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RESUMO

A cepa de levedura exerce um papel importante na qualidade final de
um vinho, uma vez que é ela a responséavel pela transformacdo do mosto
em vinho. O Vale do Submédio Sao Francisco é uma das regides mais
promissoras na producdo de vinho no Brasil, estando localizada nos
estados da Bahia e Pernambuco. O uso de leveduras selecionadas é uma
pratica comum na regido, porém, ainda é desconhecido se a regido pode
produzir vinhos por fermentacdo espontanea, atraveés de leveduras
selvagens, produzindo um produto com propriedades especificas que
caracterize a regido. Baseado nessas informacoes, este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia da cepa de levedura nas caracteristicas
fisico-quimica, volateis, fenolicas e sensoriais dos vinhos da cv. Syrah
cultivada nessa regido. Foram elaborados 5 (cinco) vinhos tintos, 1 (um)
conduzido por leveduras selvagens (LS) e os demais com cepas
comerciais (A350®; A796®; MCRIO®; e MPDM®). A curva de
fermentacéo alcodlica obtida a partir do vinho elaborado com leveduras
selvagens apresentou fermentagdo alcodlica mais lenta quando
comparada com as cepas de leveduras comerciais estudadas. A
composigdo fisico-quimica de todos os vinhos elaborados apresentaram
valores dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira.
Observando a composi¢do volatil dos vinhos, constatou-se a grande
influéncia da cepa de levedura na formagdo aromatica dos vinhos. O
vinho fermentado com leveduras selvagens se destacou entre 0s
compostos aromaticos por apresentar a maior concentragao de acetato de
isoamila, acetato de feniletina, acetato de etila, acido isobutirico e 2-
metil-propanol, valores bem mais elevados do encontrado nas outras
cepas. Na composicdo fendlica dos vinhos foi possivel observar que a
cepa LS se destacou apresentando, de uma maneira geral, maiores teores
de fendlicos em seus vinhos com destaque para a delfinidina, a
peonidina, a malvidina e a catequina. Apesar do fraco desempenho da
cinética fermentativa, o uso de leveduras selvagens deve ser considerado
quando se pensar em elaborar um vinho com caracteristicas regionais.

Palavras-chave: Vitis vinifera L.; Uvas; Vinhos tropicais; Leveduras;
Compostos volateis. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

The yeast strain has an important role in the final quality of the wine,
since it is responsible for transforming must into wine. The Lower-
middle Sdo Francisco Valley is one of the most promising regions in
wine production in Brazil, being located in the states of Bahia and
Pernambuco. The use of select yeast is a common practice in the region,
however, it is still unknown if the region can produce wines by
spontaneous fermentation, through wild yeast, producing a product with
specific properties that characterize the region. Based on this
information, this study aimed to evaluate the influence of yeast strain on
the physicochemical, volatile, phenolic and sensory characteristics of the
wines from cv. Syrah grown in this region. In order to conduct this
study, 5 (five) red wines were elaborated, 1 (one) conducted by wild
yeasts and the others with commercial strains (A350®; A796®;
MCRIO®; and MPDM®). The curve obtained from the alcoholic
fermentation of the wine made with the wild yeast showed a slower
fermentation when compared with commercial yeast strains studied. The
physicochemical composition of all wines elaborated presented values
within the standards established by the Brazilian legislation. Observing
the volatile composition of the wines, it was observed the great
influence of yeast strain in the formation of aromatic wines. The wine
fermented by wild yeast stood out among the aromatic compounds for
presenting the highest concentration of isoamyl acetate, phenylethyl
acetate, ethyl acetate, isobutyric acid and 2-methyl-propanol, values
well above those found in other strains. In the phenolic composition of
wines it was observed that the wild yeast strain stood presenting, in
general, higher levels of phenolics in their wines, highlighting the
delphinidin, peonidin to the catechin and malvidin. Despite the poor
performance of the fermentation kinetics, the use of wild yeast should be
considered when thinking about preparing a wine with regional
characteristics.

Keywords: Vitis vinifera L.; Grapes; Tropical wines; Yeasts; Volatile
compounds; Phenolic Compounds; Phenolic compounds
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1 INTRODUCAO

A regido do Vale do Sdo Francisco estd situada no trdpico
semiarido brasileiro, em latitude 9°S, longitude 40°W e altitude ao redor
de 350 m. Apresenta indicadores climaticos médios de 500 mm de
precipitacdo, concentrada entre dezembro e margo, temperatura de 26°C
e 50% de umidade relativa do ar. E a principal regido vitivinicola
tropical brasileira, com cerca de 10.500 hectares de vinhedos,
distribuidos nos Estados de Pernambuco e Bahia. Atualmente estima-se
a existéncia de uma area de 500 hectares de parreirais que déo origem a
aproximadamente, 7 milhdes de litros de vinho/ano, sendo 80% vinho
tinto e 20% branco. Estudos avancados voltados ao zoneamento
vitivinicola da regido indicam o potencial de cultivares adaptadas as
condi¢Bes locais e aptas a contribuir para a tipicidade dos produtos
vitivinicolas regional (IBRAVIN, 2013). O Quadro 1 apresenta dados da
area plantada de videiras no Brasil.

Quadro 1 - Area plantada de videiras no Brasil, em hectares.

Estado/Ano 2008 2009 2010 2011
Pernambuco 7.083 7.104 8.801 6.963
Bahia 4,376 3.724 3.273 2.762
Minas Gerais 911 854 853 785
Séo Paulo 10.717 9.750 9.750 9.750
Parana 5.800 5.800 5.800 6.000
Santa Catarina 4,836 4,937 5.052 5.009
Rio Grande do Sul 49.819 50.415 50.389 50.646

Fonte: IBGE, 2012.

Com uma boa adaptacdo das principais cultivares de uvas
utilizadas na elaboracdo dos melhores vinhos das principais regifes
viniferas do mundo, essa regido vem especializando-se em vinhos
finos, entre os quais se destacam: Syrah Tempranillo, Cabernet
Sauvignon, Chenin Blanc, Moscato Canelli, além de uma variedade de
espumantes, entre eles os moscatéis. Para a producdo de vinhos de
qualidade, é necessario, além da escolha de préaticas enoldgicas
adequadas, utilizar uvas maduras e sds, como também empregar
linhagens de leveduras adequadas. Com isso, 0s microrganismos
exercem um papel importante na obtencdo de um produto de
qualidade, uma vez que sdo eles os principais agentes de
transformacgdo do mosto em vinho.
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O processo de fermentacdo é a etapa essencial da transformacéo
da uva e do mosto em vinho. Nesta etapa ocorrem duas transformacdes
bioldgicas: as fermentacdes, alcodlica e malolatica. Na primeira,
comum a todos os vinhos, ocorre a transformacdo dos agucares em
alcool e produtos secundarios pela levedura enquanto que a segunda se
caracteriza pela degradagdo do &cido malico em latico, reduzindo a
acidez do vinho, aumentando a estabilidade e complexidade dos
aromas.

Nos estudos sobre vinhos, Pasteur escreveu em 1876: “A
qualidade do vinho depende, em grande parte, da natureza especifica
das leveduras que se desenvolvem durante a fermentagdo dos mostos.
Podemos pensar que se submetermos um mesmo mosto a agdo de
leveduras distintas obteriamos vinhos de natureza distinta” (LEPE &
LEAL, 2004).

A uva é a matéria-prima da elaboracdo de vinho e fonte
primaria de leveduras responsaveis pela fermentagdo alcodlica. A
qualidade da uva é determinada, sobretudo pelo clima. As
propriedades fisioldgicas da videira, como plantas do clima temperado,
e interacdo destas com as condicOes climaticas da regido resultam em
uma situacao especial que confere qualidade as uvas de vinificagdo na
regido do Vale do S&o Francisco (SOARES & LEAO, 2009).

O emprego de leveduras selecionadas, com caracteristicas
proprias para a producdo de diferentes tipos de vinho ou espumante,
oferece uma série de vantagens, tais como: fermentacdo completa e
regular, maior produgdo em &lcool, producdo controlada de acidez
volatil, possibilidade de uma clarificacdo mais rapida do vinho e
melhoria da sua estabilidade biolégica. Com leveduras selecionadas
torna-se possivel a obtencdo, de ano para ano, de produtos mais
uniformes, sendo as pequenas variacdes devidas a oscilacdo qualitativa
do mosto conforme as condicBes climaticas que caracterizam o0s
diversos anos (SILVA & SILVA, 1987).

Adicionalmente, ao aroma proveniente das uvas, a fracdo volatil
dos vinhos é bastante complexa, devido principalmente a fermentacéao,
que envolve uma série de reacBes bioguimicas que originam diversos
compostos com potencial odorifero, e também ao envelhecimento. Ja
foram identificados mais de 800 volateis em vinhos, cujas
concentragGes vado desde nanogramas a miligramas por litro. Ainda
assim, a concentracdo destes compostos deve estar acima do limite de
deteccdo para que eles sejam capazes de promover impacto sobre o
aroma do vinho. Podem também ocorrer efeitos sinergéticos e
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antagbnicos entre as estruturas dos volateis aumentando seu potencial
odorifero na bebida (BAYONOVE, 2000).

Segundo Girard (2004), a maior parte dos compostos aromaticos
provéem da pelicula da uva e é através da maceracéo que é difundida no
vinho onde s&o protegidos pela presenca do &lcool. A maceragdo € a
etapa fundamental para a qualidade aromatica dos vinhos elaborados. Da
mesma forma, a levedura e bactérias laticas também sdo responsaveis
pela formagdo de multiplos compostos aromaticos procedentes de seu
metabolismo ou da degradagdo de suas células.

As diferengas entre os tipos e estilos de vinhos se devem, em
grande parte, a concentracdo e composicdo dos polifendis. Desde os
vinhedos até sua elaboracéo e envelhecimento é necessario o controle
da composigéo fendlica para garantir a qualidade do produto final. Os
fendis sdo responsaveis pela cor dos vinhos tintos, por sua estrutura,
adstringéncia e amargor, e contribuem para o perfil aromético. O
conteddo relativo de compostos fenélicos varia de acordo com a
cultivar podendo ocorrer diferencas devido a diversos fatores
edafoclimaticos, como as diferencas de temperatura, de irrigacéo, de
intensidade de luz, composic¢do do solo, entre outros (AMERINE, et
al., 1987; CANTOS, et al., 2002). Assim como 0S COMPOStos
aromaticos, Kovac et. al. (1992) afirmam que o longo contato com a
casca durante a vinificacdo, a temperatura, a presenca das sementes e,
as vezes, do engaco e de enzimas, sdo fatores que tem grande
influéncia na extracdo dos fenolicos durante a fermentacdo do mosto.

A fermentacéo espontanea do vinho é um processo complexo que
da origem a diferentes compostos que definem a qualidade do produto.
O processo de fermentacdo pode ser conduzido por leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, sendo que o papel de diferentes
linhagens de ndo-Saccharomyces na fermentacdo tem sido estudado
(FLEET, 2003).

A uma busca constante por produtos de qualidade, tipicidade, e
uma identidade regional é um desafio tecnolégico para o setor
vitivinicola mundial, em um mercado globalizado, com alta exigéncia
dos consumidores e a preocupacdo com a sustentabilidade ambiental
(FLEET, 2008).

Sabendo-se que os compostos aromaticos e polifendlicos de um
vinho podem ter sua origem ligada a uva e aos processos tecnolégicos
utilizados em sua elaboracdo e, considerando os poucos estudos e a
grande representatividade da regido do Vale do Sdo Francisco na
producdo de vinhos no Brasil, este estudo propde uma avaliacdo da
atividade das leveduras na formacao dos aromas e polifendis dos vinhos,
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contribuindo para o conhecimento e caracterizacdo da producdo
vitivinicola da regido.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Auvaliar a influéncia da cepa de levedura na composicao fendlica
e aromatica de vinhos da cv. Syrah no Vale do Submédio S&o Francisco.

1.1.2 Objetivos Especificos

Determinar a composi¢ao aroméatica do vinho a partir da cepa de
levedura utilizada;

Determinar a composicdo fendlica do vinho a partir da cepa de
levedura utilizada;

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO DA PRODUGAO DE UVA E VINHO NO VALE DO
SAO FRANCISCO

A vitivinicultura é uma atividade econdmica difundida por varios
paises, sendo que os mais importantes estdo localizados em regides de
clima temperado. A videira adaptou-se pouco a pouco a diversas regides
do globo terrestre e sua difusdo ocorreu em duas principais direcdes:
uma américo-asiatica e outra euro-asiatica, originando, respectivamente,
as cultivares de uvas chamadas americanas e as cultivares chamadas de
européias ou Vitis vinifera SOUZA (1996).

Em 1535, a videira foi introduzida nos estados de Pernambuco e
Bahia por meio de uma expedicdo de Duarte Coelho, sendo inicialmente
cultivada na ilha de Itamaraca. A interiorizacdo da cultura ocorreu
apenas no final do século XIX, quando se estabeleceram as primeiras
unidades de producdo, ainda voltada para o consumo doméstico. Em
1950 surgiram os primeiros empreendimentos, mas somente na década
de 1980, a viticultura comercial foi consolidada no Vale do Submédio
do S&o Francisco, estimulada pelos projetos de irrigacdo e necessidades
de diversificacdo da agricultura (ALBUQUERQUE, 1987).

O Brasil vem aumentando consideravelmente a producdo de
vinhos finos, destacando-se duas regides vitivinicolas bastante distintas,
uma localizada na regido Sul denominada Vale dos Vinhedos e a outra
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no Nordeste, situando-se no Submédio do Vale do Sdo Francisco, que
abrange os estados de Pernambuco e Bahia. A regido do Submédio do
Vale do S&do Francisco ja detém mais de 15% da producdo nacional de
vinhos, ainda que seja uma regido de clima tropical semiarido, com
caracteristicas edafoclimaticas distintas a de todas as demais tradicionais
regiBes vitivinicolas, mas que possibilitam o escalonamento da producao
de uvas para vinhos em qualquer momento do ano, devido a auséncia do
inverno e a constante disponibilidade de radiacdo solar. Essas
caracteristicas agrondmicas peculiares também influenciam de forma
significativa na composicdo das uvas, principalmente na formacao dos
precursores de aromas, favorecendo a obtencéo de vinhos tropicais com
tipicidade distinta a dos vinhos das tradicionais regifes produtoras
(TONIETTO & PEREIRA, 2012).

O Submédio do Vale do Sao Francisco estd localizado entre os
paralelos 8 e 9°S, cujo clima, segundo classificacdo Koppen, é
caracterizado como tropical semiérido, com temperatura média anual em
torno dos 26°C, pluviosidade de aproximadamente 500 mm e altitude de
330 m em relagéo ao nivel do mar (TEIXEIRA & AZEVEDO, 2006).

O periodo chuvoso concentra-se entre 0s meses de novembro e
abril, com 90% do total anual. A quadra chuvosa, de janeiro a abril,
contribui com 70% do total anual. Os meses mais quentes sdo outubro e
novembro e os mais frios junho e julho. As caracteristicas
edafoclimaticas da regido e as técnicas de irrigacdo permitem o
escalonamento da produgdo e a possibilidade de escolha da época de
colheita, podendo se obter de 2 a 3 safras anuais (TEIXEIRA, 2010;
PEREIRA et. al., 2009).

2.2 LEVEDURAS ENOLOGICAS

A levedura é um fungo unicelular que contém um nlcleo
(organismo eucariota) e que pode pertencer a duas classes: 0s
ascomicetos e os deuteromicetos. Tém-se identificado dezenas de
géneros de leveduras e centenas de espécies, de formas e dimensdes
muito variadas (1 a 50um) (GIRARD, 2004).

Quanto a composicdo quimica, as leveduras sdo constituidas
aproximadamente de 68 a 83% de agua, substancias nitrogenadas,
carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais. A parede celular das
leveduras é geralmente composta por 80 a 90% de polissacarideos com
proteinas, lipidios, polifosfatos e ions inorganicos (MADIGAN, et al.,
2004).
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As leveduras sdo os agentes da fermentacdo alcodlica. Existe
um grande nimero de espécies de leveduras que se diferenciam por seu
aspecto, suas propriedades, sua forma de reproducdo e também pela
maneira de transformar o aglcar (HASHIZUME, 2001).

E importante identificar os géneros e espécies de leveduras
relacionadas com o vinho para compara-los entre si, ver sua
contribuicdo a um vinho ou a uma vinicola e avaliar as diferentes
leveduras para inoculagdo (BOULTON, et. al., 2002).

Leveduras enoldgicas sdo aquelas que se encontram nas uvas ou
nos vinhedos ou ainda na vinicola e seus equipamentos. As leveduras
responsaveis pela fermentagdo alcodlica originam-se de trés fontes: da
superficie da uva; da superficie dos equipamentos vinarios; e da
inoculacgéo de leveduras selecionadas (BOULTON, et. al., 2002; FLEET
& HEARD, 1994).

Ao longo dos anos, as leveduras tém sido objeto de pesquisa e
selecéo, em fungdo de critérios que melhorem a qualidade do vinho ou,
em alguns casos, que controlem as tecnologias para conseguir produtos
com tipicidade regional, com pouca variabilidade entre safras. Neste
sentido, a pesquisa e posterior selecdo das leveduras procuram
identificar cepas de alto rendimento em etanol, com boa cinética
fermentativa, resistentes ao dioxido de enxofre, ndo produtoras de
acidez volatil, entre outras caracteristicas de interesse tecnolégico
(LEPE & LEAL, 2004).

Nos ultimos anos, o uso de leveduras selecionadas tem sido
continuo e com uma tendéncia otimista, possivelmente devido a
facilidade de conservagdo e emprego das leveduras secas ativas. No
entanto, especialmente, as adegas tradicionais continuam a usar
fermentacdo alcodlica espontanea porque acreditam que proporciona
maior complexidade aos seus vinhos (ZAMORA, 2009).

Em mostos e vinhos encontram-se uma grande quantidade de
leveduras: Candida, Kluveromyces, Brettanomyces, Dekkera,
Torulaspora, etc. No entanto, 0 género mais aproveitado na enologia é o
Saccharomyces. No mosto e no vinho, esta levedura se multiplica por
germinacdo (multiplicacdo assexuada) e também se reproduzem de
forma sexuada, sdo as condi¢cGes do meio que determinam a forma de
reproducdo (GIRARD, 2004).

