada e interrompida.
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Figura 21 - Perfil da variacdo da massa volumica (p) ao longo do tempo (#), associado ao respetivo erro (p = 0,05)

— Estirpe Y3.

Como era esperado, o tempo que cada estirpe em estudo levou até atingir uma massa
volumica igual a 995 kg/m?> variou. A primeira estirpe a atingir esse valor foi a Lalvin QA23e,
demorando aproximadamente 8 d, seguida da estirpe Y14 que demorou mais 16 h
(Figura A.1 - Anexo A). E possivel enumerar as estirpes segundo a sua cinética de fermentacao,
assim da menos a mais demorada seguem a estirpe comercial Lalvin QA23e, Y14, Y6, Y8, Y3, Y4,
Y10, Y5, Y18, Y15, Y17 e Y12, onde o tempo de fermentacdo esta compreendido no intervalo de
8da 15 d. A estirpe Y12 teve uma descida de massa volumica semelhante as restantes estirpes,
acompanhando a sua cinética de fermentacdo até atingir um valor de massa volumica igual a
1 000 kg/m3. A partir desse ponto, e até ao finalizar da fermentacéo alcodlica, a sua diminuico

deu-se de modo extremamente lento.

Apesar de a cinética de fermentacao poder ser monitorizada somente pela verificacédo da
descida da massa volimica, é interessante complementar o estudo introduzindo os graficos do
consumo de glucose e frutose e do consequente aumento do valor de 74l ao longo do tempo. O
grafico da Figura 22 mostra a variacdo da concentracao de glucose + frutose e de 74V ao longo

tempo da fermentacéo alcodlica. Esta Figura 22 apresenta o percurso metabolico da estirpe Y3,
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sendo os graficos de cada uma das estirpes avaliadas, bastante semelhantes e podem ser

encontrados na Figura A.2 (Anexo A).
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Figura 22 - Variacdo da concentracao de glucose + frutose (Cyy.s) € do titulo alcoométrico volumico (7AV),

quantificado por FTIR, em funcao do tempo de fermentacéo (#), associado ao respetivo erro (p = 0,05) — Estirpe Y3.

Através da analise da Figura 22, observa-se que a concentracdo dos aclcares
fermentesciveis diminuiu e que o valor de 74l aumentou ao longo do tempo. Tal era previsivel,
visto que as leveduras do género Saccharomyces sdo reconhecidas por utilizarem aclcares como
substrato, resultando na producao de etanol como produto final da fermentacao alcodlica [75]. De
realcar que a variacdo da concentracdo dos acucares fermentesciveis no mosto segue uma
tendéncia semelhante a variacdo da massa volumica apresentada na Figura 21, tal como era

esperado, dado que estes dois parametros estao relacionados.

Verifica-se ainda que nos primeiros dias de fermentacao existiu um aumento do valor de
TAV acentuado, relacionada com a fase exponencial de crescimento das leveduras. Assim, o
aumento de 74V foi maximo durante esse periodo de tempo, e diminuiu progressivamente a
medida que se esgotava o substrato, a glucose e a frutose. Ainda, se verifica que 74V nos ultimos
trés dias, se manteve aproximadamente constante, ja que todo o substrato estava praticamente

consumido.

Ao longo da fermentacao foram encontradas algumas diferencas a nivel de aroma e

formacao de espuma, relativamente a cada estirpe. Dado que o objetivo era avaliar o
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comportamento fermentativo das leveduras, foi registada a variacao destes dois fatores ao longo

do tempo. Assim, relativamente a variacao dos aromas:

68

Estirpe Y3: No inicio da fermentacdo apresentava um aroma floral, no entanto, a partir
do 4.° dia comecou a destacar-se o aroma frutado. Inicialmente lembrava fruta tropical,
mas a partir do 7.° dia nao era mais percetivel, tomando lugar o aroma a melao que se

manteve até ao final da fermentacéao;

Estirpe Y4: No inicio da fermentacédo apresentava um aroma desagradavel, lembrando
xixi de gato, contudo este aroma foi desaparecendo ao final do 4.° dia de fermentacao,
dando lugar ao aroma a toranja que se manteve até ao 7.° dia de fermentacéo. A partir
dessa altura, 0 aroma a fruta tropical destacava-se, realcando o aroma a maracuja. No

ultimo dia de fermentacao sentiu-se um leve aroma vegetal;

Estirpe Y5: O mosto apresentava um aroma agradavel no inicio da fermentacao,
comecando logo nos primeiros dias a destacar-se o aroma floral e a maracuja. Contudo, a
partir do 4.° dia de fermentacdo comecou a apresentar um leve aroma a ovos podres que
se foi destacando, cada vez mais ao longo do tempo. Todavia, este aroma sulfurado podia
ser removido com agitacdo intensa do copo, passando a destacar-se o aroma a fruta

tropical;

Estirpe Y6: Desde o inicio até ao fim da fermentacdo apresentou um aroma frutado,
lembrando fruta tropical. A partir do 6.° dia da fermentacao alcodlica comecou a distinguir-
-se 0 aroma a maracuja e no ultimo dia da fermentacao foi possivel identificar um aroma

gue lembrava lichias e um leve aroma floral;

Estirpe Y8: Esta estirpe comecou por apresentar um aroma desagradavel, lembrando
ovos podres, levando a suspeitar que existia uma caréncia de nutrientes por parte da
estirpe. Contudo a partir do 6.° dia da fermentacao alcodlica, o aroma desagradavel, até
entao intenso, comecou a diminuir dando lugar a diversos aromas ao longo dos restantes
dias até ao término da fermentacéo alcodlica. Inicialmente, no inicio do 6.° dia destacava-
-se um aroma frutado, lembrando a pera, passando no 7° dia para uma mistura de aroma
tropical, floral e fumeiro. Nos restantes dias o aroma tropical destacava-se com um leve

aroma a manteiga;
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Estirpe Lalvin QA23¢: Desde o inicio até ao fim da fermentacao apresentou um aroma
frutado, lembrando fruta citrina;

Estirpe Y10: Desde o inicio até ao fim da fermentacdo o mosto apresentou um aroma
frutado. Nos primeiros dias nao era possivel identificar um aroma especifico de nenhuma

fruta, contudo a partir do 6.° dia de FA comecou a distinguir-se 0 aroma a pera e maca;

Estirpe Y12: O mosto apresentava um aroma agradavel no inicio da fermentacéo,
comecando logo nos primeiros dias a destacar-se o aroma frutado que lembrava fruta
tropical. Contudo, a partir do 4.° dia de fermentacao comecou a apresentar um leve cheiro
a ovos podres. Este aroma sulfurado diminuiu de intensidade dando lugar a um aroma
frutado e outro mais doce, a mel. A partir do 6.° dia e até ao final da fermentacéo
alcodlica os aromas apresentados intercalavam-se entre um aroma vegetal, que lembrava
relva, e um aroma frutado, fruta tropical. No ultimo dia da fermentacdo alcoolica

apresentava um aroma frutado e um aroma floral,

Estirpe Y14: Desde o inicio até ao fim da fermentacéo apresentou um aroma frutado,

lembrando fruta tropical;

Estirpe Y15: O mosto apresentava um aroma agradavel no inicio da fermentacéo,
comecando logo nos primeiros dias a destacar-se o aroma frutado que lembrava fruta
tropical. Contudo, a partir do 4.° dia de fermentacdo comecou a apresentar um leve cheiro
a ovos podres que se foi destacando cada vez mais ao longo dos dias. Todavia, este
aroma sulfurado podia ser removido com agitacdo intensa do copo, passando a destacar-

-se 0 aroma a fruta tropical que se manteve até ao final da fermentacao;

Estirpe Y17: O mosto apresentava um aroma agradavel no inicio da fermentacéo,
comecando logo nos primeiros dias a destacar-se o aroma frutado que lembrava ananas.
Contudo, a partir do 5.° dia de fermentacdo comecou a apresentar um leve aroma vegetal
gue lembrava feno que se foi destacando cada vez mais ao longo dos dias. Todavia, era
sempre percetivel um aroma frutado a fruta tropical, que embora leve na maior parte do

tempo, se destacou nos dias 10 e 12 da fermentacao alcodlica, assim como no ultimo dia;

Estirpe Y18: Desde o inicio até ao fim da fermentacdo apresentou um aroma frutado,
lembrando fruta citrina. A partir do 7.° dia de FA foi possivel distinguir um outro aroma

que lembrava flor de laranjeira.
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No que diz respeito a formacdo de espuma, foram encontrados dois extremos, ou seja,
estirpes que nao produziram muita espuma ou mesmo quase nenhuma espuma, ao longo de toda
a fermentacao alcodlica, e outras que produziram muita espuma. Existiram também casos que se
encontraram entre estes dois extremos. Assim, relativamente a este ultimo grupo citado, é possivel

dividio em dois subgrupos:

As estirpes que apresentaram uma formacao moderada/elevada no meio da
fermentacao alcodlica. Apesar disso, no inicio e no fim da fermentacdo apresentaram
uma formacao quase nula de espuma. Neste subgrupo encontram-se as estirpes Y3,

Y5, Y6, Y15 e Y18 (Figura 23);

Figura 23 — Producao de espuma ao longo da fermentacao, relativamente as estirpes Y3, Y5, Y6, Y15 e Y18, onde a
imagem 1 representa os primeiros 3 dias, a imagem 2 os dias 4 a 8, e a imagem 3 até ao final da fermentacao,

destas 5 estirpes.

ii. O outro subgrupo compreende as estirpes que, apesar de nao formarem muita
espuma, a sua presenca é continua desde o inicio até ao fim da fermentacao,
nomeadamente as estirpes Y4, Y8 e Y10. Ao contrario do grupo anterior, estas
estirpes comecaram a produzir espuma logo no inicio da fermentacéo, atingindo o seu
pico de producdo entre os 4.° e 6.° dias, diminuindo depois a medida que a
fermentacdo chegou ao fim (Figura 24). Contudo a espuma nunca chegou a

desaparecer ao contrario do primeiro caso;

Figura 24 - Producado de espuma ao longo da fermentacdo, relativamente as estirpes Y4, Y8 e Y10, onde a
imagem 1 representa os primeiros 3 dias, a imagem 2 os dias 4 a 6, e a imagem 3 até ao final da fermentacéo,

destas 3 estipes.
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ii.  Por ultimo, destacaram-se as estirpes cuja producdo se manteve praticamente nula ao
longo de toda a fermentacéao, e as estirpes que produziam muita espuma. As estirpes
Y14 e a comercial Lalvin QA23¢ destacam-se pela sua producdo quase nula de
espuma, mas, em contrapartida as estirpes e Y12 e Y17 foram as que apresentaram

uma maior producdo de espuma (Figura 25).

Figura 25 — Producao de espuma ao longo da fermentacao, relativamente as estirpes Y14 e a Lalvin QA23¢ (1) e
Y12 e Y17 (2).

E interessante, e de realcar as estirpes Y5, Y6, Y10 e Y12, pela sua capacidade de
sedimentacdo. Perto do final das fermentacdes, o0 mosto em fermentacdo apresentava um tom
caramelo escuro limpido, comparativamente com a cor apresentada nos dias anteriores

(Figura 26).

Figura 26 — Diferenca da cor do mosto em fermentacao no 8.° dia (1) e no 9.° dia (2) de fermentacao - Estirpe Y6.

A Figura 26 mostra o aspeto fisico do mosto em fermentacao da estirpe Y6 no 8.° dia e no
9.° dia de fermentacao, um pouco antes de a fermentacao ser dada como terminada. E notoria a
diferenca, relativamente a cor do mosto, entre as duas imagens. O mesmo aconteceu com a
estirpe Y5. A Unica diferenca entre as duas foi que o tempo de fermentacao da estirpe Y5 foi mais
longo, e comecou a apresentar esta carateristica trés dias antes de ter sido dada como terminada,
que ocorreu ao fim de aproximadamente 13 d, sendo que foi possivel observar a diferenca da

tonalidade da cor no dia 10.
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4.3 Caraterizacao fisico-quimica dos vinhos

Durante a fermentacdo do mosto, a levedura esta sujeita a stress, devido & elevada
concentracdo inicial de acucar, stress acido, deplecao de nutrientes (azoto, lipidos, vitaminas) e
toxicidade do etanol. Uma fermentacdo alcoolica tipica compreende uma fase de laténcia, que
dura varias horas; uma fase de crescimento, que dura 24 h a 36 h; seguida de uma fase
estacionaria, durante a qual a maior parte do acucar é consumida. As caracteristicas mais
desejaveis das leveduras, em relacdo ao vinho, incluem a rapida e completa degradacao dos
acucares em etanol e CO,, assim como a sintese de outros metabolitos, como compostos volateis
do aroma que influenciam positivamente o seu perfil sensorial, sem produzir compostos
indesejaveis. Existem numerosos subprodutos de origem fermentativa como o glicerol, os acidos
carboxilicos, os aldeidos, os alcoois superiores, os ésteres, os compostos de enxofre, etc, que
derivam da degradacao de acucares, aminoacidos e acidos gordos. No entanto, as leveduras
podem também hidrolisar percursores da uva para libertar aromas varietais (monoterpenos e

tios) [71].

