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RESUMO

r

A fermentacdo espontdnea ¢ um processo complexo que envolve diversas espécies de
leveduras e as populagdes predominantes no mosto de uvas sdo caracterizadas como nao
Saccharomyces. O presente trabalho objetivou-se comparar as caracteristicas do processo
fermentativo e as caracteristicas enologicas em vinhos elaborados por fermentacdo espontinea
com vinhos elaborados com levedura comercial a partir de uvas originadas de Sao Joaquim
(SJ) e Campo Belo do Sul (CBS), SC. Foram elaborados vinhos utilizando fermentagao
espontanea (CBSFE e SJFE) e para efeito comparativo, com fermentagdo utilizando levedura
comercial (CBSFC e SJFC). O processo fermentativo foi acompanhado pelo decréscimo da
densidade até a estabilizagdo da fermentagdo. Foram realizados isolamentos de leveduras e
quantificado os teores de agucares residuais e teor alcdolico. Foram avaliadas as
caracteristicas enoldgicas ap6s a fermentagdo malolatica: acidez total e volatil, pH, teor
alcoolico, agucares residuais, extrato seco total, indices de tonalidade e de intensidade de cor,
teor de antocianinas, atividade redutora e teor de metoxipirazinas. Entre as fases da
fermentagao foram observadas diferencas no decréscimo da densidade e foi possivel distinguir
a fase de adaptacao, fase Il e fase III. Os vinhos CBSFE apresentaram acidez, teor alcodlico,
extrato seco total, indice de cor e indice de tonalidade menores e acidez volatil, pH, teor de
antocianinas e polifendis mais elevados, ndo apresentando diferengas no agucar residual em
relagdo CBSFC. A fermentagcdo espontanea influenciou a cinética da fermentagao,
apresentando maior niimero de UFC.mL", maior teor de agucares residuais € menor teor
alcodlico. As fases do processo de fermentagdo espontanea apresentaram baixa similaridade e
entre a fermentacdo espontanea e a fermentacdo com fermento comercial, diferentes colonias
sao responsaveis pelo processo fermentativo em cada fase. O vinho SJFE apresentou maiores
teores de acidez volatil, agucares residuais e indice de cor, € menor teor alcodlico e polifenois
comparativamente ao vinho SJFC. A acidez total, o pH, os agtcares residuais, a tonalidade e
o conteudo de antocianinas nao apresentaram diferengas entre os vinhos. Os teores de [IPMP,
SBMP e IBMP foram significativamente menores nos vinhos CBSFE, ¢ IPMP ¢ IBMP
significativamente menores nos vinhos SJFE. A fermentagdo espontdnea modifica a cinética
da fermentagdo alcodlica e o processo de fermentagdo ocorre por sucessao microbiana nas
fases da fermentacdo alcodlica, exercendo influéncia nas caracteristicas enoldgicas dos vinhos
elaborados evidenciando as caracteristicas unicas dos “ferroirs” nos vinhos.

PALAVRAS CHAVES: Isolamento de Leveduras, Cinética da Fermentagdo, Composi¢ao

Quimica. Metoxipirazinas.



ABSTRACT

Spontaneous fermentation is a complex process that involves several yeast species and as
predominant populations in the grape must are characterized as non-Saccharomyces. The
present work aimed to compare the characteristics of the fermentation process and the
oenological characteristics in wines produced by spontaneous fermentation with wines
produced with commercial yeast from grapes originated from Sao Joaquim (SJ) and Campo
Belo do Sul (CBS), SC. Microvinifications were elaborated using spontaneous fermentation
(CBSFE and SJFE) and for comparative effect fermentation with commercial yeast (CBSFC
and SJFC). The fermentation process was accompanied by a decrease in density until
fermentation stabilization, yeast isolations were carried out and the residual sugar and alcohol
content quantified, wine samples after malolactic fermentation were evaluated for oenological
characteristics: total and volatile acidity, pH, alcohol content, residual sugars, total dry
extract, color tone and intensity indices, anthocyanin content and reducing activity, and
methoxypyrazines content. Between the fermentation phases, statistical differences were
observed in the decrease of density and it was possible to distinguish the adaptation phase,
phase II and phase III. The CBSFE wines showed lower acidity, alcohol content, total dry
extract, color index and hue index and higher volatile acidity, pH, anthocyanin and
polyphenol content, with no differences in residual sugar in relation to CBSFC. Spontaneous
fermentation influenced the fermentation kinetics, showing a higher number of CFU.mL-1,
higher residual sugar content and lower alcohol content. The phases of the process from
spontaneous fermentation to spontaneous fermentation showed low similarity and between
spontaneous fermentation and fermentation with commercial yeast, different colonies are
responsible for the fermentation process in each phase. SJFE wine had higher volatile acidity,
residual sugars and color index, and lower alcohol and polyphenol content compared to SJFC
wine. Total acidity, pH, residual sugars, hue and anthocyanin content did not differ between
wines. The contents of IPMP, SBMP and IBMP were significantly lower in CBSFE wines,
and IPMP and IBMP significantly lower in SJFE wines. Spontaneous fermentation modifies
the kinetics of alcoholic fermentation and the fermentation process occurs by microbial
succession in the phases of alcoholic fermentation, exerting influence on the oenological
characteristics of the wines produced, highlighting the unique characteristics of the “terroirs”
in the wines.

KEYWORDS: Spontaneous Fermentation, Isolation of Yeasts, Fermentation Kinetics,

Enological Characteristics, Chemical Composition. Methoxypyrazines.
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1. INTRODUCAO

No Estado de Santa Catarina a producdo vitivinicola iniciou a partir da colonizag¢ao
italiana no século XIX, sendo cultivadas principalmente a Vitis labrusca e hibridos e somente
a partir da década de 1970 iniciou a produgao de variedades oriundas de Vitis vinifera.

A produgdo de uvas no Brasil no ano de 2020 foi de 1.416.398 t, e o Estado de Santa
Catarina produziu 60.388 t representando 4,26% da produgdo de uvas do pais. Das 60.388 t
produzidas, 18.892 t correspondem a uva Vitis vinifera (IBGE, 2021).

A producao de vinhos em Santa Catarina pode ser dividida em trés regides: 1) a
regido tradicional, que compreende o vale do Rio do Peixe, no Meio Oeste, e a regido
Carbonifera, no Sul do estado, onde sdo elaborados vinhos comuns ou coloniais ¢ uma
producao pouco expressiva de vinhos finos; ii) a regido nova, que compreende as cidades de
Rodeio, Nova Trento e o Leste do estado onde sdo elaborados vinhos comuns e coloniais e;
1i1) a regido super nova ou regido de Altitude no Planalto Catarinense que apresenta como sua
principal caracteristica a producao de vinhos finos (BRDES, 2005)

A regido do Planalto Catarinense apresenta caracteristicas edafo-climaticas adequadas
para o cultivo de Vitis vinifera (BRIGHENTI ef al.,2016). A elevada amplitude térmica, com
cultivo entre 900 e 1400 metros acima do nivel do mar, os solos cambissolos 4licos de origem
basaltica, nitossolos brunos e latossolos bruno, com horizontes himicos e textura argilo-
arenosa, possuem elevado teor de matéria organica, e pH acidos contribuem para a produgao
de vinhos com qualidade reconhecida e aspectos de tipicidade tnica (ROSIER, 2018). No
ambito dessa regido, no biénio 2019/2020 foram elaborados 20.483.729 L de vinho e o
municipio de Sdo Joaquim produziu 53.975 L. O municipio de Campo Belo do Sul produziu
24.970 L, representando 0,4% da producao de vinhos do estado de Santa Catarina (EPAGRI,
2021).

Este terroir de altitude produz vinhos com caracteristicas diferenciadas das demais
regides, uma vez que a maior luminosidade, associada a elevada amplitude térmica
proporciona, entre outros, um incremento no conteddo de polifendis e antocianinas,
produzindo vinhos com caracteristicas cromaticas intensas e aromas diferenciados (ROSIER,
2018; WELTER et al., 2017).