Uma boa cepa de levedura vinica para a elaboragdo de vinho de
mesa deve: conduzir uma fermentacdo vigorosa e completa-la até
conseguir um vinho seco, que consigam caracteristicas reprodutiveis na
fermentacdo, que tenham boa tolerancia ao etanol, boa tolerancia a
variacdo de temperatura, que ndo produzam aromas e sabores estranhos,
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seja tolerante ao didxido de enxofre, e que flocule de maneira que seja
facil trasfegar (BOULTON, et. al., 2002).

Apesar de muitos microrganismos (leveduras, bactérias e fungos
filamentosos) contribuirem para a producédo e composi¢do do vinho,
as leveduras tém a principal influéncia por serem elas as condutoras
da fermentagdo alcodlica (FLEET, 1993). Os microrganismos afetam
a qualidade da uva antes da safra e durante a fermentagdo, eles
metabolizam os aglcares e 0s outros componentes em etanol, dioxido
de carbono e centenas de produtos secundarios que coletivamente
contribuem para a sutileza e individualidade das caracteristicas do
vinho (FLEET, 2003).

2.2.1 Leveduras Selvagens

Considera-se leveduras selvagens ou espontaneas, as leveduras
fermentativas que estdo presentes nas uvas e participam, caso ndo sejam
impedidas, da fermentacdo alcodlica pelo menos no inicio. Entre elas,
Kloeckera, Hanseniaspora, Debaryomyces, Hansenula e Metschnikowia
(BOULTON, et. al., 2002).

A microbiota da uva depende de muitos fatores, tais como a
pluviosidade, a umidade relativa, regime de irrigacdo adotado no
vinhedo, a altitude, as pragas, a fertilizagdo nitrogenada e de como
tratam os residuos da vinicola (BOULTON, et. al., 2002).

A selecdo de leveduras autdctones é uma pratica que esta em
crescimento, o que pode promover as caracteristicas regionais de vinhos,
a fim de superar a aparente problema de vinhos homogéneos ou
industriais. O enfoque dessa selecdo é a escolha de leveduras que
apresentem, em seus vinhos, compostos aromaticos que tenham caréater
varietal e caracterizem determinada regido. Essas cepas, portanto,
expressam 0S cOmpostos precursores aromaticos, proporcionando ao
consumidor uma escolha mais ampla de vinho sabores e estilos
(UGLIANO et al., 2009).

Por outro lado, para Lopes et. al. (2002), a pratica de
fermentagdes espontdneas mostra diferencas tanto qualitativas quanto
quantitativas em diferentes vindimas. As causas desta variabilidade
podem estar associadas as diferencas do ecossistema como composicao
do solo, condi¢des climaticas e variedade das uvas, entre outros. 1sso
pode ocorrer entre diferentes regides, mas também dentro da mesma
regido em diferentes vindimas, prejudicando a qualidade e
reprodutibilidade na obtencédo do vinho.
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2.2.2 Leveduras Selecionadas

Pode-se definir como selecionada a levedura que sofreu um
processo de selecdo de caracteristicas, que irdo promover um produto
final desejavel. Mediante o emprego de leveduras selecionadas, é
possivel evitar certos inconvenientes como fermentagdo lenta, devido a
presenca de residuos de agrotoxicos e sulfitacdo, escassa presenca de
leveduras na fermentacdo, formacdo excessiva de &cidos volateis, e
formacdo de espuma alta e persistente, desenvolvimento de
microrganismos ndo desejaveis, que influenciam diretamente na
qualidade do vinho (ZAMBONELLI, 1998).

No caso de fermentagcBes de vinho conduzidas por leveduras
secas ativas, a principal responsavel pela fermentacdo é a inoculada no
processo, mas isto ndo diminui significantemente o desenvolvimento de
leveduras selvagens durante os primeiros estigios da fermentacdo, as
quais tém um importante efeito no sabor do vinho (GONZALEZ-
PEREZ, et. al., 1993).

As leveduras selecionadas sdo utilizadas com excelentes
resultados em muitos paises, onde os produtos finais obtidos sdo de
qualidade mais uniforme que os produzidos por fermentacdes
espontaneas. Portanto, a selecdo da levedura adequada para cada tipo de
fermentacdo é uma estratégia importante para garantir uma fermentacao
completa, assim como para melhorar as caracteristicas finais do vinho.
Ainda que seja evidente que a qualidade do vinho esteja associada a
variedade e qualidade da uva, as leveduras podem produzir compostos
que proporcionem um toque de distingdo ao produto final obtido
(DEQUIN, 2001).

As leveduras secas ativas representam o modo mais facil e
operacional de utilizagio de leveduras vinicas selecionadas,
especialmente para grandes industrias. Permitem dispor de grande
quantidade de in6culo sem preparacdo prévia a vindima, como no caso
do pé-de-cuba tradicional. As leveduras secas ativas podem ser
inoculadas em qualquer quantidade de mosto, através de um processo de
reidratacdo que dura cerca de 30 a 40 minutos (LEPE, 1997).

A adicdo de leveduras selecionadas secas ativas assegura um
inicio rapido da fermentacdo, uniformidade nas caracteristicas
aromaticas, completa utilizacdo dos acuUcares fermentdveis e menor
formacdo de Acido acético e acetaldeido, além de reduzir o tempo de
fermentacdo (DORNELES, 2003).
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2.2.2.1 Leveduras do género Saccharomyces

As leveduras se distinguem em duas grandes familias, aquelas
que respiram exclusivamente e exigem oxigénio para sobreviver
(aerdbias restritas) e aquelas que respiram ou fermentam e toleram a
auséncia de oxigénio (aerdbias facultativas). As Saccharomyces sao
aerobias facultativas e tem a fermentagdo como seu metabolismo. Em
funcdo das condigbes do meio, as Saccharomyces mudam de
metabolismo (GIRARD, 2004).

Existem muitos fatores fisioldgicos que permitem o predominio
de Saccharomyces na fermentacdo do mosto de uva. A apari¢do de um
produto toxico é uma estratégia para assegurar o predominio de um
meio fermentativo. A tolerancia a altas concentra¢Ges de etanol é uma
caracteristica da Saccharomyces que permite seu dominio na
fermentagdo do mosto (BOULTON et. al., 2002).

A fermentagdo do mosto da uva é tipicamente anaerébica. O
oxigénio molecular disponivel no mosto processado é rapidamente
consumido pelos microrganismos presentes. A inoculagéo da levedurado
género Saccharomyces, permite que a mesma tenha dominio, com maior
rapidez, da fermentacao alcodlica em relagdo aos outros microrganismos
presentes (HENSCHKE & JIRANEK, 1994).

Muitos estudos foram realizados sobre as leveduras vinicas desde
que Pasteur, em 1866, demonstrou que elas eram responsaveis pela
transformagdo dos acUlcares do mosto em etanol. A partir de entdo, ficou
claro que as fermentagGes alcodlicas realizadas espontaneamente ndo
sdo devidas a acdo de uma Unica levedura e sim que se trata do resultado
da acdo combinada de diferentes espécies de leveduras que crescem em
diversas proporgdes ao longo de uma fermentagdo. De toda forma,
dentro das espécies de leveduras que podem ser encontradas em uma
fermentacdo alcodlica, percebeu-se que a espécie Saccharomyces
cerevisiae é a mais apta a consumir todos os aglcares fermentesciveis e,
portanto, assegurar o processo (CATALUNA, 1984; JOSHI &
PANDEY, 1999).

A levedura do género Saccharommyces, é de grande interesse
para a indistria de fermentacdo devido a uma combinacdo de varias
propriedades como o crescimento rapido, eficiente utilizacdo da glucose,
capacidade de produzir e consumir etanol e por apresentar tolerancia a
estresses ambientais como elevadas concentragdes de etanol e baixos
niveis de oxigénio (PISKUR et. al., 2006).
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2.2.3 Metabolismo das leveduras

A composicao quimica da levedura é muito varidvel, dependendo
da espécie e do meio em que se encontra. Em geral é composta de 75%
de agua e 25% de matéria seca. Dentro disso tem-se aproximadamente
25 a 40% de glucidios, 2 a 5% de protideos, 2 a 5 % de lipidios e 3 a
10% de substancias minerais. As substancias minerais compreendem,
sobretudo, a acido fosforico (de 50 a 60%) e o potassio (de 30 a 40%).
Devido a sua composicdo, a levedura necessita de &gua, glucidios,
protideos, e substancias minerais, que normalmente sdo encontrados no
mosto da uva (NAVARRE, 1991).

A glicolise é a via central do catabolismo da glicose de
forma quase universal, ndo apenas em animais e vegetais, mas também
na maioria dos microrganismos. A sequéncia de reacbes da glicolise
difere de uma espécie para outra apenas na forma em que sua
velocidade é regulada e no destino metabdlico do piruvato formado
(LEHNINGER, 1995). A Figura 1 ilustra essas reagdes.
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Figura 1 - Mecanismo bioguimico da glicolise.
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Fonte: ZAMORA (2009).

Existem trés vias importantes que podem ser empreendidas pelo
piruvato formado na glicdlise. Nos organismos aerébios a glicélise é
apenas 0 primeiro estagio da degradacdo aerdbia completa da glicose a
CO, e H;O. A segunda via possivel ao piruvato € a sua reducdo a
lactato e a terceira via é a formacdo de etanol. Em alguns
microrganismos, como a levedura, o piruvato formado da glicose pela
via glicolitica é convertido anaerobicamente em etanol e CO2, um
processo chamado fermentacdo alcodlica. Fermentacdo é um termo
geral que significa degradacdo anaerdbia da glicose ou de outros
substratos organicos em produtos variados, com o0 proposito de
obtencdo de energia na forma de ATP (LEHNINGER, 1995).
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2.2.4 Critérios para selecdo de leveduras

Sabe-se que na pelicula das uvas vivem varias espécies de
leveduras naturalmente, da mesma forma que uma infinidade de
microrganismos vive em outras plantas, animais, no ar e no solo. As
leveduras ndo tém a finalidade expressa de produzir um tipo particular
de vinho, apenas uma minoria trabalha conforme seu metabolismo.
Numerosos estudos avaliam a existéncia de uma flora especificamente
associada ao “terroir”. As cepas de leveduras que mais proliferam
durante a fermentacdo podem proceder da videira ou ser resultado de
uma contaminagdo pelo equipamento de vinificagcdo. Em todos os casos,
estas terdo que competir com outros microrganismos cuja presenca
também é aleatdria e os melhores adaptados ao meio permanecerdo. No
entanto, as cepas de leveduras que se multiplicam com maior facilidade
ndo sdo necessariamente as que produzem o melhor vinho. Por isso,
convém eleger tanto as cepas iddneas para 0 mosto que se quer
fermentar como dotadas de propriedades enoldgicas que sejam de
interesse. Esse é o principal objetivo dos trabalhos de sele¢do de cepas
de leveduras (VALADE, 2005).

Para a selecdo de leveduras € essencial estabelecer suas
propriedades enoldgicas. Existem diferentes critérios de selecdo que
podem ser divididos em favoraveis, como tolerancia ao etanol, bom
rendimento na transformacdo dos acglicares em etanol, capacidade de
crescer em altas concentragdes de acgucares, e desfavoraveis, como a
producdo de sulfeto de hidrogénio, producao de espuma e acidez volatil
(ESTEVE-ZARZOZO, et al., 2000).

Tradicionalmente, tém-se selecionado preferencialmente as
leveduras vinicas entre as leveduras naturais da microbiota da uva,
devido a relacdo existente entre o vinhedo e a levedura, nas regides
regides viticolas, que, definitivamente, sdo as razbes de base ecoldgica
proposta por ifiigo (1964), ao sanar a necessidade de selecionar cepas
autéctonas das prdprias regides aonde vao se empregar na vinificacdo, e
indicando o conceito de “levedura local selecionada” (LEPE & LEAL,
2004).

A necessidade de determinacdo do desempenho industrial de uma
levedura se justifica pela ocorréncia de cepas que apresentam diferencas
significativas de desempenho fermentativo, mesmo apresentando
padrGes cromossdémicos iguais. A determinacdo do desempenho
fermentativo, além de avaliar a performance industrial de uma cepa de
levedura, pode proporcionar a diferenciagdo final entre cepas S.
cerevisiae de mesmo caridtipo (ANDRIETTA et al., 2008)
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Os principais aspectos observados para essa sele¢do sao expostos
a seguir:

2.2.4.1 Poder fermentativo das leveduras

As leveduras possuem maquinario genético para metabolizar
acucares por dois processos diferentes de obtencdo de energia,
aerobicamente  (respiracdo) ou anaerobiamente  (fermentacdo)
(BOULTON et al., 1996) sendo que a principal via de metabolizacéo do
acucar em condi¢cfes de anaerobiose € a via glicolitica (HORECKER,
2002).

Um poder fermentativo elevado tende a deixar os vinhos com
teores minimos de agUlcares residuais, ou seja, totalmente secos, com
baixa acidez volatil, e uma correta cinética fermentativa, marcam
inicialmente os trés primeiros critérios para selecdo de leveduras para a
elaboracdo de qualquer vinho (LEPE & LEAL, 2004).

A quantidade de etanol produzido por unidade de aglcar durante
a fermentacdo do mosto em vinho tem uma grande importancia
industrial. A conversao tedrica de 180 gramas de aglcar em 88 gramas
de CO, e 92 gramas de etanol (ou 51% em peso), poderia se conseguir
na auséncia de todo crescimento da levedura e de nenhuma perda de
etanol por evaporacdo (Boulton et al., 2002). Porém, sabe-se que, na
préatica, o rendimento em &lcool ndo acontece dessa forma. Ainda,
segundo Boulton et al. (2002), os experimentos originais de Pasteur
indicaram que havia um rendimento de etanol em 48,5%, 46,7% de
diéxido de carbono e 4,8% de glicerina, succinato e outros produtos,
incluindo a biomassa da levedura.

O poder alcoolgénico representa uma ampla variabilidade, entre
as diferentes espécies de leveduras vinicas, e, em alguns casos, entre as
diferentes cepas de uma mesma espécie. Por seu poder fermentativo, os
géneros em destaque sdo: Saccharomyces, Zygossaccharomyces e
Schizosaccharomyces, sendo que as espécies do primeiro, S.cerevisiae e
S. cerevisiae bayanus, as que tém destaque especial na selecdo clonal.
Normalmente, as cepas mais alcoolgénicas procedem de uvas de zonas
mais quentes, onde se alcanca uma perfeita maturacdo dos frutos (LEPE,
1997).

2.2.4.2 Baixa producao de acidos volateis

A maior parte dos acidos volateis se forma nos primeiros estagios
da fermentacdo, por descarboxilagdo oxidativa do acido piravico, ou de
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forma simultdnea a biossintese do &cido formico, variando a sua
concentragdo conforme o pH do mosto, potencial de oxirreducdo e
gendtipo celular (LEPE & LEAL, 2004).

Os é&cidos volateis de cadeia curta de carbono representam a
acidez volatil do vinho. O &cido acético normalmente constitui 90%
destes acidos e os demais sdo representados pelo propibnico e
hexanoico, resultantes do metabolismo dos acidos graxos presentes no
mosto pela acao de bactérias e leveduras (RADLER, 1993).

E normal que todo vinho apresente acidez volatil porque o &cido
acético € um produto secundario normal da fermentagdo alcodlica. A
quantidade produzida numa fermentacdo de mosto saudavel é sempre
pequena, de 0,18 g.L.™ a 0,36 g.L™ expresso em 4acido acético. Seu
teor depende muito de espécie de levedura, de sua associagcdo, mas
também da composicdo do mosto (acidez, teor em acglcares e
substancias nitrogenadas) e das condigdes de fermentacdo
(temperatura, aeracdo). Além disso, quando ocorre também a
fermentagcdo malolatica, esta também sempre forma um pouco de acidez
volatil, variando de 0,12 a 0,24 g.L* (HASHIZUME, 2001).

2.2.4.3 Cinética da fermentacdo alcoolica

A composi¢do do mosto de uva, a exemplo do teor de dioxido de
enxofre, nitrogénio e teor de sélidos totais (°Brix), assim como a acidez,
temperatura, tipos de leveduras e pH durante o processo fermentativo
afetam a cinética da fermentagdo alcodlica (JACKSON, 2008).

No que diz respeito a uma correta cinética fermentativa, seu
estudo estabelece basicamente a determinacdo da fase de laténcia a uma
dada temperatura, regularidade fermentativa, duracdo total do processo,
curva termodindmica de cada cepa e resposta ao estresse fermentativo.
O crescimento da populacdo de leveduras em mosto de uva fermentado
segue padrao tipico de cultivo em laboratério, sendo caracterizado pelas
fases de adaptacdo (laténcia ou lag), exponencial (log), estacionaria e de
declinio celular. A Figura 2 representa o ciclo de crescimento das
leveduras em condicdes padrdo, durante a fermentagcdo do mosto de uva.
A fase inicial do ciclo de crescimento, fase de adaptacdo (letra a),
representa 0 periodo em que as células de leveduras inoculadas no
mosto se ajustam a um novo ambiente, em particular essas células estdo
respondendo as mudancas da pressdo osmética, apresentadas pelos altos
niveis de aclcares do mosto, ndo ocorrendo aumento populacional.
Discreto aumento da populac¢do pode ser observado no final da fase de
laténcia (DEL NOBILE et al., 2003).
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Figura 2 - Ciclo de crescimentos das leveduras.
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Fonte: DEL NOBILE et al.(2003).
2.2.5 Necessidades nutricionais da levedura

Segundo Amorim e Ledo (2005), as células de leveduras, durante
0 processo de fermentacdo alcodlica, apresentam necessidades
nutricionais e os nutrientes influenciam diretamente a multiplicagéo, o
crescimento celular e também, a eficiéncia da transformagéo do agucar
em alcool.

As leveduras utilizam fonte de carbono reduzido (mono e
dissacarideos), nitrogénio, mineral e vitaminas (biotina, &cido
pantoténico e tiamina) para o seu desenvolvimento. Os sais de aménio
sdo prontamente utilizados assim como os compostos de nitrogénio
organicos (aminoacidos e Ureia) (BAMFORTH, 2005).