Assim, este ponto remete aos resultados e discussao da avaliacéo de alguns parametros
fisico-quimicos dos vinhos produzidos. De forma a facilitar o entendimento, este ponto esta dividido
em tépicos, relativamente a cada parametro analisado, nomeadamente: acucares fermentesciveis
(analisados por HPLC); 7AV (FTIR), etanol e glicerol (HPLC); acidez total, acidez volatil e pH (FTIR);
acidos organicos (HPLC); compostos volateis minoritarios do aroma (GC-MS); composto volateis
maioritarios do aroma (GC-FID). Para a quantificacdo dos componentes por HPLC foi necessario

elaborar curvas de calibracéo, apresentadas na Tabela B.1 (Anexo B).

4.3.1 Acucares fermentesciveis — glucose e frutose

Na Tabela 8 encontram-se as concentracdes de glucose e frutose de cada vinho, para ser
possivel a sua classificacdo quanto ao teor de acticar. E interessente relembrar que o mosto
apresentava uma concentracao de glucose e frutose de 88,9 g/L e de 121,3 g/L, respetivamente.
Segundo o Regulamento (CE) N.° 607/2009 [37], classifica-se quase todos os vinhos como vinhos
secos, dado possuirem uma concentracao de acucares inferior a 4 g/L, com excecao dos vinhos
Y5, Y10, Y12, Y14 e Y17 que s@o classificados como vinhos adamados pois a sua concentracao

de acucares esta compreendida entre 4 g/Le 12 g/L.
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Tabela 8 — ConcentracOes de glucose (Cyyeose); de frutose (Giytose) € de hexoses (Ghexoses), determinados por HPLC,

e respetivo erro associado (p=0,05)

g/L g/L g/L
Y3 1,64+1,18 1,67 +1,43 3,32+ 1,85
Y4 1,29+ 1,19 2,21 + 1,41 3,560+ 1,85
Y5 1,40 + 1,18 3,54+ 1,39 4,55+ 1,82
Y6 1,70 + 1,17 2,04 + 1,42 3,74 + 1,20
Y8 1,49+ 1,18 2,09 + 1,42 3,59+ 1,20
Lalvin QA23° 1,84+ 1,17 1,43+ 1,44 3,26 + 1,86
Y10 1,74+ 1,18 3,02+ 1,39 4,76 + 1,82
Y12 1,24+ 1,18 6,94 + 1,29 8,18 +1,75
Y1i4 3,58+ 1,13 2,21 + 1,41 579+ 1,81
Y15 1,33+1,19 2,12 + 1,42 3,45+ 1,85
Y17 1,34+1,18 2,92 + 1,39 4,26 + 1,83
Y18 1,68+1,18 1,79+1,43 3,46 + 1,85

No caso dos vinhos secos, a concentracdo de aculcar residual €, geralmente, insuficiente
para constituir uma ameaca microbiana do vinho engarrafado. Contudo, em concentracdes mais
elevadas, os acucares residuais representam um risco microbiano. Isto é particularmente marcado

nos vinhos doces, com baixos niveis de alcool e acido [7].

As leveduras metabolizam preferencialmente a glucose e, por este motivo a frutose é o
principal acucar presente durante as fases finais da fermentacdo do vinho [71]. Tal é possivel
observar na Tabela 8, onde se v& que as concentracdes de frutose sdo superiores as
concentracdes de glucose em quase todos os vinhos, com excecdo da estirpe Y14 e da comercial

Lalvin QA23e, Contudo, devido aos erros associados serem grandes, ¢ dificil obter uma concluséo.

4.3.2 Etanol, 7AV e Glicerol

Do metabolismo da glucose e da frutose sao formados o etanol e o glicerol [35]. O etanol
é sem duvida o alcool mais importante no vinho e o principal produto da fermentacao alcodlica

pela levedura. Para além das suas importantes funcdes organoléticas, também tem um papel
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importante no controlo microbiano, dado que o aumento da sua concentracdo durante a

fermentacao inibe o crescimento microbiano, agindo entdao como um conservante do vinho [7].

O poliol do vinho mais proeminente é o glicerol, que se forma durante a etapa de
fermentacao, variando entre 6 g/L e 15 g/L. Por conferir macieza ao vinho é também considerado
um fator de qualidade, além de ser possuidor de um sabor ligeiramente doce. Dado afetar o perfil
organolético do vinho, torna-se importante, novamente, controlar bem a fermentacdo, sendo que
em relacao a este componente é essencial controlar a temperatura, o nivel de pH, o arejamento e

a concentracéo de dioxido de enxofre [7].

Na Tabela 9 encontram-se os valores de 7AV determinado por FTIR, as concentracdes de

glicerol e de etanol quantificados por HPLC, de cada vinho produzido durante o estudo.

Tabela 9 - Valores do titulo alcoométrico volumico (74V), determinado por FTIR, e as concentracdes de etanol

(Cetanol) € de glicerol (Cyjceral), quantificadas por HPLC, associadas ao respetivo erro (p = 0,05)

Cooro TAV (7.
g/L % g/L
Y3 1036 +11,1 12,0+ 0,4 5,95 + 0,22
Y4 123,1+17,0 13,1+0,3 8,96 + 0,25
Y5 1045+ 11,4 125+0,3 6,37 £ 0,22
Y6 119,8 + 16,0 126 +0,4 9,33+0,26
Y8 116,4 + 15,0 13,2+0/4 7,58 £ 0,23
Lalvin QA23® 123,1+17,0 13,3+0,4 8,70 £ 0,25
Y10 120,7 + 16,3 12,6 + 0,2 9,77 + 0,26
Y12 117,5+ 15,3 12,0+ 0,7 9,20 + 0,25
Y14 123,8 +17,3 12,6 + 0,3 8,09 + 0,24
Y15 111,6 +13,5 11,7+0,4 7,33+0,23
Y17 121,1 + 16,4 12,6 + 0,4 9,40 + 0,26
Y18 1182+ 155 12,3+0,4 8,36 + 0,24

A concentracao de etanol variou entre 103,6 g/L e 123,8 g/L, representando o minimo e
0 maximo obtido pela estirpe Y3 e Y14, respetivamente. Segundo o Regulamento (CE)

N.° 479/2008 [3], o vinho deve ter um 7AVigual ou superior a 9 % e inferior a 15 %. Concluindo
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que todos os vinhos estdo dentro dos limites legais, sendo 0 maior valor representado pela estirpe
comercial Lalvin QA23e®, que apresentou um 74V de 13,3 %. Além disso, os valores de 7AV
apresentados na Tabela 9 estao relativamente proximos dos valores de AP, indicados na Tabela 5.
Uma vez que, o valor de 7AV, por definicao, contempla o etanol e outros volateis presentes no
destilado, a estirpe que obteve o maior valor de 74V, pode nado ser necessariamente a que tem

uma maior concentracao de etanol.

Relativamente ao glicerol, segundo Ribéreau-Gayon ef a/. (2006) [31], a sua concentracado
minima no vinho deve ser de 5 g/L, mas pode atingir valores até 15 g/L a 20 g/L, dependendo
das condicdes de fermentacdo. De acordo com os autores, o glicerol é o subproduto mais
importante da fermentacdo alcoodlica. Na Tabela 10, os valores de concentracdes de glicerol
encontrados foram de encontro ao exposto na bibliografia. A estirpe Y10 foi a que apresentou um
maior teor de glicerol, atingindo um maximo de 9,77 g/L. Estes valores poderdo ter contribuido
positivamente para o produto final. Todos os vinhos apresentaram concentracfes superiores a

5 g/L, cumprindo assim o limite descrito anteriormente.

4.3.3 Acidez Total, Acidez Volatil e pH

A acidez total &, normalmente, expressa em acido tartarico, e segundo o
Regulamento (CE) N.° 491/2009 [76] o limite minimo no vinho é de 3,5 g/L. Segundo Ribéreau-
-Gayon (2006) [31] e Jackson (2008) [4], para a maioria dos vinhos de mesa, é desejavel uma
gama de acidez total entre 5,5 mg/L e 8,5 mg/L (expressa em acido tartarico). Os vinhos brancos

sao tipicamente preferidos no extremo superior da escala.

O pH no vinho é baseado no equilibrio de dissociacdo dos varios acidos, a temperatura e
pressdo fixas. Os valores de pH dos vinhos variam, geralmente, entre 2,8 e 3,8 [31]. Contudo,
uma gama de pH entre 3,1 e 3,4 é adequada para a maioria dos vinhos brancos [4]. Estes valores
tao baixos de pH sao bons para o vinho, pois isso aumenta a sua estabilidade microbiologica e
fisico-quimica. O baixo pH dificulta o desenvolvimento de microrganismos, ao mesmo tempo que
aumenta a fracao antisséptica do dioxido de enxofre. Vinhos com pH superior a 3,5 nao tém
acidez suficiente para o proteger contra o crescimento de microrganismos, como as bactérias
acéticas [77]. Os vinhos possuem uma mistura de acidos, combinados para formarem sais em

maior ou menor grau, de acordo com o seu pKa. A comparacdo do pKa dos acidos leva a
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conclusao de que o acido tartarico € o mais forte, pelo que tera prioridade na formacao de sais. A
proporcao de sais também depende da origem geografica, variedade de uva e métodos de
vinificacao utilizados. Assim, o acido tartarico € um acido que afeta diretamente o valor do

pH [31].

A acidez volatil é definida como o conjunto de acidos gordos da série acética presente nos
vinhos, tanto na forma livre como na sua forma combinada, sendo, geralmente, expressa em acido
acético. Segundo o Regulamento (CE) N.° 606/2009 [42] o teor de acidez volatil ndo pode
exceder os 1,08 g/L, expressa em acido acético, no caso dos vinhos brancos e dos vinhos

rosados.

Na Tabela 10 encontram-se os valores de A7, AV e pH de cada vinho produzido durante o
estudo. Verifica-se que os valores da acidez total variam entre 3,0 g/L e 3,5 g/L, nao se
encontrando dentro do intervalo descrito por Ribéreau-Gayon (2006) [31] e Jackson (2008) [4]
nem respeitam o limite minimo legislado. Somente o vinho produzido pela estirpe Y3 atingiu o
valor maximo de 3,5 g/L de acidez total, sendo este o limite minimo imposto. Tal ja era esperado,
dado que a concentracao de acido tartarico no mosto se encontrava entre 3,8 g/L e 4,7 g/L, e
sabe-se que durante a fermentacdo alcodlica, a concentracao do acido tartarico diminui em
consequéncia da diminuicao da sua solubilidade [31]. O acido precipita como tartarato de calcio

ou bitartarato de potassio, provocando uma diminuicao da acidez total [34].

Os valores do pH apresentados na Tabela 10 variam entre 3,43 e 3,54, concluindo-se que
todos os vinhos se encontram dentro do intervalo de pH normal, mas nenhum possui um valor de
pH ideal para vinho branco definido por Jackson (2008) [4]. Este diz que uma gama de pH entre
3,1 e 3,4 é adequada para a maioria dos vinhos brancos. O pH do vinho depende da concentracao

dos acidos organicos e da concentracdo de catides, especialmente o catido potassio [34].

A acidez volatil é considerada um parametro fisico-quimico de grande importancia, a ser
monitorizado ao longo do processo de vinificacao, representando as formas livres e combinadas de
acidos volateis. O acido acético é o maior representante deste grupo, contribuindo com cerca de
90 % da concentracao total dos acidos volateis e contribui com aromas e sabores agradaveis,
guando em concentracdes reduzidas, na ordem dos 0,2 g/L a 0,3 g/L [8,31]. Dentro do intervalo
mencionado, somente os vinhos Y3, Y10 e Y14 apresentam valor inferior a 0,3 g/L. O acido
acético tem wum limiar de percecdo olfativa (LPO) de 0,2g/L [78] e segundo

Escudero et al. (2004) [79] este acido apresenta um aroma a vinagre, sendo assim nao €
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desejavel um valor muito superior ao LPO. Conclui-se que o vinho Y18, possui um valor de acidez
volatil mais elevado, e foi de facto o que apresentou um aroma a vinagre durante o exame

sensorial.