Um dos desafios atuais da vitivinicultura no Planalto Catarinense ¢ a consolidagdo da

indica¢do geografica (IG) dos Vinhos de Altitude de Santa Catarina (BRASIL, 2021). A



aprovagdo pelo INPI da indicagdo de procedéncia (IP) para vinhos elaborados com uvas
cultivadas em regido com elevada altitude ¢ um indicativo de que o Planalto Catarinense
concentra produtores de uva e vinho e que esses produtos apresentam reconhecida qualidade.
No entanto, ainda faltam estudos que explorem as caracteristicas deste terroir que possam
enaltecer a pecularidade dos produtos. Vinhedos da variedade Cabernet Sauvignon
representam a maior area plantada nas regides de altitude de Santa Catarina com cerca de 37%
da area total cultivada no ano de 2009 (VIANA et al., 2016).

Ao elaborar vinhos que conservem caracteristicas relacionadas ao ferroir ¢ importante
considerar que o processo fermentativo leve em conta a combinacdo dos componentes
quimicos ja presentes na uva e os metabolitos secundarios elaborados pelas leveduras na
fermentacdo, que, em conjunto, resultam em um produto com uma complexa composicao
quimica (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; COMITINI et al., 2017).

O uso de leveduras comerciais pode empobrecer as caracteristicas do vinho por inibir
a atividade de diferentes grupos de microrganismos presentes na uva (FRANCESCA et al.
2016) resultando em um vinho com caracteristicas previsiveis e homogéneas independente
das caracteristicas do terroir (COMITINI et al. 2017). Adicionalmente, as caracteristicas
sensoriais de vinhos provenientes do microbioma do terroir podem ser suprimidas devido ao
uso de culturas iniciadoras comerciais, tais como a Saccharomyces cerevisae (LLEIXA et al.,
2016).

O intuito de retornar as origens da elabora¢dao de vinho busca resgatar os componentes
sensoriais elaborados no processo fermentativo pela diversidade microbiana associada a uva e
seu terroir (VONTROBOVA et al. 2019). Assim, o uso de leveduras autoctones por meio da
fermentagdo espontinea traz novas perspectivas para elaboragdo de vinhos com alta
complexidade e caracteristicas unicas (PIKERIN et al., 2008).

Neste contexto, o presente trabalho pretende avaliar o processo de fermentacdo e a
qualidade do vinho elaborado com leveduras autoctones isoladas de vinhedos da regido do

Planalto Catarinense.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a dinamica populacional e a qualidade do vinho obtido por fermentacao

espontanea de uvas Cabernet Sauvignon, comparativamente ao uso de levedura comercial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir vinho por microvinificagdo utilizando fermentacdo espontanea e
tradicional.

e Aferir o consumo de agucar ¢ diminui¢do da densidade durante o processo
fermentativo.

e Comparar as caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos elaboradoselaborados.

e Determinar o teor de metoxipirazinas nos vinhos elaborados.

e [solar leveduras autdctones dos vinhos elaborados por fermentacao espontanea.

e Determinar o nimero de UFC.mL-1 (unidade formadora de colonia por mL)

durante o processo de fermentacao.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AUVA E O VINHO CABERNET SAUVIGNON

Os primeiros registros da variedade Cabernet Sauvignon surgiram na Franca no século
XVII. Essa variedade originou-se de cruzamento espontineo entre a variedade Cabernet Franc
e Sauvignon Blanc, hipdtese sustentada por estudos com marcadores microssatélites
realizados por Bowers e Meredith (1997).

Cabernet Sauvignon ¢ uma das variedades mais difundidas no mundo e no Brasil ela
foi introduzida na década de 1920. Na regido sul seu cultivo recebeu um impulso a partir do
inicio na década de 1980 (RIZZON; MIELLE, 2002).

O cacho de Cabernet Sauvignon ¢ de tamanho médio com bagas pequenas. Apresenta
brota¢dao e maturacao tardia, sua produtividade ¢ média, produz uvas com teores de agucar e
acidez titulaveis com potencial para produgdo de vinhos de qualidade e de guarda com
potencial para envelhecimento e amadurecimento (RIZZON; MIELLE, 2002).

O vinho Cabernet Sauvignon ¢ emblematico e marcante, apresenta coloragdo rubi
intensa com aspecto brilhante, podendo variar do acastanhado ao violaceo, em seu aroma
podem ser perceptiveis notas de frutas vermelhas com destaque para amora, ameixa preta,
framboesas e groselha e notas de cassis. Apresenta sabor herbaceo de pimentdo e seu sabor
caracteristico ¢ de acidez elevada e taninos intensos proporciona uma sensagdo de

adstringéncia ao degustar.

3.2 O TERROIR

Terroir pode ser definido como um ecossitema onde o ambiente fisico, os fatores
bioticos e as praticas viticolas aplicadas em um determinado lugar, com geografia, topografia
e caracteristicas do solo especificas, em conjunto com a cultivar e o porta enxerto utilizados
contribuem para a produgdo de vinhos com caracteristicas unicas (SEGUIN, 1986. OIV,
2008).

Do terroir provem os principais percursores quimicos que caracterizam os vinhos e
uvas de determinadas regides e as condi¢des climaticas adequadas para o desenvolvimento

dos vinhedos (SEGUIN, 1986). Os fatores climaticos apresentam efeitos diretos sobre os



atributos de sabor, aroma e cor dos vinhos, climas frios produzem uvas com teores adequados
de actcar, acidez e taninos, além de proporcionarem um bom desenvolvimento de pigmentos
€ precursores aromaticos.

As terras altas do Planalto Catarinense apresentam potencial para o cultivo de Vitis
vinifera devido as caracteristicas associadas ao ferroir (MARCON FILHO et al. 2019). Na
década de 1990 do século passado foram iniciados os estudos para a implanta¢ao de vinhedos
com variedades de uvas viniferas em Santa Catarina, e nas regides de altitude a variedade
Cabernet Sauvignon apresentou um desenvolvimento promissor tendo os primeiros vinhedos
implementados a partir do ano 2000 (ROSIER, 2018).

O terroir de vinhos de altitude do Planalto Catarinense estende-se por altitudes
compreendidas entre 900-1400 m e latitude de 28°S (BRIGHENTI et al., 2016). Essas
caracteristicas permitem que a regido apresente indices elevados de radiacdo solar e amplitude
térmica (PANDOLFO et al., 2018) contribuindo para a ampliacdo do ciclo vegetativo da
variedade, e assim aumentando o tempo de maturagdo dos frutos o que gera uma melhor
maturacao fenolica (MARCON FILHO et al. 2019).

O deslocamento do ciclo vegetativo da videira nos climas subtropicais com altitudes
elevadas influencia os periodos de brotagdo e floragdo atrasando a maturagdo num periodo
compreendido entre 30 e 48 dias em relacdo a regides de menor altitude (BRIGHENTI et al.,
2016, ROSIER, 2018).

Nessas regides, a mineralizagdo da matéria organica ¢ reduzida devido as temperaturas
baixas que propiciam o desenvolvimento de entrends curtos, maior nimero de folhas e
peliculas das bagas mais espessas. A baixa precipitagdo no periodo de maturagdo, contribui
também para a diminui¢do do crescimento vegetativo, aumentando o acimulo de energia nos
frutos (ROSIER, 2018). Por sua vez, os altos indices de radiagdo solar ocorrentes nessa regido
contribuem para um maior acumulo de agucares produzindo vinhos de teor alcoolico elevado.

A planta responde a radiagdo ultravioleta por meio do seu sistema imunologico
produzindo frutos com teores elevados de polifendis e antocianinas (WELTER et al. 2017).
Essas caracteristicas contribuem para que o vinho produzido nessa regido apresente qualidade
de cor e aroma que os diferenciam dos vinhos elaborados em outras regides (BRIGHENTI et
al., 2016).

Borghezan, Malinovski e Silva (2020) observaram que videiras cultivadas em regides
de altitudes tém favorecidas a diferenciacdo do ciclo fenologico que ¢ mais tardio e o
desenvolvimento da maturagdo em conjunto com a paralisacdo do ciclo vegetativo que

proporciona teores de acucar, acidez, coloragdo intensa e concentragdes de compostos



fenolicos mais elevados em particular as antocianinas. As caracteristicas particulares destas
areas possibilitam identificar um ferroir onde a videira apresenta boa adaptacdo e que resulta

na produgdo de uvas e vinhos finos de elevada qualidade.