O mosto da uva é essencialmente rico em constituintes
nitrogenados (0,1 a 1,0 g.L™ de nitrogénio soltvel). O teor de nitrogénio
da uva depende da variedade e do porta-enxerto, do meio e das
condi¢bes de cultivo, e em particular da fertilizacdo nitrogenada que
diminui em caso de sobrematuragdo (RIBEREAU GAYON et al., 2003).

As leveduras do mosto utilizam o nitrogénio, unicamente na
forma de cation ambnio (NH4+), uréia, aminoacidos e peptideos. A
uréia ndo existe no mosto e sua adicdo ndo é permitida. J4 os compostos
nitrogenados podem ser adicionados. A riqueza inicial do mosto em
cation amonio (NH*") é um dos elementos mais importantes para o bom
andamento da fermentacdo. Em quantidades abaixo de 25 mg.L™, o
arranque da fermentacéo é pouco provavel. Uma adicdo de nitrogénio é
necessaria quando o teor de nitrogénio prontamente assimilavel pelas



32

leveduras é inferior a 130 mg.L™, e ndo é necessaria a partir de 300
mg.L™ (DELFINI, 1995).

2.2.6 Fatores ambientais
2.2.6.1 Temperatura

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes
que influenciam no crescimento e sobrevivéncia dos organismos.
Temperaturas muito baixas dificultam o crescimento, pois desaceleram
0S processos vitais da célula, porém temperaturas elevadas também séo
um problema, pois provocam a desnaturacdo térmica das proteinas, em
especial das enzimas (PATO, 1998).

Além disso, pode afetar tanto a cinética do processo quanto a
qualidade final do vinho. Na vinificagdo a temperatura da fermentacao
varia de 12°C a 30°C. Essa faixa de temperatura ¢é altamente dependente
do tipo de vinho que é produzido como também das preferéncias
culturais e regionais. Para o vinho tinto a temperatura de fermentacéo
varia de 20 a 30°C, para vinhos brancos a temperatura normalmente é
mais baixa, variando de 15 a 20°C (JACKSON, 2008; HARSCH,
2009).

Para a maioria das leveduras a temperatura 6tima para a
fermentacdo de vinho é de 25°C a 30°C, embora existam leveduras
que atuam a baixas temperaturas, ao redor de 10°C. Quando ndo se
dispGe de sistema de refrigeracdo, 0 uso da remontagem com
arejamento do mosto é uma excelente forma de diminuir as elevadas
temperaturas ocasionadas pelo processo de fermentacdo (RIZZON et
al., 1996).

2.2.6.2 pH

Segundo Lima et al. (2010), o pH do meio onde crescem 0S
microrganismos é um importante fator que influi tanto no
crescimento quanto nos processos enzimaticos, dada a dependéncia
existente entre a atividade enzimatica e o pH.

O conhecimento do pH é de suma importancia, visto que através
de seus valores pode-se avaliar a resisténcia do vinho as enfermidades.
Vinhos com pH superior a 3,5 ndo apresentam-se em condi¢des de
conservacgao por permitirem a evolugcdo de uma microbiota prejudicial
(DORNELES, 2003). Cada microrganismo possui um pH minimo e
maximo de crescimento. Em geral, as leveduras toleram valores de pH
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mais baixos do que as bactérias.

O pH influencia diretamente no processo de fermentacdo do
mosto de uva, este deve permanecer abaixo de 3,8 para manter a
uniformidade do processo e reduzir a probabilidade de iniciar a
fermentacdo malolética, favorecendo as propriedades sensorias do
vinho. O pH elevado durante o processo fermentativo torna a
capacidade do didxido de enxofre (SO;) menos inibitéria para as
leveduras selvagens. O pH pode ser reduzido a 3,25-3,35 pela adicdo
de acido tartarico (BAMFORTH, 2005).

O pH pode alterar as cargas dos grupos quimicos localizados ao
lado das cadeias de proteinas provocando uma modificacdo da rede de
cargas de toda a estrutura da macromolécula, de forma que a enzima
tenha sua capacidade catalitica reduzida ou mesmo perdida. Desta
forma, alterando-se o pH, a acdo de algumas enzimas é favorecida,
enquanto que a agdo de outras € reprimida (SOUZA et al., 2000;
LIMA et al. 2001).

2.2.6.3 Resisténcia ao Diéxido de Enxofre

O anidrido sulfuroso é um composto tradicionalmente e
largamente utilizado em enologia, pelas suas acgdes antioxidante e
estabilizante e também por sua atividade antisséptica, que inibe o
desenvolvimento de bactérias laticas e acéticas que sdo muito sensiveis
ao efeito do SO,. Porém, as leveduras sdo mais resistentes e algumas
cepas de Saccharomyces cerevisiae podem desenvolver-se no mosto da
uva com concentragdes de 150 a 200 ppm de SO,. No entanto, a maioria
das cepas, em quantidades de 100 ppm de SO,, tém certa dificuldade no
metabolismo da fermentacdo (ZAMBONELLI, 1998). A faixa de SO,
recomendada é de 50-100mg.L™, dependendo da sanidade da fruta e da
temperatura de maceracdo (JACKSON, 2008).

A acdo dessa substancia seleciona as leveduras que produzem
melhores aromas e que apresentam maior capacidade de producdo de
alcool, a0 mesmo tempo em que impede o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis durante a fermentacdo (RIZZON et al.,
1996).

2.2.6.4 Etanol
O etanol tem sido empregado desde a antiguidade como

antisséptico. Essa acdo de deve ao fato do etanol desnaturar proteinas e
dissolver lipidios. Assim, no decorrer da fermentacdo, a eficiéncia do
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etanol como antisséptico aumenta gradativamente, fazendo com que a
fermentacdo ocorra com extrema dificuldade quando a sua graduacéo
ultrapassa 14% (PATO, 1998)

O etanol é o principal produto oriundo da conversdo dos agucares
das uvas pelas leveduras. A presenca do etanol e essencial para
aumentar os atributos sensoriais dos componentes do vinho. Entretanto o
excesso pode mascarar o aroma total do vinho e o sabor (GUTH; SIES,
2002). Além disso, esse composto exercita uma acao inibitéria para
todos os microrganismos. Portanto, utilizar variedades de leveduras que
tenham certa resisténcia ao etanol é de fundamental importancia.
(ZAMBONELLI, 1998).

2.2.6.5 Fator Killer

As leveduras killer foram descobertas em 1965 e hoje se dispdem
de amplas informacges a respeito deste assunto. Um grupo de leveduras
do mesmo género produz o que se denomina toxina killer, que séo
proteinas ou glicoproteinas, que matam outras leveduras. A presenca de
toxina killer aparece da mesma maneira que a presenca de compostos
antibidticos liberados por certos mofos, mediante observagdo da inibigédo
do crescimento de uma cepa em presenca de outra (RANKINE, 2000).

As caracteristicas killer ndo sdo efetivas em cultivos puros,
porque uma levedura killer somente produzira a morte de outras quando
estiver em contato com cepas de leveduras que se mostrem sensiveis a
ela. As leveduras killer ndo tém efeito esterilizante sobre o mosto
(RANKINE, 2000).

2.3 ELABORACAO DOS VINHOS

A qualidade de um vinho comega a ser definido no vinhedo,
sendo importante o adequado manejo agronémico e o0 acompanhamento
da maturacdo das uvas, bem como os cuidados durante a colheita
(AMORIM et al., 2006).

O inicio do processo de vinificacdo ocorre com o desengace e
leve esmagamento da uva para liberar 0 mosto e iniciar o processo de
fermentacdo alcodlica, que pode ser ou ndo acompanhado pela
maceracdo. Durante a maceracdo, 0 mosto é fermentado com o bagaco,
constituido pelas partes sélidas. Nesta etapa sdo extraidos 0s compostos
fendlicos presentes das sementes e cascas. Inicialmente, a maceracéo é
induzida pela acdo de enzimas hidroliticas liberadas a partir da ruptura
das células durante o esmagamento. Para vinhos tintos, a maceracdo é
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prolongada e ocorre simultaneamente com a fermentacdo alcodlica. O
alcool gerado no processo de fermentacdo favorece a extracdo e
liberacdo dos compostos fendlicos presentes na uva (JACKSON, 2000).

Apds a fermentacdo parcial ou completa, é feita a separacdo do
liquido permitindo que este escoe livremente sob a acéo da gravidade.
Esta operacéo é denominada descuba. Posteriormente a descuba, realiza-
se a prensagem do bagacgo que permite a extracdo de 10 a 15% de vinho
retido nos intersticios das partes sélidas. O produto obtido pela
prensagem é denominado vinho prensa e pode ser incorporado ao vinho
obtido livremente em proporcdes determinadas pelo tipo e estilo de
vinho desejado (JACKSON, 2000). Dependendo do produto desejado, a
etapa seguinte, comumente empregada na elaboracao de vinhos tintos, é
a fermentagcdo malolatica.

2.3.1 Fermentagao alcodlica

De uma maneira geral, pode-se estabelecer que a fermentagédo
alcoolica é um conjunto de reagdes em cadeia catalisadas por uma série
de enzimas de origem microbiana. Os agentes fisico-quimicos influem
notavelmente na produgdo e funcionalidade das enzimas microbianas.
Portanto, o curso e o resultado final de cada fermentagdo podem ser
diferentes segundo as caracteristicas fisiologicas peculiares da levedura
e das condi¢des ambientais em que acontece (LEPE & LEAL, 2004).

A fermentacdo do mosto da uva pode ser espontanea, conduzida
pela microbiota presente nas uvas e, ou, nas instalagdes da vinicola, ou
inoculada mediante adigdo de uma cepa conhecida de Saccharomyces.
Este Gltimo procedimento minimiza a influéncia de leveduras selvagens
sobre a qualidade do vinho. O inoculo é uma preparacdo industrial
reidratada, de uma cepa de levedura adequada, ou uma quantidade de
vinho que ja esteja em plena fermentacdo (BOULTON et al., 2002).

2.3.1.1 Fermentacdo Alcodlica Espontanea

As fermentacGes espontaneas sdo aquelas produzidas de maneira
natural, ou seja, realizadas pelas leveduras provenientes das cascas das
uvas, sem nenhum tipo de inoculagdo externa. Isto faz com que as
fermentacdes espontaneas ndo sejam produto da acdo de uma Unica
espécie de levedura, e sim uma sucessdo de espécies de leveduras
diferentes ao longo da fermentacdo (TORIJA, 2002). Em auséncia de
dioxido de enxofre, permitem o desenvolvimento da microbiota
espontanea e contribuem para as caracteristicas sensoriais globais do
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vinho. Esta prética pode ser uma boa ideia, acrescentando complexidade
ao vinho, ou um grave erro que diminua a qualidade, dependendo,
sobretudo da variedade da uva, tipo de vinho e da microbiota presente
durante a fermentacdo (BOULTON et al., 2002).

A fermentacéo espontanea do vinho é um processo complexo que
da origem a diferentes compostos que definem a qualidade do produto.
O processo de fermentagcdo pode ser conduzido por leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, sendo que o papel de diferentes
linhagens de ndo-Saccharomyces na fermentacdo tem sido muito
estudado (FLEET, 2003).

Assim, embora muitos géneros e espécies de leveduras sejam
encontrados no mosto de fermentagdo, o género Saccharomyces, e
principalmente a espécie Saccharomyces cerevisiae, é a principal
responsavel pela fermentacéo alcodlica (QUEROL et. al., 2003).

As diferentes e dindmicas atividades destas leveduras apresentam
grande impacto sobre muitos aspectos no processo fermentativo vinico.
Algumas espécies sdo benéficas para a producdo do vinho e outras
atuam prejudicialmente  como microrganismos deteriorantes. A
contribuicdo individual e coletiva destas leveduras selvagens varia de
acordo com o numero e diversidade de espécies presentes no mosto
(PRETORIUS, 2000).

Segundo Dorneles (2003) a fermentagdo espontanea normalmente
é conduzida por uma sucessdo de populagdes de leveduras que iniciam
com espécies relativamente fracas e seus metabolismos sdo mais dificeis
de serem previstos em comparagdo aos da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Boulton et al. (2002) ainda acrescentam que outra
desvantagem das fermentacBes espontaneas € que ndo é perceptivel
guando comeca a fermentacdo e quanto tempo dura.

2.3.1.2 Fermentacdo Alcodlica Nao espontanea

Na situacdo atual das indUstrias vinicolas, sdo utilizadas leveduras
selecionadas as quais sdo inoculadas no mosto de fermentacdo como
leveduras secas ativas, simplificando microbiologicamente o processo
de fermentacdo alcoodlica. Esta pratica de inoculacdo de leveduras tem
algumas vantagens como a diminuicéo da fase lag, reducéo significante
da influéncia de leveduras que naturalmente ocorrem, rapida e completa
fermentacdo do mosto e ainda permite um alto grau de reprodutibilidade
de producdo do vinho (ZUZUARREGUI & OLMO, 2004). Além disso,
0 uso de um cultivo iniciador assegura o dominio da Saccharomyces
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ainda que tenha um periodo de adaptacdo necessario para que as células
comecem a crescer e a fermentar (Boulton, et al., 2002).

O uso de leveduras selecionadas no processo de produgdo do
vinho requer o desenvolvimento de técnicas que possam claramente
diferenciar as leveduras inoculadas do restante das leveduras selvagens
presentes no mosto. Isto ird proporcionar um conveniente teste para
assegurar que a fermentacdo estd sendo conduzida pelas leveduras
inoculadas. Como a maioria das leveduras pertence a mesma espécie,
Saccharomyces cerevisiae, elas ndo podem ser diferenciadas pelos
métodos classicos microbioldgicos. Para resolver este problema, muitas
técnicas baseadas em polimorfismos moleculares tém sido utilizadas
recentemente para caracterizacdo de leveduras de vinhos (TORRIANI
et.al., 2004).

2.3.1.3 Bioguimica da fermentagao alcodlica

A fermentacdo alcodlica (Figura 3) é a acdo de leveduras sobre
aclcares fermentesciveis contidos em uma solugdo. E um processo
biolégico no qual a energia fornecida por reacdes de oxidagdo parcial
pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e a oxidagéo parcial
anaerébia da hexose na producéo de alcool e didxido de carbono (LIMA
& MARCONDES, 2002).
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Figura 3 - Fermentagdo alcoolica.
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Os carboidratos considerados substratos para a fermentacéo tanto
podem ser enddgenos (constituintes da levedura, como glicogénio e
trealose) como exodgenos (sacarose, glicose, frutose e outros), estes
altimos fornecidos as leveduras (LIMA, et al. 2001).

As leveduras, durante a fermentacdo do mosto, produzem, como
resultado do seu metabolismo, uma grande variedade de compostos ao
lado do etanol, o principal produto. Os principais fatores que afetam
estes produtos sdo a espécie da levedura, o tipo de mosto e as condi¢des
de fermentacdo. Estes produtos sdo liberados durante a fermentagédo e
contribuem para o sabor do vinho, de maneira que a qualidade final
depende do tipo destes compostos e suas concentracdes. Estes
compostos compreendem alcoois superiores, cetonas, aldeidos, acidos
graxos, acetatos e ésteres (MAURICIO et al., 1997).
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A principal rota metabdlica envolvida na fermentacéo etanoica é
a glicolise, na qual uma molécula de glicose é metabolizada e duas
moléculas de piruvato sdo produzidas. Sob condi¢fes anaerébicas, o
piruvato é convertido a etanol com desprendimento de dioxido de
carbono. Dois ATPs produzidos na glicélise sdo usados na condugéo da
biossintese das leveduras, que envolvem diversas biorreacBes que
requerem energia. Portanto, a producdo de etanol estd fortemente
relacionada com o crescimento das leveduras, o que significa que
leveduras devem ser produzidas como subproduto. Sem o consumo
continuo de ATP pelo crescimento celular, o metabolismo glicolitico
seria interrompido imediatamente, em razdo do acimulo intracelular de
ATP, que inibe a fosfofrutoquinase, uma das mais importantes enzimas
reguladoras da glicélise (BAI, et al.2008).

2.3.1.4 Produtos finais do metabolismo das leveduras

A levedura tem um papel essencial de produzir &lcool a partir de
acucar e os produtos da fermentagdo gliceropirtvica. Os constituintes
fermentativos do aroma sdo produtos do metabolismo secundario da
levedura, sendo estes compostos 0s mais abundantes no produto
acabado. Como exemplo tém-se alcodis, acidos e seus ésteres (etanol,
acetato de etila, 3-metil-1-butanol, 2-feniletanol, acido acético, acido
latico, lactato de etila, acido succinico, etc.); compostos de carbono
(acetaldeido, diacetil, fenilacetaldeido, acetoina); compostos de enxofre
(metil mercaptano, 3-metiltiopropanol, etc.); compostos nitrogenados
(2-feniletilamina, N-(2-feniletil)-acetamina); lactonas (y-nonalactona, o-
decalactona, etc.); fendis volateis (4-vinilfenol, 4-vinilguayacol, 4-
etilfenol, etc.) (BAUMES, 2000). A Figura 4 apresenta a formacao dos
subprodutos da fermentacao alcodlica.
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Figura 4 - Biossintese de subprodutos da fermentacdo alcodlica.
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Durante a fermentacdo as leveduras produzem, em menor
concentracao, varios compostos volateis derivados dos intermediarios do
ciclo dos acidos tricarboxilicos a partir do piruvato. Esses compostos
volateis sdo alcodis superiores, aldeidos e ésteres (MORENO-
ARRIBAS & POLO, 2005).

2.4 Fermentacdo malolatica

Em paises vinicolas tradicionais e importantes, sempre se
considera que os bons vinhos tintos ndo sdo fruto de uma Unica
fermentacdo, mas que a transformacdo do acUcar pelas leveduras,
seguido da fermentacdo latica do acido malico pelas bactérias, como
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uma importante diminui¢do da acidez fixa e uma suavidade acentuada
no vinho ao degusta-lo (LEPE & LEAL, 2004).