Tabela 10 — Concentracdes de acidez total (A7), acidez volatil (AV) e os valores de pH, determinados por FTIR,

associados ao respetivo erro (p= 0,05)

AT AV pH
g/L g/L
Y3 35+0,1 0,29 + 0,02 3,43 0,02
Y4 3,3+0,1 0,31 + 0,02 3,45 + 0,04
Y5 3,0+0,2 0,37 + 0,04 3,44 + 0,01
Y6 3,1+0,1 0,31 +0,03 3,50 + 0,04
Y8 3,4+0,1 0,32 + 0,07 3,54 + 0,03
Lalvin QA23¢ 3,0+0,2 0,31 +0,02 3,54 + 0,03
Y10 3,4+0,1 0,28 + 0,01 3,47 + 0,09
Y12 3,4+0,2 0,30 0,10 3,53+ 0,04
Y14 32+0,2 0,26 + 0,01 3,49 + 0,02
Y15 3,3+0,1 0,43 + 0,07 3,52 + 0,03
Y17 3,4+0,3 0,43 +0,14 3,52 + 0,04
Y18 3,3+0,1 0,51 + 0,05 3,52 + 0,01

Contudo, todos os vinhos produzidos respeitam o limite imposto pela lei, apresentando
valores de acidez volatil inferiores a 1,08 g/L. Valores muito altos de acido acético estédo
associados a contaminacdes do mosto ou do vinho por bactérias acéticas [4], mas dado terem
sido encontrados valores “normais”, que nao houve contaminacao por parte destas bactérias. O
acido acético também pode ser produzido antes da fermentacdo alcoodlica por deterioracao

microbiana das uvas infetadas com Botrytis cinerea, mas nao parece ter sido o caso.

4.3.4 Acidos organicos

Os principais acidos organicos presentes no vinho, com maior impacto na sua acidez,

podem ter origem na uva, homeadamente, o acido tartarico, o acido malico e o acido citrico, ou
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sao acidos provenientes da etapa de fermentacdo, como o acido succinico. A concentracao destes

acidos foi quantificada por HPLC e os resultados encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 — Concentracao do &cido tartarico (Cic Tarrico)» d0 @cido malico (Ci. maiico)s do acido citrico (Cic. cinico) €

do acido succinico (G, succinico): determinado por HPLC, associados ao respetivo erro (p = 0,05)

Cic. Tartarico M Cic. citrico Cic. Succinico
g/L g/L g/L g/L

Y3 0,88+0,19 2,76 £ 0,05 0,95+0,04 1,82+0,07
Y4 0,99 +0,19 2,56 + 0,05 0,99+0,04 2,05+0,08
Y5 1,13+£0,18 1,72 + 0,05 0,73+0,04 2,40+0,10
Y6 1,19+ 0,19 2,04 + 0,05 1,12+ 0,056 3,52 +0,15
Y8 0,94 +0,19 1,65 + 0,05 094+0,04 3,84+0,16
Lalvin QA23¢ 1,07+ 0,19 2,25 + 0,05 097+0,04 3,20+0,13
Y10 1,09 + 0,19 2,72 + 0,05 1,28+ 0,05 2,90+0,12
Y12 1,21 £ 0,19 2,59 + 0,05 0,69+0,04 3,75+0,16
Y14 1,13+£0,19 2,26 + 0,05 0,94 +0,04 294+0,12
Y15 1,03+0,19 1,61 + 0,05 0,62+0,04 3,24+0,14
Y17 1,19+0,19 1,87 £ 0,05 0,87+0,04 3,25+0,14
Y18 1,15+ 0,19 2,01 £ 0,05 0,66 +0,04 2,01+0,08

Os valores da concentracdo de acido tartarico encontram-se, geralmente, entre 4,5 g/L a
15 g/L, contudo o seu valor depende fortemente da regido, do clima e da maturacao da uva [15].
Segundo a Tabela 11, os valores desse acido encontram-se compreendidos entre 0,88 g/L e
1,21 g/L. Estes valores sao bastante inferiores ao intervalo mencionado. Tal ja era esperado, dado
gue a concentracao de acido tartarico no mosto se encontrava entre 3,8 g/L e 4,7 g/L, e sabe-se
que durante a fermentacao alcodlica, a concentracdo do acido tartarico diminui em consequéncia
da diminuicdo da sua solubilidade [31]. Além disso, esta discrepancia também pode estar
associada ao facto de as amostras de vinho terem sido congeladas. Por este motivo, pode ter

havido perda de acido tartarico devido a sua precipitacao em sais de tartarato.

Junto com o &cido tartarico, o acido malico € um dos principais acidos organicos. O seu

valor diminui a medida que as uvas amadurecem, especialmente em condicdes de temperaturas
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elevadas [4]. Assim, a concentracdo deste acido esta diretamente relacionada com o clima do
local onde as vinhas estdo localizadas, existindo uma maior tendéncia para reter o acido em
regides mais frias. Os mostos das regides do Norte podem conter concentracdes de acido malico
entre 4 g/L e 6,5 g/L, enquanto que nas regides do Sul, as concentracdes sao apenas de 1 g/L a
2 g/L [31]. Os valores encontrados no mosto variaram entre 2,1 g/L e 2,3g/L. A sua

concentracdo nao sofreu grandes variacdes dado que nao ocorreu fermentacao malolatica.

O &cido citrico, juntamente com os anteriores, representa um dos principais acidos
organicos com origem na uva, sendo dos trés o menor representante. Assim como o acido malico,
este acido encontra-se largamente difundido na natureza, mas em maior quantidade nas nos
citrinos e em menor na uva [80]. Segundo o Regulamento (CE) N.° 606/2009, o limite maximo de
acido citrico no vinho é de 1 g/L. Este acido estava presente no mosto com uma concentracéo
aproximada de 0,6 g/L. Este composto geralmente sofre um ligeiro aumento na sua concentracao
durante a fermentacéo alcodlica, tal como se evidencia na Tabela 11. Contudo, se tivesse ocorrido
fermentacdo malolatica este acido poderia ter sido degradado pelo que a sua concentracdo iria
diminuir, podendo atingir valores de 0,15 g/L [15]. Nem todos os vinhos tiveram concentracoes
inferiores a 1 g/L. Os vinhos Y6 e Y10 apresentaram concentracdes deste acido acima do valor

referido, ndo cumprindo assim o limite imposto por lei.

O acido succinico ¢ um dos mais comuns subprodutos da fermentacdo, e nao do
metabolismo da uva [4]. Este acido possui um gosto intensamente amargo e salgado o que
provoca salivacao e acentua o sabor do vinho [31]. Nao existem regulamentos relacionados a este
composto que indiqguem um limite legal de concentracdo, mas dada as suas carateristicas
organoléticas a sua concentracdo nao deve ser muito elevada. Na Tabela 11, verifica-se que a sua
concentracdo esta compreendida entre 1,82 g/L e 3,84 g/L, sendo estes limites minimo e

maximo representados pelas estirpes Y3 e Y8, respetivamente.

4.3.5 Compostos volateis maioritarios do aroma

A maioria dos alcoois superiores sao metabolitos secundarios produzidos pela levedura e
podem ter impactos positivos e negativos no aroma e sabor do vinho. Quando a sua concentracéo
total no vinho é inferior a 300 mg/L contribuem de forma positiva para o aroma. Acima de

400 mg/L sao geralmente um fator negativo [41] podendo resultar num cheiro forte e pungente,
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enquanto os niveis 6timos proporcionam caracteres frutados [38]. O 2-feniletanol, é a excecao,
geralmente contribuindo de modo positivo para o aroma do vinho, caracterizando-se por um cheiro
agradavel a rosa e ser adocicado [33]. Os alcoois superiores quantificados por GC-FID nos vinhos
produzidos foram o 1-propanol, o 2-metil-1-propanol (isobutanol), o 3-metil-1-butanol (alcool
isoamilico), o 2-metil-1-butanol, o 2-feniletanol. Pelo mesmo método foi possivel também
quantificar o acetaldeido, o acetato de etilo € o metanol. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 12.

De uma forma geral, rapidamente se conclui que as concentracdes totais dos alcoois
superiores sdo bastante elevadas. Segundo a Tabela 12, a concentracdo total dos alcoois
superiores dos vinhos, variou entre 270,1 mg/L e 455,4 mg/L. Este intervalo apresentado mostra
gue quase todos os vinhos apresentam um valor de alcoois superiores total acima de 300 mg/L.
Somente o vinho Y18 obteve valores inferiores a essa concentracdo, contudo esta associado a um
desvio padrdo muito grande. Destacam-se, pela negativa, os vinhos Y3 e Y17, que apresentaram

valores superiores 400 mg/L.

Em todas as amostras, 1-propanol apresentou-se abaixo do limiar de percecdo, que é de
830 mg/L [81], encontrando-se entre 31,9 mg/L e 80,9 mg/L (Tabela 12). Este composto
apresenta um aroma a alcool [35]. O 2-metil-1-propanol, em todos os vinhos, apresentou
concentracdes acima do seu limiar de percecéo olfativa (LP0O), que é em torno de 40 mg/L [81]
(Tabela 12). Este componente esta associado a descritores considerados negativos, dado que o

composto em causa, apresenta aroma a alcool, espiritoso, amargo, maltado [35, 82-84].

As concentracdes encontradas para o 2-metil-1-butanol variaram de 21,8 mg/L a
41,4 mg/L (Tabela 12). Este composto apresenta um aroma a alcool, banana, solvente e
medicinal [35] e Siebert ef a/. (2005) [82] descrevem o composto como tendo um aroma a verniz

de unhas.

Os valores de concentracdo do 3-metil-1-butanol analisado em todos os vinhos produzidos
encontram-se compreendidos entre 125,0 mg/L e 211,3 mg/L (Tabela 12), sendo esse intervalo
bastante superior ao limiar de percecdo que é de 7 mg/L a 30 mg/L [85]. Este composto
apresenta um aroma a banana, alcool, adocicado e aromatico [35]. Contudo, segundo
Escudero efal (2004) [79], este composto foi descrito como tendo aroma a queijo e

Siebert et al. (2005) [82] como aspero e a verniz de unhas.
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Tabela 12 - Concentracdes médias (C) dos compostos volateis maioritarios detetados nos vinhos por analise quantitativa por GC-FID, associados aos limiares de percecdo olfativa

(LPO), com o respetivo desvio-padréo, relativamente a cada estirpe avaliada

Alcoois Superiores
Acetaldeido Aceta.to de Metanol 1-propanol 2-metil-1- 2-metil-1- 3-metil-1- 2-feniletanol
Etilo propanol butanol butanol
LPO TOTAL
— a b a a a - C d
/L 10 12,3 668 830 40 7a 30 14
Y3 25+1,1 47,5+ 16,0 3708 66,9 + 9,8 1047 +21,1  338+34  211,3+322  387+252 4554 + 47 2
Y4 54+21 39,3+10,3 6,4+1,1 60,1 + 20,2 89,8 + 31,0 262+47 1685358 233+13 367,9+51,8
Y5 164+93 276+7,5 54 +0,03 31,9+37 61,1+ 11,6 328+38  1552+167  288+20 309,8 + 21,1
Y6 10,6 +0,8 313+1,1 1,3+0,2 459 +5,6 89,4 +10,1 32,3+4,2 183,2 + 20,1 15,6 £ 0,6 366,4 + 23,6
Y8 13,0+ 86 47,4+ 6,6 28+0,7 48,0+59 107,8+7,4 33,1+£1,9 184,0 + 17,3 20,5+ 8,6 393,4+21,6
QA23 18,0+ 5,6 431132 47107 75,8+ 6,3 78,7 + 2,4 21,812 168,4 + 7,6 22,8+ 0,4 367,5 + 10,2
mg/L | v10 7006 382+66 28+09 50,8 + 8,4 91,3+2,3 22,6+0,6 1448+10  336+234 343,1+25,0
Y12 22,3+84 32,8+6,1 2,6+0,7 47,120 81,3+2,3 248+ 1,1 137,4+19 19,8+ 1,9 310,4 + 4,2
Y14 141+13 36,4 + 3,5 1,3+0,2 80,9 +9,8 69,4 + 8,8 236+ 16 158,4 6,0 17,3+0,8 349,5 + 14,6
Y15 30,0 £ 3,6 28,1+0,2 19+0,1 343+04 97,8+ 54 249+02 130,2+1,7 223+0,.2 309,5 + 5,7
Y17 28,0+ 0,8 40,9 + 6,9 6,3+0,7 32,7+07 107,6+0,02  41,4+32  201,9+160  529+104 436,5 + 19,4
Y18 13,1+ 4,5 299+27 48+18 336+142  655+305  268:152 1250704 192+1,1 270,1+79,5

a - Moreno ef al (2005) [81]; b - Escudero ef a/. (2004) [79]; ¢ — Vliana et al. (2011) [85]; d - Ferreira et a/. (2000) [86].
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Em relacdo as concentracdes de 2-feniletanol, segundo a Tabela 12, também esteve
acima do limiar de percecao, que é de 14 mg/L [86]. Neste caso, os valores encontrados sao uma
vantagem para os vinhos produzidos, dado que, diversos autores descrevem este composto como
possuindo aroma a rosas [79,82,83], adocicado [84,87] e perfumado [35]. Os vinhos analisados

apresentaram valores de 2-feniletanol compreendidos entre 15,6 mg/L e 52,9 mg/L.