3.3 MICROBIOMA E TERROIR

O microbioma do terroir pode ser definido como o estudo da biodiversidade
microbiana em um determinado tempo e espago, seu padrao de dispersdo e as relagdes entre
as condigdes ambientais, os fendmenos macroscopicos € a comunidade microbiana (VAN
LEEUWEN, SEGUIN 2006, BOKULICH et al., 2014).

O vinho reverbera as caracteristicas do ferroir e o uso da diversidade microbiana
associada reproduz essa identidade com a produ¢do de diversos compostos relacionados ao
seu metabolismo (JARA et al., 2016; PADILLA et al., 2016).

O microbioma associado as uvas ¢ diverso e agrupa microrganismos procarioticos,
tendo como principais representantes as bactérias acido laticas e acéticas (BOKULICH et al.,
2014) e microrganismos eucarioticos representados por leveduras convencionalmente
divididas em dois grandes grupos: Saccharomyces e ndo-Saccharomyces (ROMANO et al.
2003, COMITINI et al. 2017). Nos tltimos anos a compreensdo sobre a ecologia, bioquimica,
fisiologia, genética e os impactos elaborados por leveduras no processo de fabricagdo de
vinho tem evoluido significativamente (CAPOZZI et al. 2015, COMITINI et al. 2017,
VONTROBOVA et al. 2019).

No processo fermentativo ocorrem os principais impactos promovidos pelas leveduras,
associados a qualidade do vinho e o desenvolvimento de novas formas de conduzir o processo
(WHITENER et al., 2015). Os metabolitos primarios obtidos por meio do metabolismo de
aclcares presentes no mosto por leveduras sdo o etanol e o dioxido de carbono e apresentam
grande importancia do ponto de vista tecnologico (ENGLEZOS et al. 2015).

Outro fator a ser considerado ¢ a presenga de compostos volateis, acidos graxos de
cadeia curta e aminodcidos. Esses compostos podem atuar de maneira a contribuir para a
qualidade sensorial do produto, bem como serem responsdveis pelo aparecimento de off-
flavors nos vinhos (FLEET, 2008). A contribuicdo de leveduras autdctones para a elaboragao
do vinho vem sendo elucidada, e uma das principais caracteristicas dessas leveduras ¢
contribuir para a complexidade dos compostos de aroma (FLEET, 2008, WHITENER et al.,
2015).



O género Saccharomyces ¢ o mais empregado para a fermentagcdo alcodlica. No
entanto, o mosto de uva apresenta na sua microbiota varios géneros, tais como:
Hanseniaspora (Kloeckera), Pichia, Candida, Metschnikowia, Zygosaccharomyces,
Saccharomycodes, Torulaspora, Dekkera, Kluyveromyces e Schizosaccharomyces, (DEL
CARMEN PORTILLO et al. 2016, COMITINI et al. 2017). Essa microbiota contribui de
maneira positiva para o desenvolvimento do vinho agregando complexidade e qualidade
(MEDINA et al. 2012) e ocasionalmente podem contribuir para formagdo de off-flavors
durante o processo fermentativo (COMITINI ez al. 2017).

As leveduras presentes nas peliculas das cascas das bagas sdo transportadas para o
meio pelo processo de maturacdo, essas leveduras sdo comumente identificadas como
leveduras apiculadas, uma das principais caracteristicas dessas leveduras ¢ a competi¢do com
a S. cerevisae e a producao de ésteres (Ciani; Comitini 2018).

Moreira et al. (2011) propds a utilizagdo de fermentacdo mista utilizando leveduras do
género Hanseniaspora que contribuem para a melhoria sensorial dos vinhos, uma vez que
levedura desse género contribuem para o aumento da concentracdo de ésteres como o 1-
propanol, acetato de 2-feniletila e acido 3-(metiltio)propionico e quantidades inferiores de
hexanoato de etila,acido pentandico, acidos graxos livres, 2-metiltetra-hidrotiofen-3-ona e
acido acético-3-(metiltio)propil éster, melhorando o carater floral e frutado dos vinhos.

As dinamicas populacionais envolvendo a sucessdo microbiana durante a elaboragdo
do vinho vém sendo elucidadas. Apesar da concentracdo inicial de células de espécies de
leveduras nio- Saccharomyces ser considerada baixa (10° a 10® UFC.mL") (ENGLEZOS et
al. 2015), estas apresentam dominancia na fase inicial da fermentacdo (CLAVIJO et al.,
2010). Apos o terceiro dia do inicio da fermentagdo ocorre a domindncia de Saccharomyces
cerevisiae devido ao aumento da graduagdo alcodlica do mosto e da produgdo de CO,, sendo
responsaveis pelo incremento da graduacdo alcoodlica até o final do processo fermentativo
(CLAVIO et al., 2010).

As interagdes metabolicas entre leveduras Saccharomyces e nao- Saccharomyces
contribuem para que compostos quimicos presentes no vinho apresentem as caracteristicas

relativas ao ferroir (COMITINI et al. 2017).

3.3.1 A fermentac¢ao alcodlica



A fermentacdo alcoodlica é um processo de obtencdo de energia que ocorre em duas
fases. Na fase inicial o acido piravico ¢ descarboxilado por intermédio da catalise da enzima
piruvato descarboxilase a acetaldeido. Na segunda fase da reagdo o acetaldeido ¢ reduzido por
meio da catalise da enzima alcool desidrogenase a etanol na presenga de NADH, conforme

esquema representado na Figura 1 (NELSON, COX, 2015).
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Fonte: NELSON, COX (2015)
Figura 1: Esquema das reacdes quimicas que ocorrem durante a fermentacao

Em 1855 Louis Pasteur estudava defeitos na producdo de alcool em uma cervejaria
tentando responder qual a natureza do processo de fermentacdo. Com o uso do polarimetro,
observou que o mosto era opticamente ativo identificando a presenca do alcool isoamilico, o
qual ndo ¢ derivado da degradacdo do alcool, sendo uma substincia estranha ao processo.
Assim, Pasteur concluiu que ocorreu uma contaminacdo por bactérias, o que foi confirmado
por sua observagdo em microscopio com a presenga de estruturas finas e alongadas
(Acetobacter) além da habitual presenca de globulos esféricos (Saccharomyces) (MOREIRA,
2015).

Dessa forma Pasteur concluiu que a fermentacao alcoodlica ¢ realizada por organismos
vivos que vivem em condi¢gdes anaerobias, comprovando que a vida pode desenvolver-se sem
oxigénio e que alguns organismos produzem energia a partir da fermentagdo (ROSENDO,
2016).

A fermentacdo de uvas para obten¢@o do vinho teve inicio na era pré-histdrica e desde
entdo o processo vem evoluindo (MCGOVERN, 2003). Atualmente, um dos principais
desafios na fermentagao alcodlica ¢ compreender como o microbioma associado ao terroir, a
cultivar, ao ambiente de armazenamento e fabricacao interferem na qualidade do vinho (DEL
CARMEN PORTILLO, MAS 2016).

A expressdo dos compostos secundarios elaborados por leveduras de diferentes

espécies ¢ responsavel pela expressao das peculiaridades de um ferroir. A fermentagao



espontanea, o isolamento de microrganismos de uvas ¢ a dindmica ecoldgica das leveduras no
vinho sdo desafios para producao de vinhos que reverberem as caracteristicas do terroir
(CLAVIO et al, 2010. ENGLEZOS et al. 2015).

No processo fermentativo do vinho sdo utilizadas leveduras selecionadas ou leveduras
autoctones (fermentagdo espontanea). As leveduras sdo responsaveis pela biossintese do
etanol e pela biossintese de compostos aromaticos (MUSARURWA et al.,, 2016). O
metabolismo primario utiliza a glicose como fonte para obten¢do de energia a partir da
fermentacdo alcodlica ¢ obtido o etanol, o diéxido de carbono, glicerol e acido acético
(MUSARURWA et al. 2016).

Os fatores que afetam a biossintese do etanol sdo a quantidade de agucares no mosto,
as condi¢des do processo fermentativo (pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes) e a
levedura empregada na fermentagdo (VILANOVA et al. 2007; MIRAS-AVALOS et al. 2020)

Algumas leveduras assimilam o nitrogénio durante o processo fermentativo e esse
fator ¢ considerado crucial para as caracteristicas quimicas componentes do aroma do vinho
(MIRAS-AVALOS et al. 2020).