Ainda, segundo Lepe & Leal (2004), ocorre um incremento
aromatico, gracas a elevacao de ésteres (lactato de etila, dietil succinato,
etc.) e metabdlitos do ciclo diacetil-cetbnico. Pode-se conseguir como
efeito igualmente favordvel a reducdo de aromas herbaceos, 0s
fendbmenos de amargor e adstringéncia que podem também ser
diminuido por outros metabolitos bacterianos.

2.5 COMPOSTOS VOLATEIS E AROMATICOS DO VINHO

Os compostos aromaticos do vinho podem ter origem ligada a
uva, aos processos enoldgicos adotados ou ao ambiente de vinificagéo.
A maior parte dos compostos aromaticos de qualidade provém da
pelicula da uva e, gragcas a maceragdo, se difundem no vinho, onde
aparecem e sdo protegidos pelo &lcool. A maceragdo é a etapa
fundamental para as qualidades aromaticas do vinho. As leveduras e as
bactérias laticas também s@o produtoras de multiplos compostos
aromaticos procedentes de seu metabolismo e da degradagdo de suas
células (GIRARD, 2004).

O vinho estd constituido por cerca de 800 substancias volateis
onde o grau de percepgéo olfativa desses compostos cobre uma grande
gama de valores. O grau de percepcéo olfativa dos constituintes volateis
do vinho estd ligado por sua vez a sua concentragdo e natureza
(RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

Nos vinhos novos, o aroma é essencialmente determinado pelos
constituintes volateis provenientes das uvas e da vinificacdo. Os aromas
das uvas, caracteristicos da variedade, e os resultantes da fase pré-
fermentativa, sdo os que importam efetivamente fazer sobressair,
constituindo uma das bases em que deverd ajustar a tecnologia de
vinificagcdo mais correta (GARCIA, 1988). Pode-se observar na Figura 5
algumas estruturas quimicas de compostos volateis secundarios de
ocorréncia frequente em vinhos e suas respectivas notas aromaticas.
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Figura 5 - Compostos volateis secundarios frequentes em vinhos e as
respectivas notas aromaticas conferidas em vinhos.
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Fonte: FALCAO (2007).

Os compostos aromaticos sintetizados pelas leveduras e bactérias
presentes no mosto de uva durante o processo fermentativo contribuem
para formacdo do aroma do vinho. Enzimas como as glicosidases e as
liases estdo envolvidas no processo de transformacao bioguimica e séo
sintetizadas pelas leveduras. Varios fatores podem influenciar na
composicdo do aroma, a exemplo da temperatura, teor de solidos
sollveis existentes no mosto de uva, microbiota que conduzem o
processo fermentativo, dentre outros fatores (SWIEGERS et al., 2005).

As substancias volateis formadas durante a fermentagéo alcodlica
apresentam um importante papel da definicdo do aroma dos vinhos
resultantes. O aroma é essencialmente determinado pelos constituintes
volateis provenientes das uvas e da vinificacdo, essencialmente trata-se
de alcoois superiores, &cidos e ésteres (FLANZY, 2000). Estes
compostos Vvolateis, que constituem atributos qualitativos e mesmo
defeitos no perfil aromatico dos vinhos, podem ser identificados e
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quantificados por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (RIZZON & MIELE, 2001).

2.5.1 Esteres e seus acidos

Os ésteres constituem a maior fragdo do aroma dos vinhos. Eles
podem ser originarios de diferentes processos de formagdo, sendo que
na maioria dos casos a maior fracdo de ésteres é formada no transcurso
da fermentacdo alcoodlica, onde a elevada quantidade de &cidos graxos
reage com alguns alcoois, dando origem a maioria dos ésteres. Aos
ésteres formados durante a fermentagdo alcodlica, atribuem-se os
aromas fermentativos ou os chamados aromas secundarios dos vinhos
(BOULTON et al.,1996). Os ésteres podem, entretanto, também ser
derivados da uva e da esterificacdo quimica de alcodis e &cidos durante
o envelhecimento do vinho (ETIEVANT, 1991).

Muitos dos ésteres detectados nos vinhos sdo formados
enzimaticamente, através da protedlise da acil coenzima-A
correspondente, pela ativagdo dos cetoacidos. O primeiro processo
requer o consumo de adenosina trifosfato (ATP), enquanto o Ultimo n&o.
Em meio alcodlico sdo formados os ésteres, ao passo que em meio
aquoso se formam os acidos graxos livres (NYKANEN, 1986).

Os ésteres, acetatos e 0s ésteres etilicos de &cidos graxos,
contribuem para os aromas frutados, caracteristicos dos vinhos. Estes
ésteres sdo formados por leveduras a partir da acil-SCoA-SCoA, durante
a fermentagdo (BOULTON et al., 1996).

Segundo Flanzy (2003), os ésteres se formam a partir dos
esqueletos carbonados dos aminoacidos. O acetato de isoamila e o etil-
3-metilbutirato podem se formar a partir da leucina. A leucina primeiro
se desamina e se descarboxila originando um aldeido, este aldeido se
reduz a alcool e reaciona com acetil-CoA, originando acetato de
isoamila, ou se oxida a 4cido monocarboxilico.

Os acidos graxos, ésteres, acidos volateis e o 2-fenil etanol
constituem uma importante fracdo dos aromas dos vinhos, estes
compostos podem ser formados no transcurso da fermentacdo alcodlica
ou alguns deles podem ser originarios da uva. No entanto, observa-se
que a maior parte deles é formada durante a fermentacdo alcodlica
(FLANZY, 2003; TOGORES, 2003).
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2.5.2 Alcoois Superiores

Muitos fatores podem alterar a composicdo aromatica de um
vinho, é o tipo de levedura tem uma grande influéncia sobre a producéo
de alcoois superiores durante a fermentacdo, mas sdo mais importantes,
sempre, as condi¢des da fermentacdo e a composicdo do mosto (RAPP
& VERSINI, 1991).

Os élcoois que possuem mais de dois atomos de carbono séo
chamados alcoois superiores. Varios sdo de origem fermentativa e
geralmente constituem 50% dos componentes aromaticos do vinho,
excluindo-se o etanol (JACKSON, 1994; RIBEREAU-GAYON et al.,
2003). Estdo presentes nos vinhos na ordem de 150 a 550 mg.L*
(RIBEREAU-GAYON et al., 2003). Os alcoois superiores sdo
compostos secundarios da fermentagdo alcodlica, resultantes do
metabolismo de aminoacidos ou agicares (BOULTON et al., 1996).

O perfil de utilizacdo de aminoacidos e a demanda de nitrogénio
pelas leveduras interferem diretamente na producdo de alcodis
superiores. Assim como outros fatores que intervém sobre a fermentagéo
alcodlica, que influenciam a producdo de &lcoois superiores, sdo a
aeracdo, turbidez elevada, temperatura de fermentagdo elevada, pH
elevado, pressdo do gas carbdnico (FLANZY, 2000).

Entre os alcodis superiores formados durante a fermentacéo,
incluem os compostos: metanol, acetaldeido, 1-propanol, 2-metil-1-
propanol, 2-metil-1butanol, 3-metil-1-butanol e o 2-fenil-etanol.
(Boulton et al., 1996). Com excecdo do 2-metil-1butanol e do 2-fenil-
etanol, estes compostos ocorrem tipicamente em vinhos em
concentragBes abaixo dos seus limiares de deteccdo olfativa. Quando os
niveis de alcodis superiores sdo encontrados em vinhos em
concentracdes acima de 300 mg.L™, geralmente apresentam impacto
negativo no aroma (ETIEVANT, 1991).

2.6 COMPOSTOS FENOLICOS DO VINHO

Os compostos fenolicos fazem parte do metabolismo secundario
das plantas, ocorrendo em maiores concentra¢cfes, principalmente, nos
tecidos de sementes e cascas das frutas e dos caules e ramos.
Geralmente, estes metabolitos possuem fungdes de defesa da planta ao
ataque de fungos, bactérias, herbivoros e contra danos mecanicos
(CARVALHO et al., 1999).

Esses compostos sdo responsaveis pelo crescimento e germinacao
das plantas, apresentam também a funcdo de protegé-las de infeccdes e
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agressdes de microrganismos e servem como filtros de radiacdo UV.
Além disso, contribuem com o aroma, adstringéncia, cor e estabilidade
oxidativa das mesmas (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substancias que
possuem no minimo um anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos. Além da funcdo hidroxila podem estar presentes outros
grupos funcionais, como ésteres e glicosidios (Escarpa & Gonzales,
2001). Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais.
Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se o0s
flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos,
ligninas e tocoferois (SHAHIDI et al., 1995).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos deve-se a
grande variedade de combinagfes que acontece na natureza e 0S
compostos resultantes sdo chamados de polifenois.

Nos vinhos tintos, os compostos fendlicos ou polifenois provém,
principalmente, das cascas e sementes da uva, por isso S&0 compostos
majoritarios, aos quais aportam propriedades especificas tais como cor,
adstringéncia e estrutura ou corpo. Sdo considerados também
antioxidantes potentes, responsaveis diretamente pela longevidade dos
vinhos, com a participacdo dos acidos organicos (GASTONI e FILHO,
2010).

Os constituintes fendlicos possuem uma grande importancia em
enologia, pois atuam direta ou indiretamente na qualidade dos vinhos.
A uva contém, essencialmente, compostos ndo flavondides, na polpa
da baga, e flavondéides nas camadas que compdem a casca, nas
sementes e na raquis. Desta maneira, 0 processamento adotado
condiciona o grau de extracdo dos polifendis a partir das diferentes
partes do cacho e das reacBes destas moléculas, contribuindo assim
de maneira essencial a composicdo polifendlica dos vinhos
(CHEYNIER et al., 2000). A variacdo do tempo de exposi¢do das cascas
e da semente durante a fermentacdo e a temperatura usada nesse
processo sdo fatores marcantes na extracdo de compostos fendlicos
(KOVAC et al.,1992).

O longo contato com a casca durante a vinificacdo, a temperatura,
a presenca das sementes e, as vezes, do engaco e de enzimas, sao fatores
que tem grande influéncia na extracdo dos fendlicos durante a
fermentagdo do suco da uva (KOVAC et al.,1992).

Os principais compostos fendlicos sdo os acidos cindmicos, como
0 4cido caféico e cumarico, os acidos benzoicos, como o acido vanilico
e galico, os taninos condensaveis ou proantocianidinas, os flavondides e
os estilbenos, como o resveratrol. Entre os flavondides presentes
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encontram-se os flavanois, como a catequina e epicatequina, flavonas,
como a rutina, flavonois, como a quercetina, flavononas e antocianinas
(SHIRAHIGUE, 2008).

Os acidos fenolicos caracterizam-se por terem um anel benzénico,
um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou
metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes para os
vegetais (SOARES, 2002). Sdo os compostos derivados do acido
benzéico e do acido cinamico, geralmente encontrados na forma de
ésteres do acido caftarico, localizados, principalmente, na casca da uva
(JACKSON, 1994; GIRARD, 2004).

Os 4cidos cinamicos, principalmente, o acido p-coumarico, 0
acido caféico, o acido ferrulico e o acido sinapico sdo mais comumente
encontrados que os &cidos hidroxibenzoicos. Esses acidos séo,
raramente, encontrados na forma livre, exceto em alimentos que passam
por processos de congelamento, esterilizagdo e fermentagdo.
(MANACH et al., 2003).

Os flavonois se acumulam nas cascas e folhas das plantas porque
a sua sintese é estimulada pela luz. Isso pode explicar a possivel
diferenca de composicdo entre frutos de uma mesma planta, ou seja, 0s
frutos que recebem uma maior quantidade de luz tendem a ter uma
sintese pronunciada desses compostos (PRICE et al., 1995).

Os flavonois sdo os pigmentos amarelos da uva e séo encontrados
principalmente na pelicula, e geralmente, ligados a aglicares como a
glicose, rafinose e o acido glucorénico. O flavonol predominante nas
cultivares de Vitis vinifera é o kaempferol, enquanto que nas cultivares
de Vitis labrusca é a quercetina (JACKSON, 1994).

As antocianinas sdo pigmentos responsaveis por uma variedade
de cores atrativas e brilhantes de frutas, flores e folhas que variam do
vermelho-vivo ao violeta e azul (BOBBIO & BOBBIO, 1992). Nas
videiras, elas acumulam-se nas folhas durante a senescéncia e séo
responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo
encontradas também na polpa de algumas variedades de uvas
(RENAUD & LORGEHIL, 1992).

A composicdo antocianica de diferentes cepas de Vitis vinifera
varia em funcéo do clima, local, solo, manejo da videira e da tecnologia
de elaboracdo empregada. No vinho, essa concentragdo varia de 20 a
500mg L™ (CHEYNIER & TEISSEDRE, 2000).

Os taninos possuem o peso molecular relativamente alto,
constituem uma classe de polifenois e, segundo a estrutura quimica, sdo
classificados em taninos hidrolisiveis e taninos condensaveis
(OSZMIANSKI et al., 2007).
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Os taninos (3-flavandis) sdo caracterizados pela sua capacidade
em combinar-se com as proteinas e outros polimeros como 0s
polissacarideos. Estes compostos, associados com as proteinas,
funcionam como clarificantes, formando associag¢fes insollveis que
provocam a precipitacdo das particulas suspensas deixando o liquido
limpido (USSEGLIO- TOMASSET, 1998).

Os principais taninos mondémeros da uva sdo a catequina e seu
isbmero, a epicatequina e a galocatequina. Verificam-se grandes
diferencas de concentragdo entre variedades tintas e brancas, podendo
variar de 10 a 100 mg.Kg * de bagas (CHEYNIER et al., 2000) e, no
vinho, pode variar de 64 a 1300 mg.L'l (CHEYNIER & TEISSEDRE,
2000).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 DESCRICAO DO VINHEDO

O vinhedo do qual as uvas utilizadas foram colhidas esta
localizado na Vinicola Ouro Verde, no municipio de Casa Nova-BA a
397 metros de altitude e a 9° na latitude sul e 40° na longitude oeste.

Trata-se de um vinhedo de aproximadamente 7 (sete) anos,
conduzido pelo sistema de espaldeira simples, sob o porta-enxerto IAC
766. Sob um argissolo com profundidade entre 50 e 60 cm que apresenta
boa drenagem. O sistema de irrigacdo adotado foi o do tipo gotejamento
com fertirrigacdo. Nele fora realizada poda tipo corddo esporonado, o
espacamento é de 2,2m entre filas e, 1,0m entre plantas, com uma area
de 6,4 hectares onde se obteve uma produtividade de 4.400 Kg por
hectare.

Foram coletados dados climaticos provenientes da estacdo
agrometeoroldgica da Embrapa Semiarido localizada na Fazenda Santa
Felicidade no municipio de Casa Nova, Bahia. Os dados consistiram das
observacles diarias da temperatura média, temperatura maxima e
minima, umidade relativa, radiacdo solar e precipitacdo pluviométrica,
durante todo o cliclo fenol6gico da videira. Os dados médios podem ser
observados na Tabela 1.
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Tabela 1: Médias dos dados meteorologicos diarios da estagdo
agrometeorol6gica durante o ciclo fenol6gico da cv. Syrah.

Dados meteoroldgicos Média
Temperatura Média (°C) 27,43
Temperatura Maxima (°C) 33,19
Temperatura Minima (°C) 22,26
Umidade Relativa Média (%) 51,55
Radiacéo Solar Glogal (MJ) 22,39
Precipitacdo Pluviométrica (mm) 0,90

Fonte: Embrapa Semiarido (2013)

3.2 COLHEITA E ELABORACAO DOS VINHOS

A colheita da uva da variedade Syrah foi realizada na segunda
semana do més de janeiro do ano de 2012, na Vinicola Ouro Verde,
totalizando um ciclo fisioldgico de 132 dias. Para o experimento, foram
disponibilizados 280 Kg de uva Syrah. Procurou-se obter uvas com as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas, encontrando uma média de
23,6°Brix e pH de 3,48.

A uva foi conduzida até a Escola do Vinho, localizada no
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo
Pernambucano, BR 235 — Km 22, Zona Rural — Petrolina-PE. As uvas
ficaram armazenadas por cinco dias em cAmara-fria a uma temperatura
de 6°C. As mesmas foram divididas em cinco partes (Figura 1 (b)) com
56 Kg cada e, posteriormente as praticas enoldgicas adotadas, foram
subdividas em trés repeticdes (garrafdes) para cada tratamento
empregado.
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Figura 6 — (a) Pesagem das uvas; (b) Separa¢do dos tratamentos.
= o E

(a)

As uvas foram submetidas ao processo de desengace e
esmagamento de forma manual. As uvas foram desengagados
separadamente em tinas de ago inox e, durante esta etapa, foram
adicionados 60 mg L™ de diéxido de enxofre através de solucéo de 5%
deste conservante e, apés 15 minutos, 0,8 mL 100Kg™ de enzima
pectolitica Endozym ICS 10 Rouge®. Concluido o desengace e
esmagamento, foi adicionado a cada tratamento 20 g.hL™ de levedura
seca ativa correspondente ao tratamento (Tabela 3) e 20 g hL™* de
nutrientes a base de aminodacidos. As leveduras passaram pelo processo
de hidratacdo e ativacdo indicado pelo fabricante. No caso do tratamento
conduzido por leveduras selvagens, ndo foi adicionadas leveduras.

3.2.1 Leveduras

Para a realizacdo do experimento, foram escolhidas 4 (quatro)
marcas comerciais de levedura seca ativa disponiveis no mercado, sendo
elas Maurivin AWRI 350®, Maurivin AWRI 796®, Mycoferm CRIO
SP® e Maurivin PDM®. Além disso, um tratamento foi utilizado como
testemunha onde ndo houve adi¢do de leveduras ao meio, tendo sua
fermentacdo conduzida por leveduras selvagens (LS).
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No total, foram cinco tratamentos com trés repeticdes cada,
identificados como segue na Tabela 2.