O acetaldeido (ou etanal) é o principal aldeido do vinho, representando muitas vezes mais
de 90 % do teor de aldeidos e um dos primeiros subprodutos metabélicos da fermentacao [4].
Acima dos valores do limiar de percecao, ¢ considerado geralmente um fator negativo. Como o
acetaldeido é reduzido para etanol, a sua concentracdo diminuiu ao longo da fermentacéo,
atingindo concentracdes inferiores a 200 mg/L [35]. De acordo com a Tabela 12, quase todos os
vinhos produzidos apresentaram valores de acetaldeido superiores ao limiar de percecao, que € de
10 mg/L [81], dado que os valores encontrados estavam compreendidos entre 2,5 mg/L e
30,0 mg/L. De acordo com Czerny et al. (2008) [84] este composto apresenta um aroma fresco a
folhas verdes. Mas a presenca de acetaldeido nos vinhos brancos ¢ uma indicacdo de
oxidacao [38]. Somente os vinhos Y3, Y4 e Y10 apresentaram uma concentracdo inferior ao limiar
de percecdo. O vinho produzido pela estirpe Y15, durante o exame sensorial, foi 0 que se detetou
um maior nivel de oxidacdo, sendo de facto o vinho onde se quantificou uma maior concentracao

de acetaldeido.

Em todas as amostras dos vinhos produzidos, os valores de acetato de etilo apresentaram
valores acima do limiar de percecao, que é de 12,3 mg/L [79]. Segundo a Tabela 12, as
concentracdes do composto estavam compreendidas entre 27,6 mg/L e 47,5 mg/L. O acetato de
etilo apresenta um aroma de solvente e frutado [88]. Em concentracoes elevadas (> 100 mg/L)
este composto é considerado um defeito a nivel sensorial [25], mas nenhum vinho apresentou
valores acima dessa concentracao, e durante o exame sensorial nenhum dos vinhos apresentou o

aroma a “cola solvente”.

Por ultimo, as concentracoes de metanol encontram-se compreendidas entre 1,3 mg/L e
6,4 mg/L (Tabela 12), pelo que se conclui que estdo bem aguém do limiar de percecdo, que é de
668 mg/L [81]. Do mesmo modo, os valores apresentados encontram-se abaixo dos valores
aconselhados pela OIV [88], que impde um valor maximo de 250 mg/L no caso dos vinhos
brancos, dado que & um composto que esta associado a efeitos adversos na saude do ser

humano.
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4.3.6 Compostos volateis minoritarios do aroma

Nos vinhos foram identificados e quantificados 18 compostos volateis minoritarios por
GC-MS, que se consideraram de maior interessente, englobando 1 alcool monoterpénico,
4 ésteres etilicos de acidos gordos, 2 acetatos de alcoois superiores, 8 acidos gordos volateis,
1 alcool e 2 fenadis volateis, descritos na Tabela 13. Para um melhor entendimento dos descritores
olfativos associados a cada composto volatil minoritario quantificado, elaborou-se a Tabela 14.
Nesta, é narrado o respetivo descritor na visdo de diferentes autores. Deste modo torna-se mais

evidente a sua contribuicao para o perfil sensorial do vinho.

O alcool monoterpénico citronelol possuiu um aroma floral, mais especificamente a planta
Citronela [31,89]. Alcoois monoterpenénicos como por exemplo o geraniol, linalol, nerol e
citronelol sdo conhecidos como compostos importantes nas uvas [87]. As concentracbes de
citronelol, descritas nas Tabela 13, foram bastante préximas, obtendo-se uma concentracao
maxima de 10 pg/L, nédo ultrapassando o seu LPO, que ¢é de 18 ug/L [31]. Contudo, o composto
nao foi encontrado em todos os vinhos produzidos, sendo esperado a sua presenca em todos e
com concentracdes idénticas, dado que foi usado o mesmo mosto em todos os ensaios. Algumas
espécies de levedura, incluindo a Saccharomyces cerevisiae, sao capazes de reduzir o geraniol em
citronelol, durante a fermentacdo [4]. Deduz-se assim que algumas das estirpes estudadas sdo
capazes de fazer essa conversdo. Além disso, as leveduras podem hidrolisar precursores do
citronelol, se existirem no mosto (ndo quantificados neste trabalho), libertando assim a aglicona

aromatica.

Em relacdo aos acetatos de alcoois superiores, nomeadamente o acetato de isoamilo
(acetato 3-metilbutilo) e o acetato de 2-feniletilo, os valores encontrados estdo compreendidos
entre 990,4 pg/L e 2706,5 pg/L e entre 81,0 ug/L e 305,1 pg/L, respetivamente. O LPO do
acetato de isoamilo é de 30 pg/L. Assim analisando a Tabela 13, observa-se que nenhum vinho
produzido possui este composto abaixo do seu LPO. O LPO do acetato de 2-feniletilo é de
250 pg/L e somente o vinho produzido pela estirpe Y6 ultrapassa este valor. Segundo
Escudero et al. (2004) [79] o acetato de isoamilo & descrito com aroma a banana enquanto que o
acetato de 2-feniletilo com aroma floral. Segundo Swiergers et al (2005) [89] este ultimo

composto é ainda descrito como possuidor de um aroma a mel e fruta.
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Tabela 13 - Concentracdes médias (C) dos compostos volateis minoritarios de interesse detetados nas amostras dos vinhos por analise semiquantitativa por GC-MS, associados aos

respetivos limiares de percecao olfativa (LP0O), relativamente a algumas das estirpes avaliadas, com o respetivo desvio-padréo

O/ (ng/L)
Componente :g—/L;IO_ Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 Lalvin QA23-
Monét'zfsgiws citronelol 18 81+0,4 6,2+ 5,4 6,5+ 4,0 nd. n.d. 10,0 +2,8
butirato de etilo 20 228,5+6,3 306,7 + 49,9 226,4 + 23,1 274 £ 24,1 230,4+9,1 276,0 + 26,8
Esteres Etilicos hexanoato de etilo 14 551,6 + 68,5 909,3+112,7 431,0+ 19,9 535,0+117,3 568,7 + 164,9 771,5 29,0
Acidosdgordos octanoato de etilo Be 562,3 + 50,6 967,4 + 28,8 550,8 + 15,2 937,6 +42,8 802,3+ 18,7 832,5+3,6
decanoato de etilo 200: 68,6 + 3,4 112,7 + 95,2 59,5+9,1 101,2 + 42,6 100,2 + 28,5 91,2+ 3,1
AC?tat(J? de acetato de isoamilo 30 17401 £216,3 27065+ 327,5 990,4 + 84,4 2661,7 + 388,5 2 266,2 + 536,3 1725,3 £ 144,7
Sf;ce(r)i(c))lrses acetato de 2-feniletilo 250 132,6 + 12,0 191,8+ 144 81,0+5,7 305,1 +11,3 246,2 + 8,7 1269+ 2,7
acido propanoico 8 100: 122+29 95+1,2 10,1 +1,3 30+0,4 47 +0,6 11,5+35
acido isobutirico 2 300¢ 72,4 + 20,4 98,6 +9,1 75,1 +29,8 46,4 + 3,4 50,3 + 3,2 47,7 +1,0
’ acido butirico 33¢ 34,1+1,3 101,1+13,2 103,4 + 28,8 515+78 186 £2,2 40,1+ 1,6
ACif/‘zjé?eoigdos Acidos 2+3-metilbutirico 173 68,3+ 9,3 80,6 + 11,6 103,5 + 31,8 1240+ 2,8 113,5 + 67,2 79,3 £ 0,4
acido hexanoico 420 84,5+ 4,0 1094,8 + 154,5 616,1 + 65,2 110,5+ 12,0 1046,3+£83,9 1452,4 + 46,1
acido octanoico 500¢ 3 455,7 + 366,7 4897,5+300,5 2896,6+221,5 2654,2+ 1445 2859,7 +136,7 4926,9 + 205,3
acido decanoico 1 000 1258,8 +44)9 15050+ 116,0 539,0 + 36,7 815,2 + 90,8 813,7+77,4 1289,0 £ 46,7
Alcoois Metionol 500° 100,5 + 26,2 117,1 + 28,2 137,3+ 4,6 230,0 £6,2 278,8 + 74,6 151,4+0,5
4-vinilguaiacol 40 1950+ 7,1 273,5+78,5 232,5+10,6 269,0+ 8,5 246,0+ 19,8 224,0+4,2
Fendis Volateis
4-vinilfenol 180¢ 165,3+0,4 202,1+54 149,3+ 20,8 211,3+ 146 304,3+ 18,7 189,6 + 3,6

a - Ribéreau-Gayon et al. (2006) [31]; b — Guth ef al (1997) [78]; ¢ - Ferreira et a/ (2000) [86]; d — Vilanova et a/. (2013) [87]; e — Siebert ef a/ (2005) [82]; f — Moreno et al. (2005) [81];

g — Boidron et a/. (1988) [90]; n.d. - nao detetado
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Tabela 13 — Concentracdes médias (C) dos compostos volateis minoritarios de interesse detetados nas amostras dos vinhos por analise semiquantitativa por GC-MS, associados aos

respetivos limiares de percecao olfativa (LP0), relativamente a algumas das estirpes avaliadas, com o respetivo desvio-padrao (Continuacéo)

¢/ (ug/L)
LPO
Componente —_— Y10 Y12 Y14 Y15 Y17 Y18
, ue/L
Alcoo!s. citronelol 182 n.d. n.d. 6,0+ 4,2 n.d. 41+1,4 53+29
Monoterpénicos
butirato de etilo 20b 180,9 + 40,8 145,5 + 34,6 171,0+ 31,1 156,2 + 28,0 132,7 £ 10,4 190,0 + 42,4
Esteres Etilicos hexanoato de etilo 14¢ 4497 + 6,6 4779 +70,9 503,9 + 40,9 509,3 + 110,7 315,1+2,8 430,2 + 24,3
de
Acidos Gordos octanoato de etilo e 2645+ 12,1 181,1+76,2 4493 + 43,5 170,1+7,1 102,3+0,4 209,6 + 12,1
decanoato de etilo 200¢ 27,7 +3,3 155+0,7 46,9 + 8,6 83+1,0 245+21 200+1,4
Acgtatos de acetato de isoamilo 30° 2303,3+242,9 1994,7 +38,7 1259,6 +121,1 1088,7 + 96,7 1393,0+79,1 14232+7,4
Alcoois
Superiores acetato de 2-feniletilo 250 177,0+17,0 145,7 + 8,9 82,6 +19,2 815+21,8 197,8 +0,3 1269+ 5,8
acido propanoico 8 100¢ 10,4 + 0,2 250+4,2 76+0,8 95+4,4 155+2,2 8,2+0,6
acido isobutirico 2 300¢ 78,8 +5,3 38,0+ 8,4 215+49 85,4 +16,5 63,3+ 15,2 103,4 + 4,3
acido butirico 33d 31,4+ 3,3 18,4+ 2,3 19,2 + 8,8 31,7+2,3 53,9+6,9 31,5+2,1
Ac'f/‘;féfggd"s Acidos 2+3-metilbutirico 173 65,0+ 1,4 46,0+ 11,3 350+ 1,1 91,0+9,9 94,1+ 4,4 22,1+3,0
acido hexanoico 420° 867,2 + 158,7 585,7 + 173,0 781,5+118,0 621,5+157,7 527,0 £ 8,4 876,5 + 26,2
acido octanoico 500¢ 3341,2+41,3 27155+279,4 32454 +404,7 1652,3 + 185,7 1968,5+21,8 2940,5 + 33,2
acido decanoico 1 000¢ 525,4 + 16,5 390,3 + 50,6 873,6 + 44,6 856,5+ 21,9 328,6 + 44,5 215,8 + 13,8
Alcoois Metionol 500 79,2 +17,3 59,5+5,0 458 + 13,8 40,7 + 6,2 132,5+ 24,8 76,4 + 3,2
4-vinilguaiacol 40¢ 190,0 + 39,6 2240 + 48,1 324,5+ 75,7 615,5 + 154,4 189,0 + 4,2 256,5 + 68,6
Fendis Volateis
4-vinilfenol 1808 173,5+3,5 205,1 +76,3 165,2 + 31,3 196,1 + 14,3 165,5+7,8 460,5 + 57,5