Praticas enologicas, tais como a suplementagdo de mostos com Sulfato de Amdnio
[(NHa4) 2SO4] sao sugeridas para incorporacao de nitrogénio. O nitrogénio de origem mineral
¢ utilizado preferencialmente pelas leveduras (MIRAS-AVALOS et al. 2020). No processo
fermentativo o desenvolvimento das leveduras promove a hidrolise das proteinas liberando
aminoacidos para o mosto. Ao término da fermentacdo alcodlica alguns aminoéacidos também
sdo liberados por meio da autolise das leveduras, representando 40% do nitrogénio total do
mosto (VILANOVA et al. 2007, BELDA et al. 2017; MIRAS-AVALOS et al. 2020).

A fermentacdo espontanea consiste na elaboraciao de vinhos sem a adi¢do de leveduras
selecionadas. O processo fermentativo ¢ realizado por bactérias e leveduras presentes na
pelicula da uva (SORRENTINO et al. 2012, CIANI, COMITINI 2019). As influéncias da
fermentacdo espontanea sobre os componentes de aroma primarios e secundarios do vinho, a
progressdo da complexidade do vinho, o controle da microbiota contaminante (COMITINI et
al. 2017) e a redugdo do teor de etanol no vinho (QUIROS e al. 2015) sdo os principais
fatores a serem considerados em pesquisas para desenvolvimento e emprego industrial da

fermentacdo espontanea.

3.4 A COMPOSICAO QUIMICA DOS VINHOS
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A composicdo quimica dos vinhos estd relacionada a trés fatores principais: as
caracteristicas do ferroir, a composi¢cao quimica de uvas e mostos e do processo fermentativo.

Os acidos presentes no vinho podem ser de origem organica e naturalmente presentes
nas uvas como os acidos tartarico e malico e podem ocorrer a formagdo de 4cidos durante o
processo fermentativo como os acidos acético, citrico, latico, succinico. O acido tartarico € o
principal responsavel pela acidez total de vinhos e influencia o pH do vinho em vinhos jovens
confere uma acidez dura e aspera e a medida que o vinho evolui o acido tartarico precipita na
forma de tartarato de potassio e de calcio diminuindo a sensagdo aspera da acidez. A
concentragao de &cido tartarico em vinho estd compreendida entre 2 e Sg/L.

O 4cido malico ¢ abundante no reino vegetal e faz parte dos acidos que compde as
uvas, sendo rapidamente metabolizado nas células vegetais. Do ponto de vista enoldgico a sua
concentragdo nas uvas reflete a sua maturagdo e quanto mais maduras as uvas menores sera a
concentracao desse acido no vinho. No decorrer do processo fermentativo os teores de acido
malico diminuem, na fermentagdo alcodlica as leveduras metabolizam o acido malico na
biossintese do etanol, o acido malico residual da fermentacdo alcoolica sofre o processo de
descarboxilacdo formando o acido latico na etapa de fermentagdo malolatica reduzindo
significativamente a presenga do acido malico no vinho, altos teores de &acido malico
conferem um sabor azedo ao vinho, j4 em concentragdes de até 5g.L"' no vinho tinto esse
acido confere um sabor frutado ao vinho (MARTINEZ-GIL et al. 2012).

Presente em concentracdes baixas (0,1 a 0,8g/L) o acido citrico pode ser proveniente
da uva, ou como metabolito secundario da fermentagdo alcodlica de carboidratos, ¢
consumido durante a fermentagao malolatica formando compostos que aumentam a acidez
volatil. O acido succinico ¢ formada durante a fermentagdo alcodlica resultante do
metabolismo de carboidratos e aminoacidos, sua presenca em bebidas fermentadas como o
vinho ¢ responsavel pelo sabor salgado e com nuances amargas, pode ser encontrado em
concentragdes entre 0,2 ¢ 1,5 g. L.

Durante a fermentacdo malolatica o metabolismo das bactérias do acido latico
promove a descarboxilacdo do 4cido malico (figura 2) sendo o acido latico o produto
resultante, esse ¢ um acido produzido pelo processo fermentativo do vinho e ndo esta presente
nas uvas que o originaram, o qual confere uma acidez suave e agradavel ao paladar, a
formacao do acido latico inicia ao final da fermentacdo alcodlica, onde os teores de
carboidratos no mosto fermentado estio em quantidades de de 0,2 ¢ 0,4 gL, apds a

fermentagdo malolatica as concentragdes de acido latico atingem niveis de 1 € 2,5 g .L", a
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fermentagdo malolatica pode formar como metabolitos secundarios glicerina, acido tartarico,

¢ésteres e diacetil (POLO et al. 2017).

O OH

OH

HO OH

O OH

Figura 2: Descarboxilagdo do acido D-Malico a acido L-Latico promovida pela Bactéria do Acido Latico
Oneococcus oeni, tendo como metabdlitos secundarios didxido de carbono, diacetil, ésteres e acido acético.
Fonte: Autor, (2021)

Durante a fermentagdo maloldtica podem formar-se alguns acidos organicos como o
acido acético, acido butirico e acido féormico que podem aumentar a acidez volatil do vinho
produzido.

Na fermentacdo alcoolica ocorre a formacao de acido acético e o seu acumulo no
vinho ¢ indesejavel. Ele pode ser resultante da espécie de levedura empregada, do teor de
carboidratos do mosto e da exposicdo ao oxigénio, podendo também ser resultado do
metabolismo de bactérias acéticas e laticas, naturalmente presentes no mosto de uvas. O acido
acético produz alteracdes gustativas no vinho e ¢ percebido pela sensacdo de aspereza e
acidez. A presenca do acetato de etila proporciona ao vinho o aroma de vinagres e teores
elevados de acido acético estdo associados a contaminagdes ou falhas do processo de
fermentagdo, estando diretamente associado ao teor de acidez volatil nos vinhos (LONGUIN
et al. 2016)

A disponibilidade de ions H" é medida pelo pH, no vinho o pH ¢ uma medida relevante
uma vez que condiciona o grau de ioniza¢do de diversos compostos quimicos bem como a
taxa de reagdes quimicas, propriedades fisicas e a estabilidade microbiologica. Condiciona a
estabilidade das caracteristicas cromaticas do vinho, as reacdes oxidativas e de escurecimento

€ suas caracteristicas sensoriais, afeta o equilibrio dos sais de tartarato e a eficacia do didéxido
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de enxofre, e exerce influéncia sobre a solubilidade de proteinas e a eficacia da clarificacao
dos vinhos (BOULTON et al., 1996).

Em vinhos tintos o pH ideal ¢ de 3,4, ocorre uma tendéncia de aumento do pH durante
a fermentagdo, uma vez que os ions de potassio sdo lixiviados das peliculas das bagas para o
mosto, o equilibrio do pH esta intimamente relacionado a concentragdo inicial de acidos
organicos € 0s ions potassio presentes no mosto. Os pHs baixos promovem um efeito
protetivo sobre o vinho e durante a fase pré-fermentativa mostos de pH baixo sofrem menor
acdo de enzimas oxidativas. Por sua vez um pH elevado contribui para uma maior
susceptibilidade a alteragdes oxidativas e biologicas devido a diminui¢do no teor de SO2
livre.

Os acucares presentes no vinho sdo em sua maioria hexoses e pentoses, podem
apresentar em menores concentragdes polissacarideos. Podem ocorrer em mostos em
concentragdes entre 140 e 240 g L.

Podem estar presentes em mostos os aglcares arabinose, xilose e ramnose esses
acucares sdao oriundos das substincias pécticas, mucilagens, ja a ribose ¢ proveniente dos
acidos nucleicos e a principal fonte desse actiicar em mostos e vinhos sdo as leveduras. A
glicose ¢ o agucar mais abundante e o que apresenta maior importancia, durante a fermentagao
alcodlica esse agucar ¢ transformado em etanol e didxido de carbono (HARBERTSON et al.,
2013).

Compostos fenodlicos, fendis ou polifendis sdo um grande grupo de moléculas
organicos de origem natural, abundantes em vegetais superiores, sdo formados como
metabolitos secundarios, € possuem fungdo protetiva frente a parasitas, predadores e injurias,
sdo compostos que apresentam alta reatividade quimica (GUERRA, 2012; VILLANO et al.
2017).