Tabela 2 — Codificagdo e caracterizagdo dos tratamentos

Tratamentos Caracterizacéo

LS Fermentacdo alcodlica conduzida pelas Leveduras
Selvagens

A350 Fermentacdo alcodlica conduzida pela levedura
Maurivin AWRI 350® - Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus

AT796 Fermentacdo alcodlica conduzida pela levedura
Maurivin AWRI 796® — Saccharomyces cerevisiae

MCRIO Fermentagdo alcodlica conduzida pela levedura
Mycoferm Crio SP® - Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus

MPDM Fermentagdo alcodlica conduzida pela levedura
Maurivin PDM® - Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus

3.2.1.1 Maurivin AWRI 350® (A350)

AWRI 350 é uma levedura pura, seca ativa, selecionada por suas
caracteristicas aromaticas. Trata-se de uma cepa Saccharomyces
cerevisiae var. bayanus originada da Australia. A taxa de fermentacéo é
moderada em temperaturas mais elevadas (20-30°C), com uma fase de
laténcia curta. Apresenta média tolerancia ao alcool no intervalo de 12 a
13% (v/v). O uso dessa levedura é recomendado para a elaboracdo de
vinhos jovens aromaticos tintos (Syrah, Grenache, Merlot, Cabernet
Sauvignon), rosados e brancos (Moscatel, Gewdrztraminer). A Maurivin
Awri 350 produz grandes quantidades de ésteres (compostos aromaticos
de fermentacdo). A dosagem de emprego recomendada é de 15 a 25
gramas por hectolitro (MAURIVIN, 2012).

3.2.1.2 Maurivin AWRI 796® (A796)

Maurivin Awri 796 foi isolada pela primeira vez na Africa do
Sul. Trata-se de uma levedura Saccharomyces cerevisiae. A taxa de
fermentacdo é considerada de moderada a rapida em temperaturas mais
elevadas (20-30°C), com uma fase de laténcia relativamente curta.
Apresenta boa tolerancia ao alcool no intervalo de 14,5 a 15,5% (v/v).
Tecnicamente é considerada uma levedura que consome pouco
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nitrogénio e normalmente completa a fermentacdo de mostos com
guantidades relativamente baixas deste nutriente. AWRI 796 ¢é
geralmente recomendado para produgdo de vinhos tintos,
particularmente varietais, tais como Syrah, Cabernet, Merlot e Pinot
Noir. A dosagem de emprego recomendada é de 15 a 25 gramas por
hectolitro (MAURIVIN, 2012).

3.2.1.3 Mycoferm CRIO SP® (MCRIO)

Mycoferm Crio-SP é uma levedura seca ativa Saccharomyces
cerevisiae var. bayanus selecionada na Franca, na regido de
Champagne. Trata-se de uma levedura criofila, muito resistente ao
alcool e é, particularmente, indicada para a produgdo de vinhos frisantes
e espumantes. Entre as principais caracteristicas enoldgicas estd a
presenca de atividade killer, resisténcia ao dioxido de enxofre livre
(50mg/L), alta tolerancia ao alcool (até 16%) e relacdo agucar/alcool de
159/1%. A dosagem de emprego recomendada é de 20 a 30 gramas por
hectolitro (EVERINTEC, 2012)

3.2.1.4 Maurivin PDM® (MPDM)

Maurivin Pdm é uma levedura seca ativa Saccharomyces
cerevisiae var. bayanus, isolada nos vinhedos de Champagne-Franca. E
adequada para fermentacdo a baixas temperaturas devido ao seu vigor
inerente. Porém, também é um fermentador rapido a temperaturas mais
elevadas (20-30°C), com curta fase lenta. Industrialmente, suas
aplicacbes sdo bastante extensas, recomendada para a producdo de
vinhos brancos e tintos. Brancos varietais como Chardonnay, Chenin
Blanc, Sauvignon Blanc, Semillon e Riesling. Tintos como Cabernet,
Merlot e Syrah. Sendo também adequada para produgdo de espumantes
pelo Método Champenoise (MAURIVIN, 2012).

3.2.2 Microvinificagdes

Feita a adicdo e homogeneizacdo dos insumos (leveduras e
nutrientes), cada tratamento foi dividido igualmente em trés garrafbes de
vidro, com 20 litros de capacidade, que caracterizaram as repeticdes dos
tratamentos empregados. Ao final, totalizou 15 (quinze) garrafGes de
vidro que foram armazenados em sala com controle de temperatura
conforme Figura 7. Para a fermentacdo alcodlica adotou-se a
temperatura de 25°C para a sala de fermentacdo. Durante essa etapa
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foram controladas temperatura e densidade de cada garrafdo. Foram
realizadas 2 (duas) aeracBes (remontagens) por dia durante os dois
primeiros dias de fermentacdo alcodlica e, nos dias seguintes, fez-se 1
(uma) aeracdo diaria até o final desta fermentacdo. No 5° (quinto) dia de
fermentac&o alcodlica foi realizada a descuba encerrando o periodo de
maceracao.

Figura 7 — (a) Garrafdes com vinhos em fermentag&o alcodlica; (b) Detalhe para
o garrafdo em fermentag&o alcodlica.

(b)

Com a finalizagdo da fermentacdo alcodlica, atestada através de
analise de densidade (<1,000), a temperatura da sala foi reduzida para
22°C para dar inicio a fermentacdo malolatica de forma espontanea.

Concluida esta fermentacdo, os garrafdes foram levados para
camara fria a temperatura média de -3°C. Nestas condicdes, os vinhos
foram submetidos a estabilizacdo tartarica por 15 dias. Ao final, cada
tratamento, e suas repeticdes, passaram por uma trasfega, e tiveram o
diéxido de enxofre corrigido em 40 mg.L™. Foram utilizadas garrafas de
750 mL e rolhas sintéticas para o envasamento dos vinhos. Em seguida,
estes foram devidamente identificados.
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3.3 METODOS

3.3.1 Curva de fermentacao alcodlica

Foi verificada e registrada duas vezes ao dia a densidade (iten
3.3.2.1) de cada garrafdo que estava em fermentacdo alcodlica para a
construcdo da curva de fermentagéo de cada tratamento.

3.3.2 Analises classicas

Para determinacéo das caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos
foram realizadas analises em ftriplicata sendo avaliado as varidveis
densidade, pH, teor alcodlico, acidez total titulavel, teor de didxido de
enxofre livre e total, acidez volatil, extrato seco, antocianinas totais,
taninos totais, indice de polifenois totais, intensidade de cor e tonalidade
utilizando método da Organizacdo Internacional da Uva e do Vinho —
OIV (PEYNAUD, 1997; OIV, 1990). As analises foram realizadas doze
meses apds o engarrafamento dos vinhos.

3.3.2.1 Densidade

A densidade das amostras de vinho foi determinada através da
leitura com decimetro. Aproximadamente 80 mL da amostra sdo
colocados na balanca hidrostética (Gibertini ®), com temperatura entre
19° a 22°C que automaticamente realiza a leitura.

3.3.2.2 pH

O potencial hidrogenidonico (pH) foi determinado utilizando
pHmetro marca TECNAL.

3.3.2.3 Teor alcodlico

Determinado com auxilio do destilador Super DEE (marca
Gibertini), sendo quantificado em balanca hidrostatica (marca
Gibertini®) e o resultado expresso em °GL.
3.3.2.4 Acidez total

A acidez total nos vinhos foi determinada por titulométrica com

NaOH 0,1N. Para isso, uma aliquota de 5 ml de vinho foi colocada em
erlenmeyer completando-se o volume para 50 ml com &gua isenta de
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CO,. Para determinagcdo do ponto de viragem foi utilizado pHmetro
sendo a titulagdo finalizada em pH igual a 8,2. O valor obtido é expresso
em gramas de acido tartarico/100 mL, a partir da seguinte formula:

Acidez total (meq L™) = nx fx M x 1000/V

Onde: n = volume em mL de solugdo de NaOH gasto na titulacdo; f =
fator de correcdo da solucdo de NaOH; M = molaridade da solucéo de
NaOH; V = volume da amostra em mL.

3.3.2.5 Dioxido de enxofre total e livre

Através do Método de Ripper, que se baseia na titulagdo da
amostra com iodo 0,02N, determinou-se o diéxido de enxofre total. Em
erlenmeyer de 250 mL, pipeta-se 25mL de amostra; adiciona-se 12,5 mL
de hidréxido de sodio 1N e mantém-se a amostra em repouso por 15
minutos. Apds adiciona-se 5 mL de &cido sulfurico 1:3 e 2 mL de
solucdo de amido 1%. Entéo se titula a amostra até o aparecimento da
cor azul persistente por alguns segundos.

Utilizando o mesmo método foi determinado também o di6xido
de enxofre livre. Em erlenmeyer de 250 mL adiciona-se 25 mL de
amostra; 2,5 mL de &cido sulfurico 1:3, 2 mL de solucdo de amido 1%.
Titula-se com solucdo de 0,02 N até o aparecimento da cor azul. A
férmula utilizada para o calculo da concentragdo de diéxido de enxofre
(mg/L) presente nas amostras foi:

SO2 livre ou total (mg.L™) =V x N x fc x 32 x 1000/v

onde: V = volume em mL de solu¢do de iodo gasto na titulagdo; N =
normalidade da solugdo de iodo (0,02N); Fc = fator de correcdo da
solucdo de iodo; v = volume de amostra utilizado (1mL).

3.3.2.6 Acidez volatil

Para esta determinagdo foi utilizado o Destilador Eletrénico
Enoquimico marca Gibertini®, no qual foi adicionado no baldo de
destilacdo do aparelno 20 mL de amostra de vinho. O destilado
recolhido, aproximadamente 180 mL, foi titulado com hidréxido de
sodio 0,1 N utilizando como indicador fenolftaleina, onde o ponto de
viragem foi determinado pelo aparecimento da cor résea clara na
amostra, anotando-se o volume gasto. Adicionou-se uma gota de HCI
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1:4 para neutralizar a amostra e 2ml de amido 1%. Titulou-se,
novamente com iodo 0,02 N até a cor azul, anotando também o volume
gasto. Adicionou-se entdo 10 ml de bérax (Tetraborato de sodio).
Titulou-se com iodo 0,02 N até a cor azul, anotando também o volume
gasto. A equacdo utilizada para se determinar acidez volatil em meg/L
foi:

Acidez volatil (meqL™) = 10 x {n:- (n; x 0,1)- (ns x 0,05)}

Onde: n; = volume em mL de solugdo de NaOH gasto na titulagdo; n, =
volume em mL de solucdo de iodo gasto na primeira titulagdo; ns =
volume em mL de solugédo de iodo gasto na segunda titulagao.

3.3.2.7 Extrato seco

A andlise foi realizada com a utilizacdo do Modulo de Leitura
AlcoMat-2 da Balanga Hidrostatica Densi-Mat, que determina o valor
do extrato seco total de vinhos ou mostos com a densidade entre 0,990 e
1,160, a uma temperatura entre 15 e 25°C. Primeiro se faz a leitura da
amostra pura e, depois, a da amostra desalcoolizada por meio de arraste
a vapor e pela diferenca é determinado o extrato seco (OIV, 1990).

3.3.2.8 Antocianinas totais

Foi colocado em um tubo de ensaio 1 mL de cada amostra de
vinho tinto, 1 mL de etanol com 0,1% de &cido cloridrico e 10 mL de
solucdo de 4cido cloridrico a 2%. Em um segundo tubo de ensaio foi
adicionar também 1 mL de vinho a analisar; 1 mL de etanol com 1% de
acido cloridrico e 10 mL de solucdo tampéo de pH 3,5. Efetuou-se entdo
a leitura da absorcdo das amostras dos dois tubos no comprimento de
onde de 520 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de percurso
6tico, sendo o espectrofotdmetro previamente calibrado com &gua
destilada. A concentracéo de antocianinas livre, expressa em mg.L™ foi
obtida relacionando as diferencas de densidade 6tica a uma curva padrédo
estabelecida com valores abaixo:

Antocianinas (mg/L) = 388 x Ad

Onde: Ad = diferencga de leitura entre os dois tubos.
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3.3.2.9 Taninos totais

A concentracdo de taninos totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico desenvolvido por Folin-Denis, segundo a AOAC
(1998). As amostras foram diluidas em &gua a 0,1% e a reacdo com
reagente fenolico Folin-Denis foi estabilizada com solucéo saturada de
carbonato de sodio. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 760 nm
e o resultado expresso em equivalente de acido tanico pela curva de
calibracdo 0,4 e 10,0 g.mL™ em &gua, considerando um fator de
diluicdo.

3.3.2.10 indice de polifendis totais

O método é baseado na capacidade de absorgdo de radiagdo
ultravioleta (UV) a 280 nm pelos anéis aromaticos, cuja concentragdo
obedece a lei de Lambert-Beer (HARBERTSON e SPAYD, 2006). As
amostras foram diluidas em &gua a 1%, lidas em espectrofotdmetro a
280 nm, com cubetas de quartzo e os resultados expressos pela
absorbéancia, considerando o fator de diluicao.

3.3.2.11 indice de cor

Foram realizadas leituras espectrofotométricas das absorbancias
de 420, 520 e 620 nm. A intensidade da cor (IC), para os vinhos tintos,
foi obtida pela somatéria das absorbancias (420, 520 e 620 nm).

3.3.2.12 Tonalidade

A tonalidade (T) foi expressa pela razdo entre as absorbancias a
420 e 520 nm.

3.3.3 Analises Cromatograficas

As determinacGes dos alcobis superiores, ésteres e acidos
carboxilicos foram realizadas segundo BERTRAND (1981), em
duplicata, por meio de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo
de chama (CG-DIC), no Laboratério de Referéncia Enoldgica-LAREN,
na cidade de Caxias do Sul-RS, Brasil. O cromatografo utilizado foi da
marca Hewlett Packard 6890 (Palo Alto, EUA).
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3.3.3.1 Esteres, acidos graxos volateis e 2-feniletanol

A extracdo desses compostos foi do tipo liquido-liquido
utilizando como solvente uma mistura de éter/hexano (1:1) (v/v). Foram
utilizados como padrdo interno o 3-octanol a 40mg/L em solucéo
hidroalcodlica (40% vol.) e o acido heptandico a 70mg/L em solucéo
hidroalcoodlica (40% vol.). Para o preparo adicionou-se a 50mL de vinho
2mL de cada padrdo interno, o meio foi acidificado por 0,3mL de 4cido
fosforico 1/3, sendo entdo efetuadas 3 extragbes utilizando
sucessivamente 4mL, 2 mL e 2 mL de uma solucdo de éter/hexano (1:1)
(v/v). Apds decantacdo em funil de separacdo, as fases orgénicas foram
reunidas constituindo o extrato.

A coluna cromatogréfica empregada foi uma HP-FFAP (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). A programacao de temperatura para o forno foi a
seguinte: temperatura inicial de 40 °C e elevada a 3°C.min™ até 200 °C.
As temperaturas do injetor e do detector foram de 220 °C. Os extratos
foram injetados no modo splitless, injetando-se 2 ul de amostra em
fluxo de 2 mL. min™ de hidrogénio. A identificacido dos compostos foi
feita a partir da injecdo de padrGes nas mesmas condigdes
cromatograficas.

3.3.3.2 Alcoois e acetato de etila

Para esta analise, 0 método baseia-se no principio da injecdo
direta do vinho, onde foi utilizado como padrdo interno, 4-metil-2-
pentanol a 5 g.L™ em solucdo hidroalcodlica (40% vol.), para o preparo
adicionou-se a 5mL do destilado 70 pL do padrédo interno.

A coluna cromatogréafica empregada foi uma HP-INNOWax (60
m x 0,25 mm x 0,25 um). A programacdo de temperatura para o forno
foi a seguinte: temperatura inicial de 40 °C e elevada a 3°C.min™ até
200°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de 200°C. A
injecdo direta das amostras foi realizada no modo split com razéo 1:50,
injetando-se 1 pl de amostra em fluxo de 2 mL. min™ de hidrogénio
(gas de arraste). A identificacdo dos compostos foi feita a partir da
injecdo de padrdes nas mesmas condi¢Bes cromatogréaficas.

3.3.3.3 Calculo das concentracdes
As concentracdes dos volateis avaliados foram calculadas

utilizando-se um padrdo interno, que consiste em adicionar uma
concentragdo conhecida de uma substancia que ndo esta presente na
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amostra a ser analisada. As concentra¢Ges dos compostos foram entdo
determinadas pelas Equagdes 1 e 2.
Eq.1

C=Kx(A/PI)

Onde: C = concentragdo da substancia a determinar na amostra; K =
coeficiente de resposta; A = area do pico da substancia a determinar na
amostra; Pl = area do pico do padréo interno.

O coeficiente de resposta (K), especifico para cada substancia é
calculado de acordo com a seguinte férmula:

Eqg. 2

K = CR x (AR/PI)
Onde: K = coeficiente de resposta; CR = concentracgdo da substancia na
solucdo de referéncia; Pl = &rea do pico do padréo interno na solucéo de
referéncia; A = &rea do pico da substancia na solucdo de referéncia

3.3.3.4 Compostos fendlicos

Utilizou-se cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters,
modelo Aliance €2695, acoplado a Detector de Arranjos de Diodos
(DAD) e Detector de Fluorescéncia. Para o DAD, foram utilizados os
comprimentos de onda de 220, 320, 360 e 520 nm. Para a deteccdo em
fluorescéncia, a excitacao se deu a 280 nm e a emissédo a 360 nm.