a - Ribéreau-Gayon et a/. (2006) [31]; b — Guth ef a/ (1997) [78]; c - Ferreira et a/ (2000) [86]; d - Vilanova ef a/. (2013) [87]; e — Siebert et a/ (2005) [82]; f - Moreno et al. (2005) [81];
g - Boidron et a/. (1988) [90]; n.d. - nao detetado
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No grupo dos acidos gordos destacam-se o acido butirico, o acido hexanoico, o acido
decanoico e 0 acido octanoico, devido as concentracdes que apresentam nos vinhos elaborados.
As estirpes Y3, Y4, Y5, Y6, Y17 e a estirpe comercial Lalvin QA23® apresentaram uma
concentracdo de acido butirico acima do respetivo LP0O, tendo impacto no produto final. Os
descritores associados a este composto sé@o o odor a suor, ranco e queijo (Tabela 14). O acido
hexanoico foi encontrado acima do LPO em quase todos os vinhos, com excecdo do vinho
produzido pelas estirpes Y3 e Y6. O acido decanoico, teve o seu LPO ultrapassado pelas estirpes
Y3, Y4 e a comercial Lalvin QA23e. O principal composto em todos os vinhos brancos foi o acido
octanoico, que foi encontrado em todos os vinhos numa concentracao bem acima do seu LPO. A
maior concentracdo encontrada nos vinhos produzidos foi pela estirpe comercial Lalvin QA23® e

pela estirpe Y4.

Tabela 14 - Descricao olfativa dos compostos volateis minoritarios detetados e quantificados

Componente Descritor Olfativo
Alcoois Monoterpénicos citronelol Citronela®
butirato de etilo Fruta®, papaia°, manteiga®, fufti-frutti‘, cera’ e doce’
Esteres Ftilicos de hexanoato de etilo Fruta®, maca verde®, anis' e ananas®
Acidos Gordos octanoato de etilo Fruta®, fresco®, doce®, sabao®, anis', cera® e pera*
decanoato de etilo Agradavel®, sabao®, fruta®, doce’ e maca’
Acetatos de Alcoois acetato de isoamilo Banana®, fruta?, doce’, solvente?
Superiores acetato de 2-feniletilo Floral’, mel¢, rosas®, fruta’, tropical’, doce®
acido isobutirico Ranco® e queijo®
acido butirico Queijo®, suor" e rango®
Acido 3-metilbutirico Gordura®, ranco®, queijo®
Acido 2-metilbutirico Suor® e queijo®
Acidos Gordos Volateis acido hexanoico Relva®, suor® e queijo’
acido propanoico Vinagre®

L. . Gordura®, desagradavel’, ranco®, aspero®, oleoso? e
acido octanoico

vegetal
acido decanoico Gordura®, desagradavel’, azedo? e rancoso®
Alcoois Metionol Vegetais cozidos'
. o 4-vinilguaiacol Fumo®, dente de alho® e caril ®
Fendis Volateis .
4-vinilfenol Casca de améndoa®

a - Ribéreau-Gayon et a/. (2006) [31]; b - Escudero et al. (2004) [79]; ¢ - Vilanova et a/. (2013) [87]; d - Vararu et al. (2016) [91];
e - Siebert et al (2005) [82]; f — Culleré et al. (2004) [83]; g — Swiergers et al. (2005) [89]; h - Czerny et al. (2008) [84].
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Os ésteres etilicos de acidos gordos apresentados na Tabela 13, contribuem de uma
forma geral com um aroma a fruta (excepto o decanoato de etilo) [79]. Culleré et al. (2004) [83]
descrevem o hexanoato de etilo e o octanoato de etilo com um aroma a anis, e de acordo com
Siebert et al. (2005) [82] o decanoato de etilo e 0 octanoato de etilo possuem um aroma agradavel
(ver Tabela 14). Segundo a Tabela 13, as concentracdes dos ésteres etilicos de acidos gordos
ultrapassam largamente o seu LPO, com excecao do decanoato de etilo que se manteve sempre
inferior. Estes ésteres contribuiram significativamente para o descritor frutado, que se destacou

durante a analise sensorial.

O metionol estd associado a descritores como couve-flor e vegetais cozidos (Tabela 14).
Contudo, nenhum dos vinhos apresentou uma concentracdo acima do seu LPO, que é de
500 pg/L. Pode dizer-se que todos os vinhos produzidos apresentaram concentracdes bastante
aquém do LPO descrito para este composto, e consequentemente este ndo contribuiu de forma

expressiva para o aroma dos vinhos.

No vinho estao presentes diversos acidos, mas os acidos gordos sao descritos como 0s
mais suscetiveis a contribuir para o aroma do vinho, sendo descrito com odores considerados
negativos [25]. Considera-se que a sua origem provém principalmente dos processos
biossintéticos levados a cabo por leveduras e bactérias durante a fermentacao [87]. Os acidos
apresentados na Tabela 13 sdo caraterizados com um aroma a ranco e a queijo, nomeadamente o
acido 2-metilpropanoico (acido isobutirico), o acido butirico, os acidos 2-metlbutirico e
3-metilbutirico, o acido hexanoico e o acido octanoico [82,84,91]. De acordo com Culleré et al.
(2004) [83], o acido decanoico e o acido octanodico possuem um aroma a gordura. O acido
propanoico € descrito ainda como possuidor de um aroma a vinagre de acordo com

Siebert et al. (2005) [82] (Tabela 14).

Por ultimo, em relacdo aos fendis volateis identificaram-se o 4-vinilguaiacol e o 4-vinilfenol.
Estes possuem um limar de percecao relativamente baixo, sendo, portanto, facilmente detetados
nos vinhos. Os valores de 4-vinilguaiacol, segundo a Tabela 13, encontram-se compreendidos
entre 189,0 ug/L e 616,5 ug/L. O limiar de percecdo deste composto é de 40 ug/L [87], pelo
que todos os vinhos produzidos apresentam concentracdes bem acima de [P0, contribuindo
assim de forma significativa para o perfil sensorial. Segundo Escudero et a/. (2004) [79] o

4—vinilguaiacol possui um aroma a fumo.
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Relativamente ao 4-vinilfenol, as concentracdées em todos os vinhos produzidos encontram-
-se compreendidos entre 149,3 ug/L e 460,5 pg/L (Tabela 13). Ele ¢é descrito por
Escudero et a/. (2004) [79] e por Culleré et a/. (2004) [83] como tendo um aroma a casca de
améndoa. O seu limiar de percecao é de 180 ug/L [90], pelo que os vinhos produzidos pelas
estirpes Y3, Y5, Y10, Y14 e Y17 foram os Unicos que apresentaram concentracdes inferiores ao

LPO do composto.

4.4 Caraterizacao sensorial dos vinhos

Como referido no Ponto 2.5 (Capitulo 1), o exame organolético &€ composto por 3 etapas:
exame visual, exame olfativo e exame gustativo. Geralmente o exame inicia-se com o exame visual,
passando para o exame olfativo e termina-se com o exame gustativo [26]. Por este motivo, a
discussdao e a apresentacao dos resultados relativos a analise sensorial, serdo divididos e

apresentados por essa ordem.

Exame Visual

O exame visual foi o primeiro a ser realizado relativamente a todos os vinhos da prova. A
visdo permitiu avaliar a cor e a limpidez do vinho, as escalas dos parametros, eram de O (incolor)
a 4 (topazio) e de O (turvo) a 5 (cristalino), respetivamente. Os resultados obtidos do exame visual

encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15 — Medianas dos valores obtidos do exame visual dos vinhos brancos, pelos 5 provadores

Lalvin

Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 Y10 Y12 Y14 Y15 Y17 Y18
QA23®
Cor 4 3 3 3 2 3 4 3 3 3 3 3
Limpidez 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Analisando a Tabela 15, a mediana das classificacdes dos provadores atribuiu os vinhos
Y3 e Y10 com cor topazio, os vinhos Y8 com cor amarelada (palha) e os restantes vinhos com
uma cor dourada. Em relacdo a limpidez, todos os vinhos em estudos foram classificados como

limpidos (escala 4). Tais resultados ja eram esperados, uma vez que 0s vinhos em questdo nao
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sofreram qualquer etapa de filtracao ou clarificacao, sendo assim improvavel atingirem os valores

maximos desta categoria, ou seja, cristalinos.

Exame Olfativo

No exame olfativo foi solicitada a avaliacdo de sete parametros: intensidade, floral, frutado,
fruto seco, mineral, vegetal e impressao geral. As escalas dos parametros, eram de O (néo foi
identificado o descritor) a 5 (o descritor estava bastante presente), com excecao do parametro
impressao geral e intensidade. Em relacdo a intensidade, a escala de O a 5 tinha uma traducao
propria, que estava descrita na folha de prova (Ponto 3.5 Capitulo Ill), e a impressao geral era
cotada de 0 a b, onde O era a nota minima e 5 a nota maxima. Na Tabela 16 sdo apresentadas as

medianas da impressao geral do exame gustativo por parte dos 5 provadores.

Tabela 16 — Medianas dos valores obtidos da impressao geral do exame olfativo dos vinhos brancos, pelos 5

provadores
Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 Lalvin Y10 Y12 Y14 Y15 Y17 Y18
QA23°®
Impressao
2 2 1 2 3 2 2 2 2 2 2
Geral

Relativamente ao parametro da impressao geral, verifica-se que a estirpe comercial Lalvin
QA23e foi a mais apreciada por parte dos provadores. As restantes estirpes mostraram-se bastante
idénticas no que diz respeito a apreciacao global, mas sempre inferior ao vinho conduzido pela
estirpe comercial. Parece ter existido a producdo de sulfureto de hidrogénio (H.S) (odor
caracteristico a ovos podres) de forma excessiva pela estirpe Y6, sendo também notavel a sua
presenca noutros vinhos, contudo de forma menos significativa. Este deve ter sido o motivo
principal, pelo qual a estirpe Y6 foi a menos apreciada do conjunto. De uma forma geral, estas
avaliacbes negativas podem estar associadas as elevadas concentracdes de compostos volateis,

relativamente ao LP0, com cheiros considerados negativos, como o caso dos acidos gordos.

Os resultados dos restantes parametros avaliados no exame olfativo encontram-se na
Figura 27, onde se verifica que os descritores Floral e Frutado foram os mais citados nos vinhos
em estudo. Estes resultados sdo suportados pelas analises cromatograficas, dado que os ésteres,

0s alcoois superiores e 0s seus acetatos estdo presentes de forma significativa, contribuindo com
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notas frutadas para o perfil sensorial. Em contraste, os descritores Vegetal, Fruto Seco e Mineral

foram os menos encontrados. Denota-se que os vinhos apresentaram intensidades semelhantes.

As estirpes Y3, Y15, Y18 e a estirpe comercial Lalvin QA23® apresentaram os descritores
Floral e Frutado como predominantes. Contudo, a estirpe comercial Lalvin QA23¢ apresentou
esses mesmos descritores de uma forma mais acentuada do que qualquer outra estirpe. A estirpe
Y4 destacou-se, nos descritores Fruto Seco, Mineral e Vegetal, apresentando também o descritor
Floral. Em relacao a intensidade, todos os vinhos obtiveram classificacées semelhantes, a excecéo

das estirpes Y4 e Y14 que obtiveram avaliacdes inferiores.

Intensidade
3m

Intensidade
ERY

Vegetal Floral Vegetal Floral

—3

Y5
—_—5

—8

—Y10
)12
Y14
—Y15
—Y17
Y18

Mineral Frutado Mineral Frutado

Fruto Seco Fruto Seco

Figura 27 — Medianas dos valores obtidos do exame olfativo dos vinhos brancos, pelos 5 provadores.