Podem ser classificados em duas classe principais com base em suas cadeias
carbonicas, as moléculas classificadas como flavonoides incluem as antocianinas e o0s
flavonois, entre as classificadas como ndo flavonoides estdo os dcidos indmicos e benzodicos e
estilbenos (VILLANO al. 2017).

Responsaveis pela coloragdo, as antocianinas presentes em vinhos e uvas, t€m a
maldivina como a mais abundante. A cianidina, a delfinidina, a petunidina e a ponidina
também sdo responsaveis pela coloragdo dos vinhos (GUERRA, 2012).

Os principais polifendis presentes no vinho sio os acidos fendlicos e os estilbenos. Os
acidos fendlicos sdo compostos benzdicos de baixo peso molecular, encontrados no vinho em

teores de até 100 mg. L' e os estilbenos sdo moléculas encontradas em sua maioria em vinhos
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tintos em teores de até 30mg.L", sendo o resveratrol o estilbeno mais conhecido devido aos

beneficios a saide humana (GUERRA, 2012; VILLANO et al. 2017).

3.5 AS METOXIPIRAZINAS

A complexidade aromadtica de vinhos tintos resulta da interacdo das praticas viticolas e
enologicas (ARIA-PEREZ et al., 2020), os aromas do vinho sdo compostos por centenas de
compostos volateis presentes em concentragdes muito baixas (DARRIET et al., 2012).

Sao considerados aromas primdrios no vinho o alcool e o &cido acético provenientes
do processo de fermentacdo alcodlica, a evolugdo dos aromas no processo fermentativo esta
relacionada ao fermento utilizado, visto que os aromas secundarios provenientes da
fermentagdo alcodlica sdao metabolitos secundarios provenientes da degradacdo de
carboidratos e aminoacidos.

A variedade e as condi¢cdes edafoclimaticas do ferroir, as praticas de manejo
viticulturais associadas as praticas de vinicultura contribuem para a complexidade aromatica e

presenca de off flavors no vinho (LEY et al, 2018. RAUHUT et al, 2019).

Os aromas herbaceos sdo comumente associados a vinhos Cabernet Sauvignon, um
dos principais compostos associados ao carater herbaceo sdo as metoxipirazinas, essas quando
em concentragdes abaixo do limite de percepcao sensorial representam o aroma caracteristico
desse vinho (LEY et al, 2018). Quando presentes em concentragdes superiores a 15 ng. L™
afetam o equilibrio do aroma e podem ser consideradas um off flavor.

O teor de metoxipirazinas estd associado as condi¢des edafoclimaticas do Terroir e a
vareidade. Em regides de menor altitude e maior incidéncia de luz solar o seu contetido tende
a diminuir (LEY et al.,, 2018); jd& em regides de elevada altitude ocorre uma maior
concentragio dessa classe de compostos (FALCAO et al., 2008).

Estratégias diferenciadas do processo fermentativo como a fermentacdo espontanea
podem contribuir para uma maior complexidade aromatica em vinhos devido a presenga de
leveduras autoctones (RAUHUT et al, 2019).

Os compostos majoritarios responsaveis pelo aroma do vinho sdo os monoterpenos,
norisoprenoides, alifaticos, dlcoois superiores, ésteres, fenilpropanoides, compostos volateis

de enxofre, e as metoxipirazinas (ROBINSON et al, 2014). Esses compostos podem ter seus
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precursores na uva ¢ no metabolismo de leveduras obtidos pela degradagdo de acgucares,
aminodcidos e acidos graxos.

As metoxipirazinas sdo uma familia de compostos identificadas pela primeira vez em
pimentdes verdes, sendo comumente associadas a esse componente de aroma, em vinhos
Cabernet Sauvignon foram detectadas em 1975 por Murray e Whitfield. Compostos volateis
presentes em insetos, plantas, fungos e bactérias, a pirazina apresenta formula molecular
C4N;H, e esse composto aromatico apresenta duas moléculas de nitrogénio em sua estrutura,
substituindo 2 4tomos de carbono do anel benzénico nas posi¢des 2 e 4 (Figura 1(A)), sendo a
molécula precursora da 3-alquil-2-metoxipirazina (Figura 1 (C)).

Nas demais moléculas de metoxipirazinas o hidrogénio ligado ao carbono 3 pode ser
substituido pelos radicais isobutil, isopropil, secbutil e etil e essa substituicdo também pode

ocorrer no carbono 5 da molécula de metoxipirazina (Figura 1(B)).
(A) . (B) (C)
N H N R,
O bE j 2 I \j[ N\ CH3
! | |
Figura 3: Férmula Estrutural da molécula de Pirazina: (A) substituicdo dos C1, C4 do anel benzénico por N na
molécula da Pirazina. (B) Posi¢do onde sdo inseridos os radicais na molécula da Pirazina. (C) Formula Estrutural

da 2 Metoxipirazina
Fonte: ZAHO, et al. (2019)

Em vinhos tintos as metoxipirazinas mais estudadas sdo a 3-Isobutil-2-metoxipirazina
(IBMP), 3-Isopropil-2-metoxipirazina (IPMP), 3-sec-butil-2-metoxipirazina (SBMP). O
limite de percepcao dessas moléculas no vinho ¢ muito baixo (tabela 1). Os vinhos podem
apresentar ainda a 3-etil-2-metoxipirazina, mas estudos com a presenca dessa molécula ainda

sdo incipientes (ZAHO et al, 2019).

Tabela 1: Estrutura, limites de percepcéo e descritor aromatico das principais Metoxipirazinas presentes em
vinhos tintos

Nomenclatura Formula Estrutural Limite de Matriz Descritor Aromatico
percepcao
3-Isobutil-2- HsC CH,4 10-16 ng. L™ Vinho Tinto Pimentas verdes
metoxipirazina 0,5-16 ng. L Agua Herbaceo

N

(.

N~ “OCH,
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3-Isopropil-2- N OCH3 2ng. L Vinho Tinto Ervilhas
metoxipirazina [/ | 1-2ng. L Agua Aspargo
~ CH Terroso
N 3
CHs;
3-Sec-butil-2- CH, 1-2ng. L Agua Péprica
metoxipirazina H.C Pimenta
’ Herbaceo
o] Galbano
H,c” | XN
I
3-Etil-2- N CHs 425 ng. L Agua Batata Crua
metoxipirazina [ L Solo timido
= CH Nozes
N 3 Torrado

Fonte: ZAHO et al. (2019)

Essas moléculas estdo associadas a um grande espectro de descritores aromaticos e
variam desde a percepcao dos aromas herbaceos tipicos do vinho Cabernet Sauvignon a off’
flavors como aroma de mofo, pimentdo verde, aroma terroso.

A deteccao dessas moléculas ¢ realizada utilizando métodos analiticos sensiveis, tais
como a CG/MS, ja que sua concentracdo no vinho ocorre em concentragdes baixissimas, mas
a percep¢do humana dessas moléculas ¢ bastante acurada, visto que sdo aromas marcantes ¢
facilmente assimilaveis pelo cérebro humano.

O vinho ¢ uma matriz complexa composta por alcool, agticares, compostos fenolicos,
antocianinas, taninos e as metoxipirazinas tendem a ligar-se aos componentes do vinho
principalmente ao etanol, o qual promove a dissolu¢do da molécula da metoxipirazina na fase
aquosa.

O limite de percepgdo das metoxipirazinas em vinho e em 4gua (tabela 1) ocorrem em
diferentes concentragdes do composto e esse efeito demonstra que na matriz do vinho
concentracdes mais altas de metoxipirazinas sdo necessarias para a detec¢do olfativa da

molécula.
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4. METODOLOGIA

4.1 AREA DE ESTUDO

O municipio de Campo Belo do Sul encontra-se na faixa de altitude compreendida
entre 800 ¢ 900m (27°40°S, 50°44°0O) e o municipio de Sao Joaquim (28°13’S, 49°59°0)
encontra-se a uma altitude compreendida entre 1200 e 1500 m. As uvas produzidas nesses
municipios sdo consideradas uvas de altitude e tem por peculiaridade um ciclo de maturagdo
tardio, agregando ao vinho produzido teores mais elevados de antocianinas e polifenois.