A coluna utilizada foi a Gemini-NX C18, 150 x 4,60 mm, com
particulas internas de pL, com fluxo de 0,6 mL.min™. O gradiente
utilizado na separacdo se deu a: 0 min: 100% A; 18 min: 87,5% A,
2,5% B e 10% C; 30 min: 83,5% A, 3,2 % B e 13,3 % C; 36 min: 75%
A, 5% B e 20% C; 48,5 min: 65% A, 8,3% B e 26,7% C; 50 min: 65%
A, 8,3% B e 26,7% C; 65 min: 100% A; 70 min: 100% A. Sendo, a fase
A: agua ultrapura acidificada a pH= 2,05 com &cido fosforico; fase B:
Metanol; fase C: acetonitrila. PEREIRA, 2005; PEREIRA et al. 2006

3.3.4 Andlise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, sendo composto por cinco tratamentos e trés repeticdes
onde cada tratamento foi uma fermentacdo conduzida por diferentes
leveduras conforme (Tabela 2). Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), e comparados pelo teste de Tukey ao
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nivel de 5% de significancia. Os resultados também foram submetidos a
Anélise de Componentes Principais (ACP), com o auxilio do programa
SPSS for Windows versdo 17.0 (USA)®.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CURVA DE FERMENTAGCAO

O tempo de fermentacdo alcodlica dos vinhos variou de 9 a 13
dias em funcdo das cepas de levedura utilizadas. Todas as leveduras
apresentaram uma curva de fermentacdo normal representada pela
reducdo dos agucares e transformacdo em alcool (Figura 8). Sendo
constatada pela reducéo da densidade ao longo dos dias de fermentacéo,
variando para cada tratamento de 1,109, no inicio da fermentacéo
alcoodlica, a 0,995 no final da fermentagdo. As fermentagdes conduzidas
pelas cepas de levedura A350, A796 e MPDM iniciaram a fermentagdo
ja no segundo dia de inoculagdo. As cepas LS e MCRIO sé
apresentaram atividade no terceiro dia. De uma maneira geral, a cepa
LS, que conduziu a fermentacdo espontdnea, apresentou uma
fermentagdo mais lenta como observado por Cortés & Blanco (2011)
quando estudaram o efeito da cepa de levedura na composicéo volatil e
sensorial de vinhos da cv. Treixadura, as demais cepas de leveduras
comerciais mostraram uma cinética similar.
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Figura 8 — Curva de fermentag&o dos vinhos elaborados em funcéo das cepas de
levedura utilizadas
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*Leveduras selvagens (LS), Maurivin AWRI 350® (A350), Maurivin AWRI
796® (A796), Mycoferm CRIO SP® (MCRIO), Maurivin PDM® (MPDM).

4.2 ANALISES CLASSICAS

Os resultados obtidos apresentados na Tabela 5 indicam que 0s
vinhos Syrah elaborados se enquadraram nos padrbes de identidade e
qualidade estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para vinhos tintos finos secos (BRASIL, 1998) e pelas
normas do MERCOSUL (2002). Os resultados das analises classicas
estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao fisico-quimica dos vinhos elaborados com diferentes
cepas de leveduras.

Variveis Tratamentos

LS A350 AT96 MCRIO MPDM
Densidade 0,9918 b 0,9924ab 0,9927a 0,9922ab 0,9921 b
pH 3,39a 34la 347a 34la 34la
Alcool (°GL) 13,26ab 13551a 13,37a 13,01b 12,39c

Acidez Total (g L") 6,15e  7,45Db 8,20a 6,70d 7,05¢
SO, total (mg L™) 32,77a 3157ab 20,48d 24,75cd 27,31bc
S0, livre (mg L™ 27,05a 20,82b 1297c 12,29c¢  10,75d
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Acidez volatil (g L") 0,49a 046a 049a 0,33b 0,35Db
Extratoseco (g L) 24,93b 2580ab 26,27a 23,70c  22,37d
Antocianinas (g L") 0,16a 0,14ab 0,16a 0,11lc 0,14 ab

Taninos (g L'l) 0,48 b 0,28 ¢ 0,30¢c 0,51b 0,62a
IPT 46,3c 535a 54,0ab 525D 54,5a
Intensidade de Cor 8,29c¢c 11,43 a 11,42a 9,62b 9,75b
Tonalidade 0,74a 0,76 a 0,73a 0,73 a 0,70 a

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. **Vinhos elaborados
utilizando: Leveduras selvagens (LS), Maurivin awri 350® (A350), Maurivin
awri 796® (A796), Mycoferm crio sp® (MCRIO), Maurivin pdm® (MPDM).

Os valores detectados para densidade dos vinhos elaborados
variaram de 0,9918 (LS) a 0,9927 (A796), ndo apresentando diferenca
estatistica  significativa. Estes valores correspondem  aqueles
normalmente encontrados em vinhos secos da regido, como encontrados
por Aradjo (2010) e Oliveira (2012) quando estudaram vinhos da cv,
Syrah no Vale do Submédio Sao Francisco.

Em geral, para vinhos tintos é desejavel o pH entre 3,3 e 3,6,
uma vez que a fermentacdo malolatica, necessaria em vinhos tintos,
provoca um aumento no pH (JACKSON, 2000; RIZZON, et al.1997).
Os vinhos apresentaram valores médios de pH entre 3,47 para os vinhos
elaborados com a cepa A796 e 3,39 para a cepa LS. Os valores
encontrados estdo dentro da normalidade e sdo coerentes com 0s
encontrados por Cortés & Blanco (2011) e Rizzon & Miele (2009).

Para os valores do teor alcodlico foram encontrados valores
dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagcdo brasileira (BRASIL,
1988) estando entre 12,59°GL, para a cepa MPDM e, 13,51°GL para a
A350. As leveduras selvagens se mostraram equivalentes as leveduras
comerciais estudadas, quando avaliado o teor alcodlico no final da
fermentacdo alcodlica. Isso mostra que possiveis espécies selvagens da
regido do Vale do Submédio Sdo Francisco podem apresentar boa
resisténcia ao teor de alcool no meio fermentativo, além do bom
rendimento em alcool.

Para o pardmetro acidez total, todos os tratamentos se
encontraram dentro dos padrbes da Legislacdo Brasileira, entre 4,125 e
9,75 g.L'l (BRASIL, 1988) mas a maioria deles, fora dos limites
recomendados, entre 4,5 e 6,75 g L? (RIZZON, et al. 2003). Porém,
mostraram diferenca significativa. Estas diferencas podem estar ligadas
a atividade de cada levedura utilizada ja que, sabe-se, que algumas
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espécies desse microrganismo sdo capazes de produzir acidos organicos
e influenciam na liberacdo destes &cidos a partir da pelicula da casca
durante o processo de maceracdo (RIZZON, et al.1997)

Quanto a acidez volatil, os vinhos analisados enquadraram-se nos
valores estipulados pela Legislagdo Brasileira, a boa sanidade do vinho &
indicada por baixos valores de acidez volétil, onde o vinho jovem nédo
deve apresentar mais que 1,0 g L™ (RIZZON, et al. 2003). Segundo a
Legislacdo Brasileira, é permitido no maximo 1,5 g L™ de acidez volatil
(BRASIL, 2004).

O extrato seco representa a soma das substancias que, em
determinadas condi¢des fisicas, ndo se volatilizam (NAVARRE, 1991).
Os valores deste parametro, encontrados nesse estudo, mostraram que as
leveduras tiveram pouca influéncia na sua concentragdo. O vinho
elaborado com a cepa MPDM apresentou a menor concentragdo com
22,317 g L™ e, o da cepa A796 alcancou a maior concentragdo com 26,37
gL™.

As avaliagbes de antocianinas totais demonstraram que as
maiores concentragdes observadas foram para os vinhos das cepas A796
e LS, com 0,16 g L. As diferentes técnicas de vinificacdo permitem a
extracdo destas moléculas nos primeiros quatro a seis dias de
maceracdo. A sua concentragcdo nos vinhos tintos obtidos de uvas de
castas de Vitis vinifera varia entre 0,35 g L e 1,10 g L™ (LEONE, et
al.1984). As concentragdes encontradas nesse estudo apresentam valores
compreendidos entre 0,16 (A796) e 0,11 (MCRIO) g L™, inferiores aos
encontrados por Aratijo (2010), 0,42 g L™ quando analisou vinhos Syrah
no Submédio do Vale do Sdo Francisco, e Oliveira (2012) que encontrou
em seu estudo, com vinhos da variedade Syrah em diferentes porta-
enxertos e épocas de colheita, concentracdes de até 0,57 g L™

As concentragdes encontradas para taninos variaram nos vinhos
de acordo com a levedura utilizada apresentando o maior valor para o
vinho da cepa MPDM, 0,62 g L. As leveduras A350 e A796 se
destacaram por apresentar em seus vinhos 0s menores teores de taninos,
0,28 e 0,30 g L™, respectivamente. Oliveira (2012) quando analisou
vinhos elaborados com Syrah provenientes de diferentes porta-exertos e
épocas de colheita, encontrou concentracdes de até 0,43 g L™

Os valores para o indice de polifendis totais encontrados nos
vinhos mostraram diferenca significativa entre todos os tratamentos com
exce¢do dos que utilizaram as cepas A350 (53,5) e MPDM (54,5) que
formaram um grupo estatistico diferenciado. Os resultados obtidos
foram equivalentes aos encontrados nos vinhos analisados por Oliveira
(2012).
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As caracteristicas cromaticas de intensidade de cor e tonalidade
obtidas pela leitura da absorbancia a 420, 520 e 620 nm s&o validas para
vinhos jovens, pois apresentam absor¢do méaxima a 520 nm (cor
vermelha) e minima a 420 nm (cor amarela) (RIBEREAU-GAYON et
al., 2003). Cabrita et al. (2003) afirmaram que a intensidade e a
tonalidade da cor levam em conta as contribui¢es das cores vermelha
(520 nm) e amarela (420 nm) para a cor global, mas a cor azul (620 nm)
deve ser considerada em vinhos com pH préximo a 4,0. Para esse
parametro foram encontrados valores compreendidos entre 8,29 (LS) e
11,43 (A350). Os maiores valores foram encontrados nos vinhos
elaborados com a cepa A350 e A796, 11,43 e 11,42, respectivamente.
Este comportamento também é verificado com os valores encontrados
para o IPT. Os valores encontrados para tonalidade ndo diferenciaram
entre os tratamentos, apresentando valor médio de 0,7.

Na ACP obtida com os resultados das analises classicas dos
vinhos tintos elaborados com diferentes cepas de levedura (Figura 9),
pode-se observar que houve discriminagdo entre os tipos de leveduras.
Os dois primeiros componentes principais explicaram 95,07% da
variabilidade total. A componente principal-CP1 separou 0s vinhos
elaborados com as leveduras MPDM, MCRIO, A350 e A 796,
localizados na parte positiva do eixo X, dos vinhos originados da
levedura LS, do lado negativo do eixo x. Os parametros analiticos que
explicam esta variabilidade foram identificados como taninos totais
(TT), IPT, densidade (DENS), indice de cor (IC), acidez total (AT) e
pH, na parte positiva da CP1, e dioxido de enxofre livre (SLV) e total
(STT), acidez volatil (AV) e antocianinas totais (ATC), na parte
negativa da CP1. Esta separacdo também pode ser visualizada na Tabela
5 onde as concentragdes encontradas para o dioxido de enxofre livre e
total foi maior nos vinhos elaborados pela cepa LS. As concentragdes de
acidez volatil e antocianinas totais também foram maiores para 0s
vinhos elaborados com esta levedura, juntamente com a cepa A796.
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Figura 9: Andlise de Componentes Principais (ACP) realizada a partir das
andlises classicas dos vinhos elaborados a partir de cinco cepas de levedura.
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*Vinhos com fermentacdo alcodlica conduzida por: LS = leveduras selvagens;
A350 = maurivin awri 350; A796 = maurivin awri 796; MCRIO = mycoferm
crio sp; MPDM = maurivin pdm; antocianinas totais (ATC); indice de
polifendis totais (IPT); taninos totais (TT); indice de cor (IC); tonalidade
(TON); teor alcodlico (ALC); dioxido de enxofre livre (SLV); dioxido de
enxofre total (STT); acidez volatil (AV); pH (PH); acidez total (AT); densidade
(DEN); extrato seco (EXT).

A CP2 separou os vinhos elaborados pelas cepas de leveduras
MPDM, MCRIO e LS, localizados na parte positiva do eixo y, dos
vinhos elaborados pelas cepas de leveduras A796 e A350, localizados na
parte negativa do eixo y. Os parametros analiticos que explicaram esta
variabilidade foram identificados como taninos totais (TT), diéxido de
enxofre livre (SLV) e total (STT), na parte positiva da CP2, e extrato
seco (EXT), alcool (ALC), IPT, densidade (DENS), indice de cor (IC),
acidez total (AT) e pH, na parte negativa da CP2.
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4.3 COMPOSTOS VOLATEIS

O perfil aromatico dos vinhos Syrah elaborados estdo
apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6. Dos 27 compostos aromaticos
analisados, 24 apresentaram diferencas significativas entre os vinhos
elaborados com diferentes cepas de leveduras.

4.3.1 Esteres

Os resultados encontrados para a concentragdo de ésteres nos
vinhos elaborados com diferentes cepas de leveduras podem ser
observados na Tabela 4. O estudo estatistico dos compostos analisados
apresentou diferenga significativa entre os vinhos elaborados com as
cepas estudadas.

Os teores de butirato de etila ndo apresentaram diferenciagédo
estatistica entre os diferentes tratamentos. O valor médio mais elevado
(0,19 mg L™ foi encontrado nos vinhos fermentados com a cepa A350.
O menor valor foi detectado nos vinhos fermentados com a cepa
MCRIO (0,13 mg L™). Conforme Cabanis et al. (2003) os teores de
butirato de etila em vinhos tintos variam de 0,02 a 3,0 mg L™

O acetato de isoamila é um dos mais importantes ésteres
encontrados nos vinhos, sua caracteristica olfativa lembra aroma de
banana e sua origem é a esterificacdo dos alcoois isoamilicos (Torres-
Alegre, 1985). Os vinhos que apresentaram as maiores concentragdes
desse composto foi o elaborado com a cepa LS, com teor médio de 2,73
mg L*, seguida dos da cepa A350, com 1,78 mg L™ Os vinhos das
cepas A796, MCRIO e MPDM ndo apresentaram diferenca significativa
entre suas concentragdes médias variando de 0,7 a 0,98 mg L™. Segundo
Cabanis et al. (2003) os teores minimo e maximo em vinhos tintos sdo
de0,2almgL™

Os teores de hexanoato de etila apresentaram diferenca
significativa nos vinhos analisados. De acordo com a tabela 3, o vinho
elaborado com a cepa LS apresentou o menor valor médio com 0,20 mg
L e o vinho da cepa MPDM apresentou a maior concentragdo com
valor médio de 0,34 mg L. Estes teores encontran-se dentro dos limites
citados na literatura. Segundo Cabanis et al. (2003) os teores minimo e
maximo encontrados nos vinhos tintos sdo de 0,07 a 1,1 mg L

Os valores encontrados para acetato de hexila mostraram que 0s
vinhos das cepas MCRIO e MPDM apresentaram as maiores
concentragcGes desses compostos, 0,165 e 0,166 mg L'l, respectivamente.
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O octanoato de etila ndo apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos. O maior valor médio encontrado foi o apresentado pelo
vinho da cepa MPDM com 0,59 mg L™ Os valores encontrados s&o
considerados muito baixos em relagdo a outros tipos de vinho, portanto
constatou-se que este composto possui influéncia reduzida no perfil
aromatico deste tipo de vinho. Conforme Cabanis et al. (2003), em
vinhos tintos, os teores podem variar de 0,5 a 3,4 mg L™

Os teores de decanoato de etila variaram significativamente entre
os tratamentos empregados. Como pode-se observar na tabela 4, os
vinhos que apresentaram os teores mais elevados foram os fermentados
com as cepas MCRIO e MPDM, com 022 e 023 mg L%
respectivamente. O menor valor encontrado foi para o vinho da cepa
A350 com 0,02 mg L™ Os valores encontrados nesse trabalho foram
bem abaixo dos encontrados na literatura consultada. Segundo Cabanis
et al., (2003) os teores minimo e maximo em vinhos tintos sdo de 0,3 e
1,8mgL™

Para os resultados de acetato de feniletila, que confere notas
aromaticas de mel, os vinhos elaborados com a cepa LS apresentou a
maior concentracdo deste éster com 1,201 mg L. Das demais cepas de
levedura emlpregadas, a maior concentra¢do nos vinhos ndo ultrapassou
0,304 mg L™ (A350).

O dodecanoato de etila apresentou pouca diferenciagdo entre os
diversos tratamentos. Os vinhos que apresentaram 0s teores mais
elevados foram os fermentados com as cepas MCRIO e MPDM (teor
médio de 0,22 mg L™). Conforme Cabanis et al. (2003) os teores em
vinhos tintos podem variar de 0,1 a5 mg L™

Quanto ao dietil succinato, os teores apresentaram diferenciagcfes
significativas. De acordo com a tabela 3, os vinhos fermentados com as
cepas A350 e A796 apresentaram as maiores médias com 2,88 e 2,81
mg L™ respectivamente. Os vinhos elaborados com as cepas LS e
MPDM apresentaram 0s menores valores médios de 1,68 mg L™
Segundo Cabanis et al. (2003) os teores de dietil succinato em vinhos
tintos variam de 0,5a 8,0 mg L™

O acetato de etila é o éster encontrado em maior quantidade no
vinho, seu teor depende das condi¢bes de fermentacdo e conservacao
dos vinhos, (Rizzon, 1985). Os teores de acetato de etila encontrados
nos vinhos elaborados com diferentes cepas de leveduras variaram
significativamente. O menor teor médio foi encontrado no vinho da cepa
MCRIO (33,0 mg L™), seguida pelos das cepas A796 e MPDM (34,0 e
34,3 mg L™ respectivamente). O tratamento que apresentou a maior
concentracdo de acetato de etila foi o vinho elaborado com a cepa LS
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com 71,9 mg L% Segundo Cabanis et al., (2003) os niveis de acetato de
etila em vinhos tintos variam de 41 a 180 mg L™. Os teores de acetato de
etila encontrados mostram que a cepa de levedura interfere
significativamente na quantidade deste composto. Plata et al., (2005)
estudaram a influéncia da glicose e do oxigénio na formacdo de acetato
de etila durante a fermentacdo alcodlica concluindo que as condigdes
fermentativas influenciam diretamente os teores de desse composto.

Tabela 6 — Esteres identificados e dosados em vinhos tintos da variedade Syrah
elaborados com diferentes cepas de levedura.

Tratamentos
S 1
Variaveis (mg L) — ¢ A350  A796  MCRIO MPDM
Butirato de etila 0,162a 0,197 a 0,148 a 0,130 a 0,149 a

Acetato de isoamila  2,732a 1,779ab 0,985b  0,702b 0,753 Db
Hexanoato de etila 0,200c 0,302ab 0,228bc 0,270abc 0,339a
Acetato de hexila 0,008b 0,000b 0,000b 0,165a 0,166 a
Octanoato de etila 0,145a 0,160a 0,214a 0,314a 0,59 a
Decanoato de etila 0,076b 0,027c 0,075b 0,226a 0,238a
Acetato de feniletila  1,201a 0,304b 0,263b 0,281 Db 0,113 ¢
Dodecanoato de etila 0,008b 0,000b 0,006b 0,224 a 0,223 a
Dietil succinato 1,685¢c 2,883a 2,816ab 2201bc 1,685c
Acetato de etila 71,88a 4757b 34,02c 33,07c 34,35¢

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. **Leveduras selvagens (LS),
Maurivin awri 350 (A350), Maurivin awri 796 (A796), Mycoferm crio sp
(MCRIO), Maurivin pdm (MPDM).