Exame Gustativo

No que concerne ao exame gustativo teve-se em conta seis parametros: a docura, a
acidez, o amargor, a persisténcia, o equilibrio e a impressao geral. As escalas dos parametros,
eram de 0 (ndo foi identificado o descritor) a 5 (o descritor estava bastante presente). Na
Tabela 17 estdo as medianas das classificacoes dos provadores em relacao a impressao geral. Os
resultados obtidos do exame gustativo, em relacdo aos restantes parametros, encontram-se na

Figura 28.

Tabela 17 — Medianas dos valores obtidos da impressao geral do exame gustativo dos vinhos brancos, pelos 5

provadores
Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 Lalvin Y10 Y12 Y14 Y15 Y17 Y18
QA23®
Impressao
2 2 2 2 1 3 2 1 2 2 2 1
Geral
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Relativamente ao parametro da impressao geral, verifica-se que a estirpe comercial Lalvin
QA23e foi a mais apreciada por parte dos provadores, assim como no exame olfativo. As restantes
estirpes mostraram-se bastante idénticas neste parametro, mas sempre inferior ao vinho
conduzido pela estirpe comercial. Os vinhos da estirpe Y8, Y12 e Y18 foram os menos apreciados

do conjunto, obtendo uma classificacdo bastante baixa.

Persisténcia ¢

Equilibrio ) Amarpor Equilibria Amarpor

Figura 28 — Medianas dos valores obtidos do exame gustativo dos vinhos brancos, pelos 5 provadores

Pela analise da Figura 28, destacam-se os vinhos das estirpes Y10, Y12 e Y18 no descritor
Docura. Esta avaliacdo vai, em parte, ao encontro dos resultados obtidos por HPLC na
quantificacdo de acucares (ponto 4.3.1 do presente capitulo). A estirpe que apresentou maior
concentracdo de acucar foi a estirpe Y12, seguida pela estirpe Y10, e de facto no exame gustativo
destacaram-se nesse parametro. Contudo o vinho produzido pela estirpe Y18 possui uma
concentracdo de acUcares baixa, nem fazendo parte do grupo de vinhos classificados como
adamados (Y14, Y10, Y5 e Y12). A estirpe Y3 foi a Unica que apresentou uma classificacao de 1
no atributo Docura, e de facto, pela analise por HPLC era uma das estirpes que possuia uma
menor concentracao de acucares. Contudo, a estirpe comercial foi a que apresentou o valor mais

baixo, pelo que a analise sensorial nao foi concordante com a analise por HPLC.

Relativamente aos descritores Acidez e Amargor destacam-se as estirpes Y3, Y8, Y12 e
Y17 e as estirpes Y3, Y4, Y10 e Y14, respetivamente, por apresentarem valores mais elevados
nesses descritores. A nivel da acidez, as estirpes que se destacaram foram as que apresentaram
um maior valor de acidez total quantificado por FTIR (ponto 4.3.3 do presente capitulo). O amargor

dos vinhos provém essencialmente dos compostos fenolicos das uvas [26]. Contudo, o mosto
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utilizado foi sempre o mesmo, pelo que é improvavel que existam conteudos distintos de
substancias amargas. Contudo, o amargor também pode vir da oxidacdo do vinho e/ou de um
maior teor em acetaldeido. De facto, as estirpes Y3, Y4, Y5, Y10 e Y15 apresentaram um cheiro
de oxidacdo durante a prova, e a estirpe Y14 é uma das estirpes que possuiu uma concentracao

de acetaldeido acima do seu LPO (ponto 4.3.5 do presente capitulo).

Finalmente, em relacdo a Persisténcia e Equilibrio, destacaram-se as estirpes Y3, Y4,
Lalvin QA23%, Y10, Y17 e Y18 e as estirpes Y3, Y15 e Y18, respetivamente. Em relacao a
persisténcia, os resultados ndo foram muito distintos. No equilibrio destaca-se negativamente a

estirpe Y12, sendo a que obteve a menor classificacao.

Apreciacao Global

Cada vinho foi avaliado por cada provador numa escala de 0 a 20. Os resultados foram
organizados na Tabela 18, onde é possivel consultar as medianas das avaliacdes de cada vinho

produzido.

O vinho que obteve uma melhor classificacdo por parte dos provadores foi o da estirpe
comercial Lalvin QA23e, que foi avaliado com 10,0 (Suficiente). Destacou-se também a estirpe Y15
gue obteve uma nota de 9,9, bastante proximo da avaliacdo da estirpe comercial. O vinho menos
apreciado foi o da estirpe Y6, tal pode dar-se ao facto de que neste vinho era bastante evidente o
cheiro a ovos podres, influenciando a nota final do mesmo. Regra geral, os vinhos foram quase
todos classificados como mediocres, tal ja era esperado dado que as impressdes gerais nos

exames visual e gustativo foram relativamente baixas.

Tabela 18 — Medianas dos valores obtidos da nota final dos vinhos brancos, pelos 5 provadores

Lalvin
Y3 Y4 Y5 Y6 Y8 Y10 Y12 Y14 Y15 Y17 Y18
QA23®
Nota Final 8,6 7,6 7,7 6,8 8,4 10,0 7,8 7,7 7,2 9,9 7,5 8,1

A qualidade de um vinho ¢ influenciada por varios fatores, incluindo a levedura utilizada, o
mosto e as praticas de vinificacdo [2]. Dado que todos os vinhos obtiveram uma nota final baixa,
incluindo o vinho produzido pela estirpe comercial Lalvin QA23e, e as condicdes de vinificacdo
foram controladas e idénticas para todos os vinhos, tal resultado se pode dever & matéria-prima, o

mosto. O mosto utilizado neste trabalho nao era fresco, assim o que conduziu a estes resultados
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foi, provavelmente, o facto de ter sido usado mosto concentrado. No mosto de uva pode-se
considerar a existéncia de trés grupos funcionais: nutrientes, precursores de aroma e compostos
ativos nao-precursores. A acao das leveduras em muitos destes compostos é que permite a
complexa variabilidade quimica do vinho, atuando a nivel da aparéncia, aroma, sabor e sensacao
da boca [34]. Assim, apesar de as leveduras terem uma grande influéncia no resultado final, se o

mosto nao for de qualidade o vinho também nao o sera.
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Capitulo V — Conclusoes e Recomendacoes

5.1 Principais conclusoes

0 trabalho de dissertacao teve como principal objetivo avaliar a aptidao enoldgica de onze
estirpes de Saccharomyces cerevisiae previamente selecionadas. Para tal foi necessario
acompanhar a fermentacao alcoolica e analisar os vinhos produzidos. O mosto utilizado nas
fermentacdes foi sempre o mesmo, permitindo demonstrar que alterando somente a estirpe de

levedura no processo de vinificacdo, é possivel obter vinhos com diferentes perfis sensoriais.

No que diz respeito a monitorizacao das fermentacdes, destacaram-se as estirpes Y14 e a
comercial Lalvin QA23¢ pela reduzida producdo de espuma ao longo de todo o processo de
fermentacdo. Em contrapartida as estirpes Y12 e Y17 tiveram uma producdo excessiva de
espuma. Por este ponto, estas estirpes nao seriam as mais indicadas a utilizar em adegas. Em
relacdo a cinética de fermentacdo, a estirpe comercial Lalvin QA23e foi a que apresentou uma
cinética mais rapida, demorando somente 8 d. A estirpe Y14 foi a Unica capaz de a acompanhar,
dado que demorou somente mais algumas horas. A estirpe mais demorada foi a Y12, terminando
a fermentacao ao fim de 15 d. Por fim, a nivel do aroma do mosto em fermentacao, destacaram-
-se as estirpes Y3, Y6, Y10, Y14 e Y18 que apresentaram um aroma frutado durante a maior parte
do tempo de fermentacao. Também a estirpe comercial Lalvin QA23° manteve o seu aroma a fruta
citrina durante os 8 d de fermentacdo. Em contrapartida, as estirpes Y5 e Y15 foram as que mais
evidenciaram defeito a nivel sensorial, possuindo um cheiro que lembrava ovos podres durante

grande parte do tempo de fermentacao.

A maioria dos vinhos foram classificados como vinhos secos. Somente os vinhos Y5, Y10,
Y12, Y14 e Y17 foram classificados como vinhos adamados. Em relacdo ao titulo alcoométrico
voliimico, os vinhos produzidos apresentaram valores compreendidos entre 11,7 % e 13,3 %, pelas
estirpes Y15 e a comercial Lalvin QA23®, respetivamente. Concluindo, todas as estirpes foram

capazes de degradar os acucares presentes no mosto, produzindo etanol.

Os compostos 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol e o 2-feniletanol, destacaram-se na
quantificacdo dos alcoois superiores, dado que foram encontrados em todos os vinhos, com
valores acima do seu limiar de percecdo olfativa. Apesar de os primeiros estarem associados a
descritores considerados negativos, o 2-feniletanol esta relacionado a atributos agradaveis. Os

compostos volateis minoritarios, foram encontrados em concentracdes bastante semelhantes,
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relativamente a cada composto. Contudo, destacou-se o octanoato de etilo, que esteve presente
em todos os vinhos em concentracdes bastante superiores ao seu limiar de percecao olfativa,
contribuindo com um aroma frutado, fresco e doce. No entanto, destacou-se também o acido

octanoico dado que em todos os vinhos foi ultrapassado em muito o limiar de percecao olfativa.

Na analise sensorial o vinho produzido pela estirpe comercial Lalvin QA23® foi 0o mais
apreciado pelo painel de provadores. Contudo, a estirpe Y15 obteve uma classificacdo final
bastante proxima da estirpe comercial. O vinho produzido por ambas as estirpes apresentou um
perfil gustativo e olfativo semelhante. A nivel visual, todos os vinhos foram classificados como
limpidos e quase todos foram descritos com cor dourada. Por fim, destaca-se a estirpe Y17 pelo
seu perfil olfativo diferencial, dado possuir notas dos diferentes descritores analisados de forma

quase igualitaria.

Todas as estirpes demonstraram potencial enologico, dado terem capacidade de fermentar
em condicdes similares a uma adega. No entanto, a estirpe comercial Lalvin QA23e foi a mais
promissora no exame sensorial. Obteve uma cinética de fermentacdo mais rapida e uma reduzida
producdo de espuma, ao longo de toda a fermentacédo alcodlica. Apesar de a estirpe Y15 se ter
destacado no exame sensorial, obtendo resultados bem proximos da estirpe comercial, foi uma

das estirpes com uma cinética de fermentacdo mais lenta.

5.2 Recomendacoes para trabalhos futuros

De forma a complementar o estudo das estirpes seria importante avaliar a sua aptidao em
mostos tintos. Seria ainda aliciante, utilizar mostos frescos e cuja composicdo das castas fosse
detalhada, dado que cada casta possuiu carateristicas Unicas que contribuem para o perfil
sensorial. No presente trabalho, ndo foi possivel conhecer as castas presentes. Do mesmo modo,
a avaliacdo das estirpes em mostos de diferentes regides/castas iria produzir vinhos com perfis

distintos, pelo que o resultado poderia ser bem diferente do apresentado neste trabalho.

Na vinificacdo de vinhos brancos é recomendado operar entre 15 °C e 20 °C. No presente
estudo foi utilizada uma temperatura de 18 °C, mas seria interessante utilizar uma temperatura
mais baixa, dado ai ocorrer a producdo de vinhos brancos mais frutados (maior formacao de

ésteres) e mais ricos em CO, e menor perda de aromas de origem varietal.
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Parece ter existido a producao de sulfureto de hidrogénio (H.S) (odor caracteristico a ovos
podres) de forma excessiva pela estirpe Y6, sendo também notavel a sua presenca noutros vinhos,
contudo de forma menos significativa. Seria recompensador fazer a quantificacao deste composto,
de modo a selecionar estirpes de S. cerevisiae que nao o produzam durante a fermentacéo
alcodlica ou que produzam numa concentracdo inferior ao seu limiar de percecao olfativa, de

forma a nao sobressair o aroma a “ovos podres” nos vinhos produzidos.

Dado a solubilidade do &cido tartarico, recomenda-se que, sempre que possivel, as
analises fisico-quimicas sejam feitas sem a congelacao, ou seja, analisar assim que se recolherem

as amostras de vinho.