A médias de temperatura obtidas nos meses de janeiro, fevereiro e margo de 2020 em
para Campo Belo do Sul, temperatura méaxima 35,58 °C, temperatura minima 9,5°C e
temperatura média de 21,61°C e precipitacdo de 240 mm, em Sdo Joaquim apresentou médias
de temperatura maxima de 29,4°C, temperatura minima de 1,6 °C e temperatura média de
16,54°C e precipitagao de 25 mm para o periodo compreendido de janeiro a margo de 2020.
Os dadosde temperatura (méaxima, média e minima), indice pluviométrico, foram coletados do
Balango Hidrico Municipal (IMET, 2020) das Estacdes Campos Novos C (estagdo de Campo

Belo do Sul encontrava-se fora de Funcionamento) e Sao Joaquim A.

4.2. MICROVINIFICACOES

As uvas da variedade Cabernet Sauvignon, provenientes dos vinhedos das Vinicolas
Abreu Garcia (Campo Belo do Sul, CBS) e Villagio Bassetti (Sdo Joaquim, SJ), foram
colhidas pelos funciondrios das vinicolas. No mesmo dia foram transportadas até a Area
Experimental Agropecuaria da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos, onde permaneceram sob refrigeracdo por um periodo de 7 dias a 4°C.

O processo de vinificagao foi realizado no laboratério de Quimica da UFSC, Campus
de Curitibanos, utilizando 50 kg de uvas de cada vinicola. Os processos foram denominados
como “Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontinea (CBSFE)” e “Campo Belo do Sul
Fermento Comercial (CBSFC)”, processadas no dia 01 de abril de 2020, e “Sao Joaquim
Fermentacao Espontanea (SJFE)” e “Sao Joaquim Fermento Comercial (SJFC)”, processadas
no dia 07 de abril de 2020.

O processo de microvinificagdo de fermentacdo espontanea dos tratamentos CBSFE e

SJFE foram conduzidos conforme esquema representado na figura S5a. Para o tratamento



17

CBSFE, apoés desengace e prensagem manual, foram obtidos 21 kg de mosto com casca que
foi dividido em 2 fermentadores com 10,5 kg cada. Sulfitagem do mosto foi realizada
adicionando 5,12 mL de solugdo de Na,S,0Os (100 mg. 1) por repetigdo. Para o tratamento
SJFE foi obtido 19,5 kg de mosto com cascas distribuidos em 3 fermentadores contendo 6,5
kg de uva para cada fermentador. A cada fermentador, 3,04 mL da solugio de Na,S,0s (100
mg. 1) foi adicionado. Para a fermentagdo, foram utilizados frascos de vidro de 12L os quais
foram vedados e a fermentacdo alcoolica foi conduzida no Laboratoério Multiusuario de
Andlises Instrumentais (LAMAI) da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos, com temperatura controlada a 20°C.

Para avaliagdo de parametros ao longo da fermentagao, 7 amostras foram retiradas nos
dias 01, 03, 05, 07, 13, 17 e 24 da fermenta¢ao alcoolica. Além disso, a densidade do mosto
foi monitorada a cada 2 dias até o vinho atingir a densidade média de 0,9995 g.L", utilizando
a metodologia de Densidade Relativa a 20°C, descrita por IAL, 2008. Ao final do processo
fermentativo os vinhos foram prensados, peneirados e distribuidos em trés Erlenmeyers de 2L
para a conducdo da fermentacdo malolatica que ocorreu de maneira espontanea em todos os
tratamentos, com temperatura controlada a 20°C.

O desenvolvimento da fermentagdo malolatica foi acompanhado por cromatografia de
papel em amostras retiradas no 1° dia da fermentagao malolatica, no 30° dia e no 116. Ao
final do processo de fermentagdo malolatica, os vinhos foram refrigerados (7°C/48h), filtrados
utilizando funil de vidro e papel filtro (porosidade= 90mm) e adicionados de 4,165 mL da
solugdo padrdo de Na,S,0s 100 mg. L. Procedeu-se o engarrafamento dos vinhos obtidos
resultando em 12 garrafas de 750mL por tratamento.

As vinificagdes com fermento comercial (Saccharomyces cerevisiae “Fermol Premier
Cru-AEB Grup”) CBSFC e SJFC foram realizadas conforme diagrama da figura 5b. As uvas
foram desengagadas e prensadas manualmente. Um total de 15 kg do mosto com casca do
tratamento CBSFC foi distribuido em 2 fermentadores de vidro resultando em 7,50 kg para
cada fermentador. No tratamento SJFE foram obtidos 19,5 kg de mosto e cascas, com
distribuicdo de 6,5 kg para cada um dos 3 fermentadores. Entdo, foram adicionados 7,03
mL.L" da solugdo de Na,S,0s 100 mg. L™ para sulfitagem do mosto para cada repeti¢cdo do
tratamento CBSFC e 6,14 mL da solucao de Na,S,0Os por repeti¢ao do tratamento SJFE. Os
frascos de fermentacao foram vedados ¢ a fermentagao alcoodlica foi conduzida no laboratorio
Multiusudrio de Analises Instrumentais (LAMAI) da Universidade Federal de Santa Catarina,

Campus de Curitibanos, com temperatura controlada a 20°C.
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O pré-inoculo do fermento foi preparado, pesando 0,1 g de fermento Fermol Premier
Cru para cada kg de mosto o qual foi reidratado em agua destilada aquecida a 35°C. A
temperatura do “starter” foi ajustada para 5°C acima da temperatura do mosto, adicionado ao
fermentador e homogeneizado. A fermentagdo foi conduzida no LAMAI com temperatura
controlada de 20°C. Ao longo do processo de fermentagdo, amostras foram coletadas para
acompanhamento da densidade relativa a 20°C. Ao final do processo, os vinhos foram
prensados, peneirados e distribuidos em trés Erlenmeyers de 2L vedados para a condugdo da
fermenta¢do malolatica que aconteceu de maneira espontdnea em temperatura controlada a
20°C. O desenvolvimento da fermentacdo foi acompanhado por cromatografia de papel em
amostras retiradas no 1° dia da fermentagdo malolatica, no 30° dia ¢ nol16°. Ao final do
processo de fermentagdo malolatica, os vinhos foram refrigerados (7°C/48h), filtrados
utilizando funil de vidro e papel filtro (porosidade= 90mm) e engarrafados resultando em 12

garrafas de 750mL por tratamento.
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Figura 4: Esquema representativo das microvinificagdes dos vinhos Cabernet Sauvignon provenientes de Campo
Belo do Sul (CBS) e S@o Joaquim (SJ) elaborados por fermentagdo espontanea (FE) e utilizando levedura
comercial (FC). Figura 4a: Esquema das Etapas da Fabricagdo de vinhos utilizando Fermentacdo Espontinea
(FE). Figura 4b: Etapas da fabricag@o dos vinhos utilizando Fermento Comercial (FC)

Fonte: Autora, 2021.

4.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO MOSTO E ACOMPANHAMENTO DA

FERMENTACAO ALCOOLICA

O mosto proveniente das uvas Cabernet Sauvignon de Campo Belo do Sul (CBSFE e

CBSFC) e Sao Joaquim (SJFE e SJFC) foi avaliado quanto ao teor de solidos soltuveis (ST),
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acidez titulavel (AT) pH e densidade relativa a 20°C conforme metodologias descritas no
Manual de Métodos de Analise de Alimentos e Bebidas do Instituto Adolfo Lutz (IAL,2008).

O desenvolvimento do processo fermentativo foi acompanhado a cada dois dias por
meio do decréscimo da densidade do mosto, utilizando a metodologia de determinacdo da
densidade a 20°C. Retirou-se do fermentador 10 mL de mosto com o auxilio de uma pipeta
volumétrica; o mosto foi vertido em copo de becker de 10 mL, retirado o CO, por agitagao
com bastdo de vidro, filtrado e pesado em picndmetro de 5 mL, em balanca analitica
(IAL,2008).

Foram retiradas amostra nos dias 03, 07, 13, 15, 20 e 24 da fermentacdo, as quais
foram congeladas para avaliagdo de agucares redutores pelo método de Eynon-Lane
(BRASIL,1986).

Os resultados do decréscimo da densidade e do consumo de agucares para cada

tratamento foram avaliados por analise de variancia e teste Tukey no programa R.