Na Andlise de Componentes Principais (ACP) obtida com os
resultados das analises dos compostos aromaticos ésteres dos vinhos
tintos elaborados com diferentes cepas de levedura (Figura 10), pode-se
observar que houve também uma boa discriminacdo entre os tipos de
leveduras. Os dois primeiros componentes principais explicaram
96,81% da variabilidade total. A componente principal-CP1 separou o0s
vinhos elaborados com a levedura LS localizados na parte positiva do
eixo X, dos vinhos originados das leveduras MPDM, MCRIO e A 796,
localizados do lado negativo do eixo X.
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Figura 10: Andlise de Componentes Principais (ACP) realizada a partir dos
ésteres determinados nos vinhos elaborados a partir de cinco cepas de levedura.
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* Vinhos com fermentagdo alcodlica conduzida por: LS = leveduras selvagens;
A350 = maurivin awri 350; A796 = maurivin awri 796; MCRIO = mycoferm
crio sp; MPDM = maurivin pdm; El=butirato de etila; E2=acetato de isoamila;
E3=hexanocato de etila; E4=acetato de hexila; E5=octanoato de etila;
E6=decanoato de etila; E7=acetato de feniletina; E8=dodecanoato de etila;
E9=dietil succinato; E10=acetato de etila.

Os ésteres que explicam a variabilidade da CP1 foram
identificados como acetato de etila (E10), acetato de feniletila (E7), e
acetato de isoamila (E2), na parte positiva da CP1, e hexanoato de etila
(E3) e octanoato de etila (E5), na parte negativa da CP1.

A CP2 separou os vinhos das leveduras MCRIO, MPDM e LS,
localizados na parte positiva do eixo y, dos vinhos das leveduras A796 e
A350, localizados na parte negativa do eixo y. Os parametros analiticos
que explicam esta variabilidade foram identificados como decanoato de
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etila (E6) e acetato de hexila (E4), na parte positiva da CP2, e dietil
succinato (E9), butirato de etila (E1) e hexanoato de etila (E3), na parte
negativa da CP2.

Correlacionando esses resultados da ACP com o encontrado na
Tabela 4 verificamos que a CP1 explica bem a separagdo do vinho
elaborado com cepa LS que apresentou as maiores concentragoes
encontradas para o acetato de isoamila (2,73 mg.L™), acetato de
feniletina (1,20 mg.L™?) e o acetato de etila (71,88 mg.L™).

4.3.2 Acidos graxos

Foram identificados e dosados 7 (sete) acidos graxos nos vinhos
elaborados com diferentes cepas de leveduras. A Tabela 5 mostra as
concentragGes encontradas e o estudo estatistico realizado.

Os valores encontrados para &cido isobutirico mostraram
diferenca significativa entre os tratamentos empregados. Com destaque
para o vinho elaborado pela cepa LS com valor médio de 4,08 mg L™
equivalente a pouco menos do dobro do teor encontrado para os vinhos
da cepa MCRIO (2,06 mg L™ que apresentou menor concentracio
desse acido. Cortés & Blanco (2011) encontraram concentracgao de 1,18
mg L™ para vinhos com fermentacéo alcodlica conduzida por leveduras
selvagens e 1,69 mg L™ para os vinhos elaborados com leveduras
comerciais.

Os valores encontrados para o acido butirico apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos. Variando as concentragdes de
0,91 mg L™ para os vinhos da cepa LS e, 1,54 mg L™ para os da cepa
A796. Cortés & Blanco (2011) também encontraram menores
concentragBes desse acido nos vinhos com fermentacdo alcodlica
conduzida por leveduras selvagens.

O écido isovalérico apresentou diferenca estatistica entre 0s
tratamentos. Os valores médios mais elevados foram encontrados nos
vinhos fermentados com as cepas A796 e MCRIO com teor médio de
1,85 mg L™ e com a cepa A350 (1,73 mg L™) diferindo estatisticamente
dos vinhos fermentados com as cepas LS e MPDM que apresentaram
um valor médio de 1,00 mg L™ e 1,41 mg L™, respectivamente.

O 4cido hexandico é um importante metabolito da fermentacdo
em Saccharomyces. Seus teores estdo diretamente relacionados com a
atividade fermentativa e apresentaram diferenciacdo estatistica
significativa entre os tratamentos. O vinho que obteve o teor mais
elevado foi o fermentado com a cepa MPDM com valor médio de 2,71
mg L*, seguida das cepas A796 e A350 com 2,33 e 2,17 mg L™
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respectivamente. Cortés & Blanco (2011) encontrou teor médio de 3,10
mg L™ em vinhos elaborados por fermentag&o espontanea e 2,43 mg L™
para o vinho elaborado por levedura comercial.

O 4cido octandico € um constituinte importante no perfil
fermentativo, também é muito relacionado as paradas de fermentacdo
nos vinhos. Os teores de &cido octandico variaram significativamente
em relacdo & cepa de levedura. Os vinhos que apresentaram 0s teores
mais elevados foram os fermentados com as cepas MPDM e A796 com
2,03 e 1,88 mg L™ respectivamente. O vinho elaborado com cepa LS
apresentou a menor concentracdo entre os tratamentos com teor médio
de 1,09 mg L™. Um comportamento diferenciado foi encontrado por
Cortés & Blanco (2011) encontrando o maior teor médio (5,07 mg L™,
desse acido, no vinho elaborado por leveduras selvagens.

Quanto ao acido decandico o teor mais elevado foi o constatado
no vinho fermentado com a cepa LS com 1,15 mg L™. Os menores
teores foram identificados para os vinhos elaborados com as cepas
MCRIO (0,38 mg L™) e MPDM (0,47 mg L™).

Para o acido dodecantico o vinho elaborado com a cepa de
levedura A350 ndo apresentou formagdo desse acido. Os demais vinhos
formaram 2 (dois) grupos distintos estatisticamente. Os vinhos das cepas
LS e A793 apresentaram teor médio de 0,30 mg L™, enquanto os das
cepas MCRIO e MPDM mostraram teor médio de 0,20 mg L™.

Tabela 5 - Acidos graxos identificados e dosados em vinhos tintos da variedade
Syrah elaborado com diferentes cepas de levedura.

Tratamentos
Varidveis (mg L*) g A350  A79  MCRIO MPDM
Acido isobutirico 4089a 1,292¢ 1,618bc 2,061b 1,137c
Acido butirico 0917b 1426a 1545a 1424a 1,269ab

Acido isovalérico  1,002b 1,740a 1,854a 1,857a 1,419ab
Acido hexandico ~ 1,193c¢ 2,170ab 2,331ab 1,994b 2,713a
Acido octanoico 1,091¢ 1,548b 1,883a  1,197c 2,030a
Acido decandico 1,154a 0,937ab 0,778abc 0,382c 0,476 bc
Acido dodecandico 0,301 a nd 0,300 a 0,252b  0,258b

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. **Leveduras selvagens (LS),
Maurivin awri 350 (A350), Maurivin awri 796 (A796), Mycoferm crio sp
(MCRIO), Maurivin pdm (MPDM).
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Na Analise de Componentes Principais (ACP) obtida com os
resultados das analises dos compostos aromaticos acidos graxos dos
vinhos tintos elaborados com diferentes cepas de levedura (Figura 11),
pode-se observar que houve também uma boa discriminacdo entre os
tipos de leveduras. Os dois primeiros componentes principais
explicaram 100% da variabilidade total.

Figura 11: Andlise de Componentes Principais (ACP) realizada a partir dos
acidos graxos determinados nos vinhos elaborados a partir de cinco cepas de
levedura.
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*Vinhos com fermentacgdo alcodlica conduzida por: LS = leveduras selvagens;
A350 = maurivin awri 350; A796 = maurivin awri 796; MCRIO = mycoferm
crio sp; MPDM = maurivin pdm; AG1=4cido isobutirico; AG2=4cido butirico;
AG3=4cido isovalérico; AG4=acido hexandico; AG5=4cido octandico;
AG6=4cido decandico; AG7=4cido dodecandico.
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A componente principal-CP1 separou os vinhos elaborados com
as leveduras MPDM, MCRIO, A350 e A 796, localizados na parte
positiva do eixo x, dos vinhos originados da levedura LS, do lado
negativo do eixo Xx. Os pardmetros analiticos que explicam a
variabilidade da CP1 foram identificados como o &cido isovalérico
(AG3), acido hexandico (AG4), acido octandico (AG5) e acido butirico
(AG2), na parte positiva da CP1, e &cido isobutirico (AG1), &cido
decandico (AGB6) e acido dodecandico (AG7), na parte negativa da CP1.

A CP2 separou os vinhos das leveduras A796 e MPDM,
localizados na parte positiva do eixo y, dos vinhos elaborados a partir de
leveduras MCRIO e A350, localizados na parte negativa do eixo y. Os
parametros analiticos que explicam esta variabilidade foram
identificados como &cido dodecandico (AG7), na parte positiva da CP2,
enquanto que nenhum composto foi fortemente representado na parte
negativa de CP2.

Correlacionando o resultado apresentado na ACP com os valores
da Tabela 5, € possivel observar que a parte negativa da CP1 explica
bem a separagdo da cepa LS das demais e mostra que isso ocorre,
principalmente, pelas maiores concentragdes do acido isobutirico (4,09
mg L™) e do &cido decandico (1,15 mg L™) apresentadas por essa cepa.

Prosseguindo a correlacdo, as cepas A350 e MCRIO foram
separadas pela CP2 e podemos observa junto a Tabela 5 que isso ocorre
pela menor producéo de &cido dodecandico apresentado por estas cepas.

4.3.3 Alcoois superiores

A Tabela 6 apresenta os valores de alcodis superiores obtidos dos
vinhos elaborados com diferentes cepas de leveduras.

Considerando o acetaldeido, valores em torno de 20 mg L™ foram
encontrados nos vinhos e mostraram diferenca significativa entre as
cepas de leveduras utilizadas para a fermentacdo. Para Cabanis et al.
(2003), os teores médios de acetaldeido em vinhos tintos encontram-se
no intervalo de 23 e 66 mg L. Moreira et. al. (2005) realizaram um
estudo testando diferentes espécies de leveduras em relacdo aos
compostos volateis, onde os teores de acetaldeido encontrados oscilaram
entre 93 e 68 mg L™ em fermentacées puras e de 81 a 39 mg L™ em
fermentagdes de culturas mistas.

Os teores de acetaldeido encontrados nos vinhos elaborados com
deferentes cepas de levedura foram condizentes com os estudos
disponiveis em literatura. Porém, de uma maneira geral, apresentaram
valores muito préximos das menores concentracdes citadas. Falcdo
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(2007) encontrou valores de até 126,6 mg L™ quando analisou vinhos da
cv. Cabernet Sauvignon do estado de Santa Catarina. O vinho elaborado
com a cepa de levedura LS se destacou entre os vinhos analisados por
apresentar a menor concentragdo desse composto com 14,15 mg L™

O hexanol ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre
os vinhos fermentados com diferentes cepas, variando as concetragfes
encontradas entre 1,29 mg L™, para os vinhos das cepas A796 e MPDM,
e 1,71 mg L™ para os da cepa LS (tabela 3). Valores préximos foram
encontrados por Falcdo (2007). Segundo Riberéau-Gayon et al.(2003)
este alcool seria responsavel por notas herbaceas de uvas ndo maduras,
no entanto, os teores sdo muito baixos. Conforme Cabanis et al. (2003),
em vinhos tintos os valores variam de 0,3 a 10 mg L™.

O 2-fenil etanol é formado pela levedura durante o processo
fermentativo, origindrio do metabolismo dos aglcares. Seus teores
dependem da cepa de levedura, das condigdes fermentativas e da
composi¢gdo quimica dos mostos. Possui, como principal descritor
aromatico odor de rosas e seu teor médio, segundo Ribéreau-Gayon et
al, (2003), é de 50 mg L. Neste trabalho, os niveis mais elevados foram
encontrados nos vinhos fermentado com as cepas LS, A350, A796 e
MCRIO (60,7; 58,5; 59,8 e 67,7 mg L™, respectivamente) diferindo
estatisticamente do vinho da cepa MPDM que apresentou a menor
concentracdo com 39,0 mg L™. Segundo Cabanis et al. (2003) os teores
em vinhos tintos variam de 10 a 183 mg L™.

O metanol encontrado nos vinhos é resultante da acdo enzimatica
na hidrdlise das pectinas através das enzimas pectoliticas. Seus teores
em vinhos Vitis vinifera variam de 60 a 150 mg L™ (Riberéau-Gayon et
al., 2003). O teor maximo de metanol segundo a legislacdo brasileira
vigente é de 350 mg L™ (Brasil, 1998). Conforme a tabela 3, o vinho
que obteve a menor média foi o fermentado pela cepa LS, apresentando
116,03 mg L™, seguidos pelas cepas A350 (122,6 mg L) e A796 (128,8
mg L"), e as cepas MCRIO e MPDM apresentaram as maiores
concentracdes com 178,3 e 170,4 mg L™, respectivamente. Segundo
Cabanis et al. (2003) os teores minimo e maximo de metanol nos vinhos
tintos sdo de 43 e 320 mg L™.0 teor de metanol sofre um incremento
importante quando sdo extrapolados o tempo de maceracdo e a dose de
enzima pectolitica (Pedruzzi, 2004). As concentracfes encontradas
nesse trabalho estdo bem abaixo do limite maximo estabelecido por
legislacéo.

Os teores de 1-propanol variaram significativamente em relacdo
aos tratamentos. O vinho elaborado com a cepa MCRIO apresentou a
menor concentracdo com 17,7 mg L™ Os vinhos das cepas A796 e
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MPDM tiveram comportamento similar e apresentaram valores médios
de 42,7 e 45,4 mg L™. A maior concentraco foi apresentado pelo vinho
da cepa A350 com 51,6 mg L™ Segundo Cabanis et al. (2003) nos
vinhos tintos os valores oscilaram entre 11 e 68 mg L™.

Os teores de 2-metil-1-propanol variaram significativamente
entre os tratamentos com destaque para o vinho elaborado pela cepa LS
que apresentou a maior concentragdo com 88,0 mg L™. As demais cepas
de levedura apresentaram em seus vinhos valores entre 21,3 a 30,2 mg
L™, MPDM e A350, respectivamente. De acordo com Cabanis et al.
(2003) os teores minimo e maximo de 2-metil-propanol em vinhos tintos
sdode9a 148 mg L™

O 2-metil-1-butanol também conhecido como &lcool amilico
ativo apresentou variacdo significativa entre as diferentes cepas de
leveduras utilizadas na fermentacdo. As cepas que apresentaram oS
maiores valores em seus vinhos foram a LS, A350 e A796, com 56,3;
52,9 e 44,6 mg L™ respectivamente. Concentracdes inferiores foram
apresentadas pelos vinhos das cepas MCRIO e MPDM, com 22,1 e 18,3
mg L™ Segundo Cabanis et al. (2003) os teores minimo e maximo nos
vinhos tintos sdo de 18 e 150 mg L™ respectivamente.

Observando o 3-metil-1-butanol, também conhecido como alcool
isoamilico inativo, as diferentes cepas de leveduras mostraram
comportamentos distintos em relacdo a sua formagdo. O vinho que
apresentou o maior concentracdo foi o elaborado com a cepa MPDM,
com valor médio de 274,5 mg L™, seguido pelo vinho da cepa A350
com 263,5 mg L™. A menor concentracéo foi apresentada pelo vinho da
cepa LS com 217,8 mg L. Os teores de 3-metil-1-butanol em vinhos
tintos franceses variam de 49 a 490 mg L™ (Cabanis et al. 2003).
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Tabela 6 - Alcoois superiores identificados e dosados em vinhos tintos da
variedade Syrah elaborado com diferentes cepas de levedura.

Variaveis Tratamentos

(mg L™ LS A350 AT796 MCRIO MPDM
Acetaldeido 14,15¢ 16,26bc 22,04ab 24,67 a 19,87
Hexanol 1,711a 1474a 1,298 a 1,606 a il,);% a
Cis-3-hexanol 0,132a 0,120a 0,112a 0,010b 0,003 b
Trans-3-hexanol  0,284a 0,205b  0,189b 0,087 ¢ 0,072 c
2-fenil-etanol 60,75a 58,50a 59,85a 67,72a 39,06 b
Metanol 116,03 122,61b 128,76b 178,35a 170,42a
1-propanol 27,86 ¢ 5159a 4267b 17,75d 45,37 ab
2-metil-1- 88,04a 30,20b 25,88bc 24,49bc 21,27c
propanol

2-metil-1-butanol 56,29a 52,92 a 4456 b 22,10c¢c 18,33 ¢

3-metil-1-butanol 217,84 263,48 236,05 237,26 274,51 a
c ab bc bc

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. **Leveduras selvagens (LS),
Maurivin awri 350 (A350), Maurivin awri 796 (A796), Mycoferm crio sp
(MCRIO), Maurivin pdm (MPDM).

Na Analise de Componentes Principais (ACP) obtida com os
resultados das analises dos compostos aromaticos acidos graxos dos
vinhos tintos elaborados com diferentes cepas de levedura (Figura 11),
pode-se observar que houve também uma boa discriminagdo entre os
tipos de leveduras. Os dois primeiros componentes principais
explicaram 99,98% da variabilidade total. A componente principal-CP1
separou 0s vinhos elaborados com as leveduras MPDM, A796, A350 e
MCRIO, localizados na parte positiva do eixo x, dos vinhos originados
da levedura LS, do lado negativo do eixo x. Os parametros analiticos
que explicam a variabilidade da CP1 foram identificados como 3-metil-
1-butanol (AS10), metanol (AS6) e acetaldeido (AS1), na parte positiva
da CP1, e cis-3-hexanol (AS4), hexanol (AS3), 2-metil-1-butanol (AS9)
e 2-metil-1-propanol (AS8), na parte negativa da CP1.