97



V - Conclusdes e Recomendacdes

98



Referéncias Bibliograficas

Referéncias Bibliograficas

[1]

[2]

3]

[4]

[5]
[6]
[7]
(8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

S. C. Rasmussen, “7he Quest for Aqua Vitae — The History and Chemistry of Alcohol from
Antiquity to the Middle Ages,” Springer Briefs in Molecular Scienca — History of Chemistry,
Londres, pp. 23, 2014.

M. Ciani, F. Comitini, |. Mannazzu & P. Domizio, “ Controlled mixed culture fermentation: A
new perspective on the use of non-Saccharomyces yeasts in winemaking' FEMS Yeast
Research, vol. 10, n. 2, pp. 123-133, 2010.

Regulamento (CE) N.° 479/2008 do Conselho de 29 de Abril de 2008, “Conselho da Unido
Europeia,” Jornal Oficial da Unido Europeia, vol. 148, pp. 42-46, 2008.

R. S. Jackson, “Wine Science - Principles and Applications,” Oxford, 3= Edicdo, Reino Unido,
2008.

Vinalia, pagina WEB http://www.vinalia.com.pt/. Consultada em 17/10/2017.
Yeast Wine, pagina WEB http://www.yeastwine.com/. Consultada em 18/10/2017.
R. Jackson, “Wine Tasting - A Professional Handbook,"Elsevier, California (USA), 2002.

A. R. S. Rosado, “Evolucdo de Pardmetros Fisicos, Quimicos e Controlo Microbioldgico em
Vinhos Brancos e Tintos da Adega Cooperativa de Palmela,” Tese de Mestrado em
Tecnologia e Seguranca Alimentar, Faculdade de Ciéncia e Tecnologia - Universidade Nova
de Lisbhoa, 2013.

C. S. F. Peixoto, “Producdo de compostos de enxofre por bactérias laticas do vinho durante
a fermentacdo maloldtica,” Tese de Mestrado em Microbiologia Aplicada, Universidade
Catélica Portuguesa - Escola Superior de Biotecnologia, 2012.

I. S. Pretorius, T. J. van der Westhuizen & O. P. H. Augustyn, “Yeast Biodiversity in
Vineyards and Wineries and Its Importance to the South African Wine Industry.,” South
African Journal of Enology and Viticulture, vol. 20, n. 2, pp. 61-75, 1999.

L. D. Avila & C. E. Daudt, “/nducao da fermentacdo maloldctica em vinho Gewtirztraminer,”
Ciéncia Rural, Santa Maria, vol. 27, n. 2, pp. 331-336, 1997.

A. Inés, T. Tenreiro, R. Tenreiro & A. Mendes-Faia, “Revisdo: As bactérias do dcido ldctico
do vinho - Parte /" Ciencia e Téc. Vitiv., vol. 23, n. 2, pp. 81-96, 2008.

F. Zamora, “Wine Chemistry and Biochemistry — Chapter 1. Biochemistry of Alcoholic
Fermentation,” Springer, Nova lorque (USA), pp. 16-26, 2009.

Universidade de Adelaide, “Curso Online - World of Wine: From Grape to Glass.”, pagina
WEB https://www.edx.org/course/world-wine-grape-glass-adelaidex-wine101x-2.
Consultado a 22/01/2017.

P. Riberéau-Gayon, D. Dubourdieu, B. Donéche & A. Lonvaud, “Hanbook of enology. Vol. 1.
The Microbiology of Wine and Vinification,” Jonh Wiley & Sons, Ltd, Reino Unido, 2006.

L. Spadari, “/nfluéncia da Cepa de Levedura na Composicdo de Vinhos Espumantes
elaborados pelo Método Tradicional” Tese de Mestrado em Biotecnologias e Gestao
Vitivinicolas. Universidade de Caxias do Sul, Rio de Janeiro, 2013.

99



Referéncias Bibliograficas

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

100

J. T. Pronk, H. Y. Steensma & J. P. van Dijken, “Pyruvate Metabolism in Saccharomyces
cerevisiae,” Jonh Wiley & Sons, Ltd, vol. 12, pp. 1607-1633, 1996.

C. Navarre, “Enologia - Técnicas de Producdo do Vinho,” Publicacdes Europa-América,
LDA., 1997.

C. S. Souza, “Avaliacdo da producdo de etanol em temperaturas elevadas por um linhagem
de S. cerevisiae,” Tese de Doutoramento em Biotecnologia. Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2009.

M. V. Moreno-Arribas & M. C. Polo, “Winemaking biochemistry and microbiology: current
knowledge and future trends,” Critical Reviews in Food science and Nutrition, vol. 45, n. 4
pp. 265-286, Madrid, 2005.

L. C. M. Neves, “Obfencdo da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase utilizando
Saccharomyces cerevisiae W3033-181," Tese de Mestrado em Tecnologia Bioquimica-
Farmacéutica, Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, 2003.

A. S. M. Miguel, “Producdo de glicose-6-fosfato desidrogenase de Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificada através de processo descontinuo alimentado,” Tese
de Doutoramento em Tecnologia Bioguimica-Farmacéutica, Universidade de Sao Paulo -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas., 2006.

V. Jiranek, P. Langridge & P. A. Henschke, “Amino acid and ammonium utilization by
Saccharomyces cerevisiae wine yeast from a chemically defined medium,” American
Journal of Enology and Viticulture, vol. 46, pp. 75-83, 1995.

C. Flanzy, “Enologia: Fundamentos Cientificos y tecnoldgicos’, Mundi Prensa, 2% Edicao,
Madrid, 2003.

M. F. C. Lopes, “Comportamento fermentativo de cinco estirpes autdctones de
Saccharomyces cerevisiae em vinificacao - estudo a escala piloto,” Tese de Mestrado em
Engenharia Biologica, Universidade do Minho, 2014.

A. Querol, M. T. Fernandez-Espinar, M. Del Olmo, & E. Barrio, “Adaptive evolution of wine
yeast" Internacional Journal of Food Microbiology, vol. 11, n. 4, pp. 339-356, 2003.

A. M. Bortoletto, A. R. Alcarde, C. Carazzato, J. A. Mendonca & J. A. S. Filho, “Producdo de
Vinho de Qualidade,” Casa do Produtor, Sdo Paulo, 2015.

M. J. Torija, N. Rozes, M. Poblet, J. M. Guillamon & A. Mas, “Effects of fermentation
temperature on the strain population of Saccharomyces cerevisiae,” International Journal of
Food Microbiology, vol. 80, n. 1, pp. 47-53, 2003.

I. Sa-Correia & N. Van Uden, “ Temperature profiles of ethanol tolerance: Effects on ethanol
on the minimum and maximum temperatures for growrh of the yeasts Saccharomyces
cerevisiae and Kluyveromyces fragilis,” Biotechnology anda Bioenggineering, vol. 25,
pp. 1665, 1983.

T. Klein, “Avaliacdo de aromas caracteristicos produzidos por diferentes leveduras
comercials inoculadas no mosto da CV. Chardonnay,” Tese de Mestrado em Tecnologia em
Viticultura e Enologia, Bento Goncalves, 2006.



Referéncias Bibliograficas

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]

P. Ribéreau-Gayon, Y. Glories, A. Maujean, & D. Dubourdieu, “Handbook of Enology,
Volume 2. The Chemistry of Wine. Stabilization and Treatments,” Jonh Wiley & Sons, Ltd,
2.% Edicao, Reino Unido, 2006.

C. Steckelberg, “Caracterizacdo de leveduras de processos de fermentacdo alcodlica
utilizando  atributos de composicdo celular e caracteristicas cinéticas,” Tese de
Douturamento em Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo,
2001.

M. V. Moreno-Arribas & M. C. Polo, “Wine chemistry and biochemistry,” Springer, Madrid,
2009.

S. Sartor, “Caracterizacdo quimica de uvas e vinhos Goethe produzidos na regido de
Urussanga-Santa Catarina,” Tese de Mestrados em Ciéncias dos Alimentos, Universidade
Federal de Santa Catarina , Floriandpolis, 2009.

J. M. M. Oliveira, “Aromas Varietais e de Fermentacdo Determinantes da Tipicidade das
Castas Loureiro e Alvarinho,” Tese de Doutoramento em em Engenharia Quimica e
Biologica, Universidade do Minho, 2000.

Regulamento (CE) N.° 607/2009 do Conselho de 14 de Julho de 2009, “Conselho da Unido
Europeia,” Jornal Oficial da Unido Europeia, vol. 193, pp. 131, 2009.

IVV, pagina WEB http:// http://www.ivww.min-agricultura.pt/np4/np4/89/. Consultado em
12 de Maio de 2017 .

J. H. Swieger, E. J. Bartowsky, P. A. Henschke & I. S. Pretorius, “Yeast and bacterial
modulation of wine aroma and flavour,” Australian Journal of Grape and Wine Research,
vol. 11, n. 2, pp. 139-173, 2005.

L. A. Rizzon, A. Miele & J. Meneguzzo, “Avaliacdo da uva cv. Isabel para a elaboracdo de
vinho tinfo, ” Ciéncia e Tecnologia Alimentar, vol. 20, n. 1, pp. 115-121, 2000.

M. D. C. A. Souza, “/dentificacdo, quantificacdo e comparacdo das sustancias quimicas
responsaveis pelos aromas da cachaca de alambique e do rum comercial tratados pelo
processo de irradiacdo,” Tese de Doutoramente em Ciéncias e Tecnologia Nuclear,
Universidade de Sao Paulo, 2006.

T. G. Stidwell, “7he use of enzymes for increased aroma formation in wine by,” Tese de
Mestrado em Ciéncias, Uiversidade de Stellenbosch, Africa do Sul, 2001.

Regulamento (CE) N.° 606/2009 do Conselho de 10 de Julho de 2009, “Conselho da
Unigo Europeia,” Jornal Oficial da Unido Europeia, vol. 193, pp. 48, 2009.

M. J. Cabrita, J. R. Silva & O. Kaureno, “Os compostos polifendlicos das uvas e dos vinhos”,
| Seminario Internacional de Vitivinicultura, Instituto Superior de Agronomia, Universidade
Técnica de Lisboa.

A. D. Cardoso, “O Vinho - Da Uva & Garrafa,” Editora Ancora, Coimbra, 2007.

C. Garcia-Jares, S. Garcia-Martin & R. Cela-Torrijos, “Analysis of some highly volatile
compounds of wine by means of purge and cold trapping injector capillary gas
chromatography. Application to the differentiation of rias Baixas Spanish white wines,”
Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 43, pp. 764, 1995.

101



Referéncias Bibliograficas

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]
[54]

[59]

[56]

[57]

[58]

[59]

102

M. P. Marti, M. Mestres, C. Sala, O. Busto & J. Guash, “Solid-phase microextraction and
gas chromatography olfactometry analysis of successively diluted samples. A new approach
of the aroma extract dilution analysis applied fo the characterization of wine aroma,”
Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 57, n. 27 pp. 786, 2003.

Z. Genisheva, “Caracterizacao aromaltica varietal das castas brancas recomendadas para a
producdo de vinho verde,” Tese de Mestrado em Engenharia Bioldgica. Universidade do
Minho, 2007.

M. Ciani & F. Comitini, “Mon-Saccharomyces wine yeasts have a promising role in
biotechnological approaches to winemaking,” Annals of Microbiology, vol. 61, n. 1, pp. 25—
32,2011.

A. Couto, P. Gurak, C. Chiappini, M. Zanus, G. Silva, & S. Leite, “£Elaboracdo de vinho em
culturas mistas de leveduras nao-Saccharomyces isoladas de Jaca (Arthocarpus
heterophyllus LAM) e Saccharomyces cerevisiae: Avaliacées quimica e sensorial,” Revista
Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, vol. 5, n. 2, pp. 500-515, Parana, 2011.

L. F. Bisson, “7he Biotechnology of Wine Yeast" Food Biotechnology, vol. 18, n. 1, pp. 63—
96, 2004.

M. Combina, A. Elia, L. Mercado, C. Catania, A. Ganga & C. Martinez, “Dynamics of
Indigenous yeast populations during spontaneous fermentation of wines from Mendoza,
Argentina,” International Journal of Food Microbiology, vol. 99, n. 3, pp. 237-243, 2005.

P. Romano, C. Fiore, M. Paraggio, M. Caruso & A. Capece, “ Function of yeast species and
strains in wine flavour,” Internacional Journal of Food Microbiology, vol. 86, n. 1-2, pp.
169-180, 2003.