4.3 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS AUTOCTONES DO MOSTO

Foram coletadas um total de 4 amostras durante o processo de fermentacao alcoolica
nos dias 13/04/2020, 17/04/2020, 20/04/2020 e 24/04/2020. Para o isolamento de leveduras
foi utilizada metodologia proposta por Gaensly (2016) a qual foi modificado o meio para as
dilui¢des seriadas utilizando solugdo salina 0,85% em alternativa ao uso de caldo peptona foi
coletada uma aliquota de 1 mL de cada uma das repeticdes para as diluigdes seriadas em
solugdo salina 0,85% de 1:10" al:10® seguida de plaqueamento por profundidade em meio
agar YPD com pH ajustado para 6,0, seguido de incubacdo a 25°C/24h.

A contagem foi realizada em contador de colonia, as coldnias tipicas foram purificadas

em meio de cultura agar YPD. E armazenadas sob refrigeracao.

4.4 QUANTIFICACAO DE ACUCARES RESIDUAIS DURANTE A FERMENTACAO
ALCOOLICA

Para a determinagdo do consumo de agucares redutores foi utilizado o método de

Eynon-Lane (BRASIL, 1986). A solucdo de referéncia de glicose a 0,5% foi diluida 10 vezes
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seguida da adi¢do de 1 mL de HCI concentrado a solugdo foi mantida em banho maria a 70°C
durante 15 min.

Para a titulacdo foram preparados os reativos de Fehling A e B os quais foram
utilizados na propor¢ao 1:1 num volume final de 20 mL. Apos a adi¢do de 1 gota de azul de
metileno a 1%, a mistura foi aquecida até fervura, e entdo titulada com a amostra ou solugio
de referéncia at¢ a mudanca de coloragdo do meio de azul para vermelho, com formagao de
precipitado vermelho.

O resultado foi obtido pela aplica¢ao da seguinte formula

Glicidios redutores em glicose g.100 mL" = (FC/2) x 250 x 100
VxP

Onde:
FC = titulo da solucdo de Fehling
V = volume da amostra gasto na titulacdo, em mL
P = peso da amostraem g

4.5 PRODUCAO DE ALCOOL DURANTE A FERMENTACAO ALCOOLICA

A producdo de alcool durante a fermentagdo alcodlica foi avaliada utilizando a
metodologia para a determinacdo da porcentagem de alcool em volume a 20°C, utilizando
aparelho de destilagdo: baldo de destilagdo de fundo redondo de 125 mL, cabeca de destilacao
tipo Claisen, condensador Liebig, adaptador para vacuo e baldo de fundo redondo de 50 mL.

As amostras avolumadas em baldo de 50 mL e transferidas para o baldao de destilagao,
sendo obtidos 16,6 mL de destilado, medido utilizando uma proveta de 25 mL.

O destilado foi colocado novamente no baldo volumétrico e o volume foi completado
para 50 mL com &agua destilada. A determinacdo da densidade da amostra foi realizada
utilizando picnémetro com volume calibrado, balanga analitica e termometro. A % v/v foi
determinada utilizando a tabela de porcentagem de dlcool em volume a 20°C (RIZZON, 2010)

Os resultados foram expressos em % (e sicooty. L.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da contagem de coldnias, do consumo de agucares e da produgdo de

alcool durante o processo fermentativo serdo avaliados utilizando ANOVA e teste de Tukey
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no programa R. A similaridade entre as colonias isoladas foi determinada pelo indice de

Jaccart no programa R .

4.7 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS VINHOS

4.7.1 Determinacio de Acidez e pH

A avaliacdo de acidez titulavel foi realizada utilizando o método descrito por IAL
(2008). Para a realizagao da andlise, 10 mL de amostra foi titulada com solugdo padrao de
NaOH (0,0997 mol. L™"). O ponto de viragem foi determinado utilizando pHmetro, quando a
solugdo atingiu valor de pH 8,3.

Para a avaliagdo de Acidez volatil foi utilizado o método descrito por IAL (2008) com
algumas modificacdes. Para a destilagdo foi utilizado o destilador REDUTEC onde um
volume de 10 mL do vinho foi injetado na ampola do destilador e destilado por arraste de
vapor até¢ obter 100 mL de solugdo em seguida ocorre a titulagdo com solug¢do padrio de
NaOH (0,0997 mol.L"), o ponto de viragem foi determinado utilizando indicador
fenolftaleina a 1%, observando a mudanga da coloracao do titulado de incolor para rosa.

Os resultados da Acidez total e da Acidez Volatil foram expressos em meq. L.
Utilizando as seguintes equagdes:

nxMxfx 1000
10 xV

ATT e AV (meq.L")é
n = volume gasto na titulacdo da solugdo de hidroxido de s6dio, em mL.
M = molaridade da solu¢do de hidroxido de sodio.
f = fator de correcdo da solu¢do de hidroxido de sodio.
V = volume tomado da amostra, em mL.

O pH foi determinado em pHmetro Simpla para amostras liquidas, foram utilizados 10

mL de amostra diluidos em 90mL de dgua destilada e realizada as leituras.

4.7.2 Actcares Residuais e Alcool em volume
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Para a determinacdo de agucares residuais foi utilizado o método de Eynon-Lane
(BRASIL, 1986). O alcool foi determinado utilizando a metodologia para a determinagao da

porcentagem de alcool em volume a 20°C (IAL,2008).

4.7.3 Extrato Seco Total

Foram pipetados 25 mL de amostra e vertidos em cépsula de porcelana calcinada com
o peso determinado em balanga analitica. O processo repetiu-se para todas as amostras e apos
pesadas, as amostras foram levadas a banho-maria a temperatura de 100°C por 30 min para
evaporagdo do etanol e logo apds foram transferidas para estufa a temperatura de 100°C por
1h, deixadas em dessecador até atingir temperatura ambiente para pesagem em balanga

analitica, o resultado foi expresso em g.L™.

4.7.4 indice de Intensidade de Cor e Tonalidade dos Vinhos Obtidos

Para o indice de intensidade de cor e tonalidade realizou-se a diluicdo das amostras de
vinho, utilizando-se baldo volumétrico de 50mL e pipeta volumétrica de 5 mL, sendo
adicionados ao baldao 5 mL de vinho e o volume foi completado com agua destilada.

Os indices de Intensidade de Cor e Tonalidade seguiram metodologia descrita por
Glories (1984), onde a intensidade de cor ¢ dada pela somatoria das absorbancias nos
comprimentos de onda 420nm, 520nm e 620nm. J4, a tonalidade ¢ a razdo da absorbancia de
420nm pela absorbancia de 520nm. A metodologia utilizada teve como modificagdo a
utilizacdo da diluicdo da amostra e assim o resultado do célculo foi multiplicado pelo valor do

fator de diluigao.

4.7.5 Capacidade Redutora (Polifenois totais) dos vinhos obtidos

Para a determinacdo da capacidade redutora dos vinhos foram diluidos utilizando

baldo volumétrico de 25 mL, utilizando 2,5 mL de vinho e completando o volume do baldo

com agua destilada, a metodologia utilizada foi elaborada por Singleton e Rossi (1965).
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Para esse ensaio foi elaborado uma regressdo linear com a curva padrdo de acido
galico, a qual utilizou as seguintes concentracdes de acido galico 25, 50, 150, 200, 250, 300,
350 mg. L. O coeficiente de linearidade resultante da curva foi de R=0,9969 ¢ a equagio da
reta gerada foi y= 0,001x+0,0762.

A reagdo do reagente de Folin-Ciocalteu com a amostra foi realizada em tubo de
ensaio protegido da luz ao qual foi adicionado 0,1 mL da amostra ou do padrao, 2 mL de
solucdo de Na,COs a 20%, 1,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e o volume foi completado
para 10 mL com 4gua destilada, foi deixado reagir protegido da luminosidade por 30 min.
Logo apds realizou-se as leituras das amostras e da curva padrio em espectrofotometro em A
750 nm.

Os resultados foram calculados seguindo a equagdo da reta, e foram expressos em mg

-1
(acido galico). L .

4.7.7 Determinacio do teor de antocianinas

A andlise de antocianinas foi realizada utilizando o método proposto por Ribéreau-
Gayon e Stonestreet (1965). Essa metodologia baseia-se na modificagdo da estrutura da
antocianina de acordo a exposicao a diferentes valores de pH.

As amostras de vinho foram diluidas utilizando baldo volumétrico de 50 mL ao qual
foi adicionado 10 mL da amostra e o volume do baldo foi completado com agua destilada.