A CP2 separou os vinhos das leveduras A350, MPDM e A796,
localizados na parte positiva do eixo y, dos vinhos elaborados a partir de
leveduras MCRIO, localizados na parte negativa do eixo y. Os
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pardmetros analiticos que explicam esta variabilidade foram
identificados como o 1-propanol (AS7), na parte positiva da CP2,
enquanto que o acetaldeido (AS1) e o 2-fenil-etanol (AS2),
representaram os vinhos da levedura MCRIO, na parte negativa da CP2.

Assim como na andlise de componentes principais, a analise
estatistica da Tabela 6 também deixa clara a influéncia das cepas LS e
A796 na concentracdo do &cido dodecandico (AS7) no seus respectivos
vinhos.

Figura 12: Anélise de Componentes Principais (ACP) realizada a partir dos
&lcoois superiores determinados nos vinhos elaborados a partir de cinco cepas
de levedura.

2=
15 BET
o
hal | A350  pMPDM
AT96
% a5 %
& AS10
2 ASH I
& oo #'q O—=5F — =
w AS4 peg ! ASE
o o
a5
L= ’ - AST
[y o
15
MCRIO
-
g [ 1 1 ¥ [ | ! '
20 15 10 as ai a5 10 15 20
CP1: T1,62%

*Vinhos com fermentacgdo alcodlica conduzida por: LS = leveduras selvagens;
A350 = maurivin awri 350; A796 = maurivin awri 796; MCRIO = mycoferm
crio sp; MPDM = maurivin pdm; ASl=acetaldeido; AS2=2-fenil-etanol;
AS3=hexanol; ASA4=cis-3-hexanol; ASb5=trans-3-hexanol; AS6=metanol;
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AS7=1-propanol; AS8=2-metil-1-propanol; AS9=2-metil-1-butanol; AS10=3-
metil-1-butanol.

Realizando uma correlacéo entre o estudo estatistico apresentado
na ACP (Figura 12) e a Tabela 6 verificamos a parte negativa da CP1
separa a cepa LS das demais devido a esta levedura apresentar as
maiores concentragdes de cis-3-hexanol (0,132 mg L™), hexanol (1,71
mg L), 2-metil-1-propanol (88,04 mg L) e 2-metil-1-butanol (56,29
mg L™). Inversamente, a cepa MCRIO é separada pela parte negativa da
CP2 por apresentar as maiores concentraces de acetadeido (24,67 mg
L™) e 2-fenil-etanol (67,72 mg L™).

4.4 COMPOSICAO FENOLICA

Os compostos fendlicos analisados nos vinhos elaborados
diferiram significativamente, conforme apresentados na Tabela 7.

Para os valores encontrados de delfinidina o estudo estatistico
mostrou diferenga significativa entre as cepas de leveduras, pode-se
observar que o teor médio desse composto foi de 1,20 mg L™ para os
vinhos elaborados com a cepa LS, apresentando a maior concentragéo,
enquanto as demais cepas nao ultrapassaram a concentragdo média de
0,40 mg L™ em seus vinhos. Valores encontrados por Nikfardjam, et al.
(2005), quando avaliaram vinhos hdngaros da variedade Syrah, foram
bem mais expressivos com concentracées de até 152 mg L™

Os valores encontrados de cianidina ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os vinhos das cepas de leveduras estudadas.
Os maiores teores foram encontrados para os vinhos das cepas LS (0,33
mg L") e A350 (0,37 mg L™). A menor concentracéo foi apresentada no
vinho da cepa cepa MCRIO com 0,10 mg L. Nikfardjam, et al. (2005),
quando avaliaram vinhos hdngaros da variedade Syrah, encontrou
concentracdo de 8,3 mg L™, valor bem maior dos encontrados nos
vinhos desse estudo.

As concentracBes de pelargonidina encontradas nos vinhos
estudados mostraram diferenca significativa entre as cepas de leveduras
utilizadas na fermentacdo alcodlica. Pode-se observar, na tabela 4, que o
maior teor médio foi encontrado para o vinho da cepa de levedura LS
com 1,62 mg L™ seguida do vinho da cepa A350 com 0,62 mg L. A
cePa MPDM apresentou em seu vinho o menor teor médio com 0,40 mg
L™

Os vinhos elaborados com as cepas LS e A350 tiveram 0 mesmo
comportamento quando observado os valores para a peonidina, onde as
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cepas apresentaram os maiores teores médios com 1,62 e 0,83 mg L™,
respectivamente. A menor concentragdo média foi observada no vinho
da cepa MPDM (0,37 mg L™). As concentragdes encontradas por
Nikfardjam, et al. (2005) chegarama 128,0 mg L™

A malvidina, antocianina mais presente nos vinhos, apresentou
diferenca significativa entre os vinhos elaborados com diferentes cepas
de leveduras. O vinhos da cepa LS teve seu teor médio superior ao
encontrado pelos vinhos fermentados pelas demais cepas, apresentando
concentracdo de 6,67 mg L™ seguida da cepa A350 com 5,17 mg L™
Formando um grupo diferenciado, o vinho da cepa MPDM apresentou a
menor concentracdo com teor médio de 2,00 mg L™. Nikfardjam, et al.
(2005) encontraram concentragdes de até 1810,0 mg L™ nos vinhos da
cv. Syrah que estudaram.

As concentragBes encontradas para a catequina mostraram
diferenca entre os vinhos elaborados com diferentes cepas de levedura.
O vinho da cepa LS apresentou o maior teor médio com 23,43 mg L™,
enquanto o vinho da cepa MCRIO apresentou a menor concentracdo
com 12,68 mg L™ Os vinhos das cepas A796 e MPDM tiveram
comportamento préximo com teor médio de 16,17 e 1553 mg L7,
respectivamente. Nikfardjam, et al. (2005) encontraram concentragdo
fuperior no vinho da cv. Syrah estudado, com teor médio de 68,2 mg L

Os valores médios da epicatequina ndo se diferenciaram
estatisticamente, porém, observa-se na Tabela 7 que o vinho elaborado
com a cepa de levedura LS apresentou um teor médio de 2,91 mg L™
enquanto as demais cepas tiveram a concentracdo desse composto
variando de 4,68 mg L™, para o vinho da A796, e 4,20 mg L™ para o da
cepa A350.

Para os teores médios de procianidina A2 o vinho da cepa de
levedura LS apresentou a menor concentracdo com 0,85 mg L™
formando um grupo estatistico distinto dos vinhos das demais cepas. Os
vinhos das cepas A350 e A796 apresentaram 2,97 e 1,83 mg L™,
respectivamente. As maiores concentracbes foram observadas na
MCRIO (3,42 mg L™) e MPDM (3,62 mg L™%).

Os teores de procianidina B2 apresentaram diferenca significativa
entre os vinhos das cepas de levedura estudadas. Os valores variaram de
13,75 mg L™ e 12,23 mg L™ para o vinho da cepa A350 e LS,
respectivamente, e 3,93 mg L™ para o vinho da cepa MCRIO.
Nikfardjam, et al. (2005) encontraram para esse compostos concentracdo
de 65,6 mg L™
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As concentracfes de epicatequina galato mostraram diferenca
significativa entre os vinhos elaborados com diferentes cepas de
leveduras. O maior teor médio foi encontrado para o vinho elaborado
com a cepa MCRIO com 2,33 mg L™ e 0 menor para o da cepa LS com
1,40 mg L™

Os teores médios de caempferol mostraram diferenga
significativa entre os tratamentos empregados. A maior concentragao f0|
identificada nos vinhos elaborados pela cepa A350 com 11,17 mg L™.
As menores concentra(;ao foram encontradas nos vinhos das cepas
MPDM (6,95 mg L™) e LS (7,23 mg L ™).

Os valores encontrados para a quercetina, mostraram diferenga
significativa entre os vinhos, a Presentando 0 vinho da cepa LS com o
maior teor médio, 7,75 mg L™. A cepa MCRIO foi responsavel pelo
menor valor médio encontrado no seu vinho com 2,18 mg L™.

Considerando a rutina, as concentragbes encontradas mostraram
diferenca significativa entre os vinhos elaborados. A cepa A350
apresentou em seu vinho a maior concentra(;ao com 12,08 mg L
seguida dos vinhos das cepas A796 (10,03 mg L™, LS (9,47 mg L’ )
MPDM (8,95 mg L) e MCRIO (8,68 mg L Y. Nikfardjam, et al. (2005)
encontraram concentragdo de 15,5 mg L™ no vinho da cv. Syrah que
estudaram.

Os resultados encontrados de acido benzéico apontaram que o
vinho elaborado com a cepa LS apresentou a menor concentragdo desse
composto, apresentando teor médio 5,43 mg L. As demais cepas
apresentaram em seus vinhos 10,95; 9,87; 9,02 e 8,78 mg L™ para a
A350, A796, MCRIO e MPDM, respectivamente.

O é&cido siringico apresentou (tabela 7) teores médios com
diferenca significativa em seus resultados. O vinho elaborado com a
cepa A350 se destacou por apresentar a maior concentracdo desse
composto com 24,50 mg L. O menor teor médio foi encontrado para a
cepa MPDM com 10,90 mg L™

O vinho da cepa LS apresentou a menor concentracdo de acido
galico com 13,73 mg L™. Os demais tratamentos empregados variaram
suas concentracdes de 18,72 mg L™, para o vinho da cepa A350, a 20,83
mg L para o da cepa A796.

O 4cido caféico apresentou diferenca estatistica entre os vinhos
elaborados as cepas de levedura estudadas. A maior concentracdo foi
observada para o vinho da cepa A350 com 15,20 mg L™. Os demais
vinhos variaram as concentracdes de 12,67 mg L™, para o da cepa
MCRIO, a 14,20 mg.L™ para o da A796. Nikfardjam, et al. (2005)
encontraram concentracdo de 24,4 mg L™.
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Os resultados observados na tabela 7 mostram que a cepa de
levedura ndo influenciou na concentracdo de resveratrol dos vinhos
obtidos. Variando sua concentragdo de 1,52 mg L™, para o vinho da
cepa LS, a 1,95 mg L™ para o vinho da cepa A350. Estudo realizado por
Souto et al. (2001) com vinhos finos brasileiros mostrou uma variacéo
de 0,82 a 5,75 mg L ™para vinhos da variedade Cabernet Sauvignon e
Sangiovese, respectivamente.

Tabela 7 - Composicdo fendlica de vinhos tintos da variedade Syrah elaborados
com diferentes cepas de levedura.

Variaveis (mg L™)

Tratamentos

LS A350  A796 MCRIO MPDM
Flavonoides

Antocianinas

Delfinidina 1,20a 040b  040b 0,30b 040D
Cianidina 033a 037a 017a  010a 017a
Pelargonidina 162a  062b  055b  048b  040b
Peonidina 1,62a 083ab  050b  047b  037b
Malvidina 6,67a 517ab  328bc  4,20abc  2,00c
Flavanois

Catequina 23,43a 19,50ab 16,17 bc 12,68c 15,53 hc
Epicatequina 291a  420a  4,68a 422a  4,23a
Procianidina A2 085¢ 297a 1,83b 3,42a 3,62a
Procianidina B1 1438a 11,50a 880a  7,88a  9,35a
Procianidina B2 1223a 1375a 1090ab  393c  6,83hc
Epigalocatequina galato 327a 3,282 2.32a 2,98a 3,87a
Epicatequina galato 140c  217ab  1,97ab  233a  1,80b
Flavonois

Caempferol 723c  1117a  9,23b  803bc  695c
Quercetina 775a  483ab  448b  218b  3,15b
Rutina 947b 1208a 1003b  868b  895b
Né&o-flavondides

éc- Benzoico 543b  1095a  987a  902a  878a
Ac. Siringico 19.03a  2450a 17,87ab  11,40bc 10,90 ¢
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Ac. Galico
Ac. Clorogénico

13,73¢c  18,72b 20,83 a 18,73b 19,42 ab
3,52 a 3,57 a 3,32a 2,82a 3,57 a

,?\c. Cafeico 13.60bc  1520a 14,20 ab 12,67c 13,35hbc
Ac. Cumarico 268b 295ab  253b 268b  360a
Ac. Cinamico 0,13b 0,20a 0,18ab 0,15ab  0,17ab
Resveratrol

152a 195a 1,83a 1,85a 1,63a

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. **Leveduras selvagens (LS), Maurivin awri 350 (A350),
Maurivin awri 796 (A796), Mycoferm crio sp (MCRI0), Maurivin pdm (MPDM).

Na Analise de Componentes Principais (ACP) obtida com os
resultados das andlises dos compostos fenolicos dos vinhos tintos
elaborados com diferentes cepas de levedura (Figura 13), pode-se
observar que houve também uma boa discriminacdo entre os tipos de
leveduras. Os dois primeiros componentes principais explicaram
90,45% da variabilidade total. A componente principal-CP1 separou 0s
vinhos elaborados com a cepa LS, localizada na parte positiva do eixo X,
das cepas de leveduras MPDM, A796 e MCRIO, localizados na parte
negativa do eixo x. Os pardmetros analiticos que explicam a
variabilidade da CP1 foram identificados como cianidina (CIAN),
procianidina B2 (PROB2), acido siringico (ASIRIN), acido clorogénico
(ACLOR), pelargonidina (PEL), peonidina (PEON), quercetina
(QUERC), catequina (CATE), delfinidina (DEL), procianidina
(PROB1), malvidina (MALV), na parte positiva da CP1, e o &cido
benzoico (ABENZ), epicatequina (EPICAT), epicatequina galato
(EPIGAGA), 4cido galico (AGAL), resveratrol (RESV), acido cumarico
(ACUM), epigalocatequina galato (EPIGAGAL), na parte negativa da
CP1.

A CP2 separou o vinho da levedura A350 localizado na parte
positiva do eixo y, dos vinhos elaborados a partir das leveduras LS,
MCRIO e MPDM, localizados na parte negativa do eixo y. Os
parametros analiticos que explicam esta variabilidade foram
identificados como o acido benzoico (ABENZ), a rutina (RUTI), o acido
caféico (ACAFE), o caempferol (CAEMP), a cianidina (CIAN), a
procianidina B2 (PROB2), o acido siringico (ASIRIN), o acido
clorogénico (ACLOR), a pelargonidina (PEL) e a peonidina (PEON), na
parte positiva da CP2, enquanto que a epigalocatequina galato
(EPIGAGAL), o acido cumérico (ACUM), a malvidina (MALV), a
procianidina B1 (PROB1) e a delfinidina (DEL), na parte negativa do
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eixo y. Os trés ultimos compostos representaram o vinho da cepa de
levedura LS.

Figura 13: Analise de componentes principais (ACP) realizada a partir
dos compostos fendlicos determinados nos vinhos elaborados a partir
das cinco cepas de levedura.
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* Vinhos com fermentacdo alcodlica conduzida por: LS = leveduras selvagens,
A350 = maurivin awri 350, A796 = maurivin awri 796, MCRIO = mycoferm crio sp
e MPDM = maurivin pdm; DEL = delfinidina, CIAN = cianidina, PEL =
perlargonidina, PEON = peonidina, MALV = malvidina, CATE = catequina,
ABENZ = 4cido benzoico, PROB2 = procianidina B2, EPICAT = epicatequina,
ASIRIN = &cido siringico, PROA2 = procianidina A2, ACLOR = 4cido clorogénico,
ACAFE = 4cido caféico, ACUM = 4cido cumarico, ACINA = &cido cinamico,
RESV = resveratrol, AGAL &cido gélico, PROB1 = procianidina B1, EPIGAGAL =
epigalocatequina galato, EPIGAGA = epicatequina galato, RUTI = rutina, CAEMP
= caempferol e QUERC = quercetina.
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Realizando a correlacdo entre a ACP realizada e a Tabela 7 a
separacdo da cepa LS das demais leveduras pela parte positiva da CP1é
explicada também nos resultados das concentraces dos compostos que
explicam essa variabilidade para esta cepa, principalmente, para 0s
compostos pelargonidina (1,62 mg.L™), peonidina (1,62 mg.L™),
quercetina (7,75 mg.L™), catequina g23,43 mg.L™), delfinidina (1,20
mg.L™), procianidina B1 (14,38 mg.L™) e malvidina (6,67 mg.L™).

5 CONCLUSOES

Os vinhos elaborados a partir de leveduras selvagens
apresentaram uma cinética fermentativa mais lenta entre as cepas de
leveduras estudadas.

A composigao fisico-quimica de todos os vinhos elaborados com
diferentes cepas de levedura apresentaram valores dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislacéo brasileira. O estudo confirma a influéncia
da cepa de levedura nos parametros analiticos determinados.

Observando a composicao volatil, contatou-se a grande influéncia
da cepa de levedura na formagdo aromatica dos vinhos. A cepa de
levedura LS se destacou entre 0s compostos aromaticos por apresentar a
maior concentracdo de acetato de isoamila, acetato de feniletina, acetato
de etila, acido isobutirico e 2-metil-propanol, valores bem a cima do
encontrado nas outras cepas.

As cepas de levedura aplicadas influenciaram diretamente na
composicdo fendlica dos vinhos. Foi possivel observar que a cepa LS se
destacou apresentando maiores concentragfes de delfinidina, peonidina,
malvidina e catequina.

Apesar de ter conduzido uma fermentacdo mais lenta, o uso de
leveduras selvagens deve ser considerado por empresas comerciais, no
intuito de buscar valorizar a tipicidade de vinhos tropicais do Vale do
Submédio Sdo Francisco, expressando caracteristicas préprias e uma
identidade regional.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de diferentes cepas de leveduras, entre comerciais e
selvagens, pode permitir o aumento da complexidade de vinhos,
podendo ser utilizados como vinhos varietais ou cortes, o que podera
colaborar com uma melhoria da qualidade e tipicidade dos vinhos
tropicais do nordeste do Brasil.
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Torna-se necessario ainda a realizacio de trabalhos
complementares, que estudem outras safras e variedades, bem como
diferentes épocas do ano e também em vinhos brancos, de maneira a
buscar melhor compreender a influéncia da cepa de levedura utilizada
sobre as caracteristicas analiticas e sensoriais de vinhos.
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