W. F. C. Ferreira & J. C. F. Sousa, “Microbiologia”, LIDEL, pp. 80-97, 1998.

M. Pelczar, R. Reid & E. C. S. Chan, “Microbiologia: Conceitos e Aplicacées, Volume 17,
Pearson, Brasil, 1996.

I. S. Pretorius & F. F. Bauer, “Meeting the consumer challenge through genetically
customized wine-yeast strains,” Trends in Biotechnology, vol. 20, n. 10, pp. 426-432,
2002.

D. R. da S. McGuire, “Seleccdo e caracterizacdo de leveduras ‘starter’ a partir de
populacdes autoctones de mosto,” Tese de Mestrado em Microbiologia Aplicada,
Departamento de Biologia Vegetal, Universidade de Lisboa, 2010.

E. Vieira, J. Neves, R. Machado, P. Silva, A. Gomes, S. Sousa, P. Ramos, F. Aemao, M.
Lima, . Araudjo, F. Duarte, A. Santos, M. Casal & D. Schuller, “A coleccao de estirpes
autdéctones de Saccharomyces cerevisiae das principais regides vitivinicolas Portuguesas,”
VIII Simpoésio de Vitivinicultura do Alentejo, Evora, pp. 1-8, 2010.

A. D. M. Silva, “Uso de Carboximetilcelulose na Estabilizacdo Tartarica de Vinhos Verdes,”
Tese de Mestrado em Engenharia Bioldgica, Universidade do Minho, 2014.

FOSS, “OenoFoss™ — Instant quality conrol throughout the winemaking process’, pagina
WEB: https://www.fossanalytics.com/en. Consultadoa 11/10/2017



Referéncias Bibliograficas

[60]

[61]

[62]

[63]
[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

J.  Rodrigues, “Espectroscopia de Infravermelhos  (FTIR)"  Pagina  WEB:
http://www.fciencias.com/2014/11/13/espectroscopia-de-infravermelhos-ftilaboratorio-
online/. Consultadoa 11/10/2017.

R. B. Chust, “Introducdo Cromatografia de Liquidos,” Boletim SPQ, vol. 39, pp. 43-54,
1990.

E. P. Tessaro, “Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - GC-MS."
Tese de Mestrado em Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, S&o
Paulo, pp. 1-78.

ISO 5492:1992, “International Standard: Sensory analysis - vocabulary.” 1992.

ISO 6658:2005, “/nternational Standard ISO - Sensory analysis - Methodology - General
guindance.”, 2005.

S. E. Kemp, T. Hollowood, & J. Hort, “Sensory Evaluation - A Pratical Handbook,” Jonh
Wiley & Sons, 1.7 Edicdo, 2009.

E. Peynaud, “£Enologia Pratica - Conocimiento y Elaboracion del Vino,” Ediciones Mundi-
Prensa, 3.? Edicdo, Madrid, 1989.

M. E. G. Vieira, “Estirpe de Saccharomyces cerevisiae WO 2013153540 A1,” Yeast Wine -
Wine Solutions Lda., Patente, 2013.

J. M. Oliveira, M. Faria, F. Sa, F. Barros & I. M. Araujo, “Cé-alcohols as varietal markers for
assessment of wine origin,” Analytica Chimica Acta, vol. 563, no 1-2, pp. 300-309, 2006.

Z. Genisheva, M. Vilanova, S. |. Mussatto, J. A. Teixeira & J. M. Oliveira, “Consecutive
alcoholic fermentations of white grape musts with yeasts immobilized on grape skins -
Effect of biocatalyst storage and SO2 concentration on wine characteristics,” LWT - Food
Science and Technology, vol. 59, pp. 1114-1122, 2014.

W. F. Duarte et al., “Raspberry (Rubus idaeus L.) wine. Yeast selection, sensory evaluation
and instrumental analysis of volatile and other compounds,” Food Research International,
vol. 43, n. 9, pp. 2303-2314, 2010.

S. Marsit & S. Dequin, “Diversity and adaptive evolution of Saccharomyces wine yeast: a
review,” FEMS, Journals investing in science, Edicdo de Julho, pp. 1-12, 2015.

M. Ugliano, P. A. Henschke, M. J. Herderich & I. S. Pretorius, “ Nitrogen management is
critical for wine flavour and style,” Australian and New Zealand Wine Industry Journal,
vol. 22, n. 6, pp. 24-30, 2007.

J. Meneguzzo, L. A. Rizzon, A. Miele & M. A. Z. Ayub, “Efeifo de Botrytis cinerea na
composicdo do vinho gewdrztraminer,” Ciencia e Tecnologia de Alimentos, vol. 26, n. 3,
pp. b27-532, 2006.

F. D. O. N. Tomaz, “Estudo da evolucdo dos compostos da uva ao longo da maturacdo em
clima semi-grido,” Tese de Mestrado em Viticultura e Enologia, Faculdade de Ciéncias,
Universidade do Porto, 2013.

N. A. Bokulich & C. W. Bamforth, “ 7he Microbiology of Malting and Brewing,” Microbiology
and Molecular Biology Reviews, vol. 2, n. 77, pp. 157-172, 2013.

103



Referéncias Bibliograficas

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

104

Regulamento (CE) N.° 491/2009 do Conselho de 25 de Maio de 2009, “Conselho da Unido
Europeia,” Jornal Oficial da Unido Europeia, vol. 154, pp. 39, 2009.

D. Delanoe, C. Maillard & D. Maisondieu, “O vinho - da andélise a elaboracdo,” Publicacdes
Europa-América, Portugal, 1987.

H. Guth, “Quantitation and Sensory Studies of Character Impact Odorants of Different White
Wine Varieties,” Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 45, n. 8, pp. 3027-3032,
1997.

A. Escudero, B. Gogorza, M. A. Melus, N. Ortin, J. Cacho & V. Ferreira, “ Characterization of
the Aroma of a Wine from Maccabeo. Key Role Played by Compounds with Low Odor
Activity Values,” Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 52, n. 11, pp. 3516- -
3524, 2004.

L. A. Rizzon & V. M. A. Sganzerla, “Acidos tartdrico e mélico no mosto de uva em Bento
Gongcalves-RS,” Ciéncia Rural, vol. 37, n. 3, pp. 911-914, 2007.

J. A. Moreno, L. Zea, L. Moyano & M. Medina, “Aroma compounds as markers of the
changes in sherry wines subjected to biological ageing,” Food Control, vol. 16, n. 4, pp.
333-338, 2005.

T. Siebert, H. Smyth, D. Capone, C. Neuwohner, K. Pardon, G. Shouroumounis, M.
Herderich, M. Sefton & A. Pollnitz, “Stable isofope dilution analysis of wine fermentation
proaucts by HS-SPME-GC-MS.,” Anal Bional Chemistry, vol. 381, n. 4, pp. 937-947, 2005.

L. Culleré, A. Escudero, J. Cacho & V. Ferreira, “Gas chromatography-olfactometry and
chemical quantitative study of the aroma of six premium quality spanish aged red wines.,"
Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 52, n. 6, pp. 1653-1660, 2004.

M. Czerny, M. Christlbauer, M. Christlbauer & P. Schierberle, “Re-investigation on odour
thresholds of key food aroma compounds and development of an aroma language based on
odour qualities of defined aqueous odorant solutions” European Food Research and
Technology, vol. 228, n. 2, pp. 265-273, 2008.

M. R. Vlinana, J. M. Oliveira, J. A. Teixeira & W. G. Venturini Filho, “Characterization of
Brazilian Table Wines from American Varieties,” XXXXIV World Congress of Vine and Wine -
Wine Construction, Edicdo de Junho, pp. 20-27, 2011.

V. Ferreira, R. Lopez & J. F. Cacho, “Quantitative determination of the odoorants of young
red wines from different grape varieties. An assessment of their sensory role,” Journal of
the Science of Food and Agriculture, vol. 80, n. 11, pp. 1659-1667, 2000.

M. Vilanova, Z. Genisheva, M. Grana & J. M. Oliveira, “ Determination of odorants in varietal
wines from international grape cultivars (Vitis vinifera) grown in NW Spain,” South African
Journal of Enology and Viticulture, vol. 34, n. 2, pp. 212-222, 2013.

OV - Organizacdo  Internacional da  Vinha e do Vinho. Pagina
web: http://www.oiv.int/en/technical-standards-and-documents/oenological-
practices/ maximum-acceptable-limits, consultada em 07/10/2017.

J. H. Swieger, E. J. Bartowsky, P. A. Henschke & |. S. Pretorius, “Yeast and bacterial
modulation of wine aroma and flavour,” Australian Journal of Grape and Wine Research,
vol. 11, n. 2, pp. 139-173, 2005.



Referéncias Bibliograficas

[90]

[91]

J. N. Boidron, P. Chatonned & M. Pons, “/nfluence du bois sur certaines substances
odorantes des vins,” Connaissance de la vigne et du vin, vol. 22, n. 4, pp. 275-294, 1988.

F. Vararu, J. Moreno-Garcia, C. Zamfir, V. V. Cotea & J. Moreno, “Sefection of aroma
compounds for the differentiation of wines obtained by fermenting musts with starter
cultures of commercial yeast strains’ Food Chemistry, vol. 197, pp. 373-381, 2016.

105



Referéncias Bibliograficas

106



Anexos

Anexos

A — Resultados da monitorizacao da fermentacao alcodlica

fermentacao ao longo do tempo, relativamente a cada estirpe.

A Figura A.1 apresenta os graficos da variacdo da massa volumica dos mostos em
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Figura A.1 - Perfil da variacdo da massa volumica (p) e respetivo erro associado (p = 0,05), ao longo do tempo de

fermentacéo (Z), relativamente a cada estirpe.
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Figura A.1 - Perfil da variagdo da massa volumica (p) e respetivo erro associado (p = 0,05), ao longo do tempo de

fermentacéo (¢), relativamente a cada estirpe. (Continuacéo).

A Figura A.2 apresenta os perfis da variacdo da concentracdo dos acuUcares

fermentesciveis (glucose + frutose) e do valor de 74V em funcdo do tempo de fermentacéo.
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Figura A.2 — Variacdo da concentracdo de glucose + frutose (C,...) e do titulo alcoométrico volumico (7A4V),

quantificados por FTIR, em funcao do tempo de fermentacao (#), associado ao respetivo erro (p = 0,05), relativamente

a cada estirpe.
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Figura A.2 — Variacdo da concentracdo de glucose + frutose (C,...) e do titulo alcoométrico volumico (7A4V),
quantificados por FTIR, em funcéo do tempo de fermentacéo (#), associado ao respetivo erro (p = 0,05), relativamente

a cada estirpe. (Continuacéo).
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Anexos

B — Retas de calibracao — HPLC

Para cada componente quantificado por HPLC foi necessario fazer uma curva de
calibracdo. Na Tabela B.1 seguem-se as retas de calibracdo obtidas a partir da construcao das
curvas de calibracao relativamente a cada componente, que foram necessarias para o doseamento

dos diferentes constituintes do vinho.

Tabela B.1 — Curvas de calibracéo, que relacionam a area do pico cromatografico (4) com a concentracéo ((), com

um intervalo de confianca de 95 %, com o respetivo coeficiente de determinacao (/) e limites usados

Composto Reta de Calibracao R? Limites
Glucose A (1226,8 + 113,2) x Gou _ (551,8+1069,8)  0,9956  Og/Lal56g/L
mV s 1 1 g/l_ 1 ’ 1 1
Frutose A (1206,7 + 137,4) x G _ (613,0 + 1280,1) 0,9933 0g/Lalbsdg/l
mV's g/L ' '
Etanol i=(3367+428)><@ — (769,3 + 1432,7) 0,9948 Og/Labb2g/L
Vs x4l /L O * ) ' g 1z 8
Glicerol i =(832,9 +52,4) x @ — (80,1 £161,5) 0,9979 Og/Lab1g/L
mV s H ’ g/L 1 1 1 1
- - A CACA Citrico
Acido Citrico —— =(366,2 +357,1) x ———— — (70,9 £ 117,2) 0,9951 Og/La0,5g/L
mVs g/L
- L Che. Tartarico
Acido Tartarico v (4989,4 + 480,3) x gL (322,5+761,5) 0,9952 Og/La26g/L
Acido Malico A (1964,3 + 86,1) x Ghe wateo _ (36,4+79,1)  0,9990 0g/Lalbg/lL
mV's g/L ' '
o . A CAC. Succinico
Acido Succinico v (1555,3 + 150,5) x oL (24,8 +48,3)  0,9952 0g/La0,5g/L
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