Em um tubo de ensaio de foram adicionados 9 mL de solucao tampao de KCI pH1,0 e
I mL da amostra diluida. A outro tubo de ensaio foram adicionados 9 ml de solucdo tampao
de KCl pH 4,5 e 1 mL da amostra.

Logo apds foram realizadas leituras nas duas faixas de pH em espectrofotometro
utilizando os A 520nm e A 720nm. O célculo da absorbancia final foi efetuado utilizando a
seguinte formula:

(A520nm'A720mn) pH4,5-( A520nm-A7zomn) pH4,5

Os resultados foram expressos em Mg (maividina3-slicosiden) L calculados utilizando a
g )

formula:

AxPMxFDx 100
€

onde:
A= calculo das absorbancias da amostra
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PM= peso molecular da malvidina-3-glicosideo (PM= 529)
FD= Fator de diluigdo
&= absortividade molar da malvidina-3-glicosideo (e=28000)

4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE METOXIPIRAZINAS

As andlises para quantificacdo de metoxipirazinas foram realizadas por HS-SPME-
CGMS no Laboratério Multiusuario de Andlise Instrumental (LAMAI) da Universidade

Federal e Santa Catarina, Campus de Curitibanos.

4.4.1 Extracao das amostras por HS/SPME

Para a determinacdo do teor de metoxipirazinas nos vinhos elaborados por
fermentagdo espontanea e com fermento comercial foram utilizados os padroes EMP (2-etil-
5(6) -metoxipirazina > 98%, Sigma-aldrich), IPMP (2-Isopropil-3-metoxipirazina >97%,
Sigma-aldrich), SBMP (2- sec-butil-3-metoxi-pirazina >99%, Sigma-aldrich) e IBMP (2-
Isobutil-3-metoxi-pirazina >99%, Sigma-aldrich) e o padrdo interno PI (Pirazina > 99%
Sigma-aldrich).

Os analitos do vinho foram extraidos utilizando HS/SPME (Headspace Solid Phase
Microextraction) de acordo com metodologia descrita por Tavares, (2020). Foi utilizada fibra
com revestimento DVB/Carboxen/PDMS (SUPELCO analytical), frascos ambar de 15 mL
com tampa rosqueavel, e sistema de banho termostatizado para controle de temperatura da
extracdo. Para a extracdo, foram utilizados 5,68 mL de 4gua ultrapura, 1,8 mL do vinho a ser
analisado, 2,25 g de NaCl (cloreto de Sodio) e 20uL do padrio interno (100 ng. mL™). A
mistura foi mantida sob agitacao a temperatura a 35°C por 5 minutos para equilibrio, seguida
de exposicao da fibra por 30 minutos a 35°C (Tavares, 2020).

Ap0s extragdo, a fibra foi transferida e inserida manualmente no injetor do CG/MS a
temperatura de 240°C para dessor¢ao térmica dos analitos durante 5 min, a fibra foi retirada

do injetor do CG, para a utilizagdo na amostra seguinte.

4.4.2 Condicoes Cromatograficas

As andlises quantitativas foram realizadas em cromatografo gasoso (Agilent, modelo

7890A) acoplado a espectrometro de massas (Agilent MS 5975C) utilizando metodologia
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descrita por Fontana, Botini (2016). A separagdo cromatografica foi realizada em coluna
Agilent HP-5ms (5% fenil-polidimetilsiloxano; 30 m x 250 pm x 0,25 pm). O programa de
temperatura utilizado foi de 60°C, com rampa de 5°C.min" a 110°C com reteng¢@o de 1 min,
aumentando de 20°C. min' até atingir 130°C, na etapa final a temperatura aumentou
40°C.min™" até atingir a temperatura de 200°C durante 3 min. A temperatura do injetor foi
fixada em 240°C, e as inje¢des foram realizadas no modo splitless.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagao por impacto de elétrons
a 70 eV, e as temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de ions foram mantidas a 300 e
200°C, respectivamente. Os componentes foram quantificados no modo SIM, com selecao
dos ions 81,123,124,138 ¢ 152 m/z para Pirazina, EMP, IPMP, SBMP e IBMP.

Para quantificacdo das metoxipirazinas foram utilizadas solugdes em etanol nas
concentragdes 2000ng.L™", 1000 ng. L™, 500 ng. L', 250 ng. L™, 125 ng. L, 62,5 ng. L™, 31,2
ng. L' e 15,62 ng. L. Para o padrio interno Pirazina foi utilizada a concentra¢do de 1000 ng.
L'. As equacdes da reta geradas a partir da relacdo linear entre a 4rea normalizada (area do
padrdo/ (4rea P1/10)) dos picos e a concentragdo foram para EMP y = 0,3557x + 0,0221 (R?
0,9995), IPMP y = 1,1322x - 0,0295 (R* 0,9994), SBMP y = 0,7335x - 0,0199 (R* 0,9988) e
IBMP y = 1,8837x - 0,0667 (R* 0,9997).

Os limites de detec¢dao (LOD) foi definido em uma relagao sinal-ruido de 3 com base
no grafico de calibra¢do externa com 7 pontos obtidos utilizando os padrdes correspondentes,
o LOQ foi definido em relagdo ao sinal-ruido de 10 utilizando como base no grafico de
calibra¢do externa. Os limites de detec¢do e quantificagdo obtidos foram EMP 45,18 ng. L' e
135,77 ng. L', IPMP 27,15 ng. L e 81,53 ng. L', SBMP 39,53 ng. L' ¢ 118,71 ng. L' e
IBMP 19,02 ng. L' e 57,14 ng. L, respectivamente. Os resultados obtidos foram analisados
por ANOVA no programa R.
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5. RESULTADOS

5.1 COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS DA FERMENTACAO ESPONTANEA E
UTILIZANDO FERMENTO COMERCIAL DOS MOSTOS PROVENIENTES DE CAMPO
BELO DO SUL-SC E SAO JOAQUIM-SC

O processo de fermentacdo nos tratamentos CBSFE e CBSFC iniciou no dia 01 de
abril de 2020 e finalizou no dia 24 de abril de 2020. A densidade inicial dos mostos dos
vinhos CBSFE e¢ CBSFC foi de 1,0829 g.L"' e a fermenta¢do alcoolica foi finalizada no
tratamento CBSFE ao atingir densidade de 0,9972 g.L"', e no tratamento CBSFC quando a
densidade atingiu 0,9986 g.L"".

Para a fermentagao dos tratamentos SJFE e SJFC o processo iniciou no dia 07 de abril
de 2020 e finalizou no dia 24 de abril de 2020 e a densidade inicial do mosto dos vinhos SJFE
e SJFC foi de 1,1133 gL' e a fermentagdo alcodlica do tratamento SJFE foi finalizada
quando o mosto atingiu 0,9999 g.L"!, e do tratamento SJFC foi finalizada quando o mosto
atingiu 0,9997 g.L"".

Por meio do acompanhamento do decréscimo da densidade durante a fermentagdo
alcoolica foi possivel distinguir 4 fases do processo fermentativo (Figura 3): a fase de
adaptacdo (6 dias), Fase I da fermentacdo (7 dias), a Fase II (6 dias), a Fase III (4 dias) e o
Ponto Final da fermentagio (RIBEREAU-GAYON et al., 2005). Os valores obtidos na
avaliacao da densidade estdo apresentados na Figura 2.

Nos tratamentos CBSFE e CBSFC a fase de adaptagdo estendeu-se por 6 dias sendo
possivel evidenciar diferengas significativas (p<0,05) no decréscimo da densidade entre os
tratamentos. A fase de adaptagdo dos tratamentos SJFE e SJFC teve a duracdo de 6 dias e os
tratamentos apresentaram diferencas significativas entre si no final da fase de adaptacao. Ja na
fase I os valores de densidade ndo diferiram significativamente entre os tratamentos, mas foi
possivel observar que os mostos SJFE e SJFC apresentaram uma queda abrupta da densidade
nessa fase.

Na fase II e III todos os tratamentos diferiram entre si pelo teste de médias de Tukey a
95% de significancia. A densidade no ponto final da fermentacdo ndo diferiu estatisticamente

pelo teste de médias de Tukey.
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Tabela 2: Acompanhamento do Decréscimo da Densidade Durante a Fermentagdo do mosto de Cabernet
Sauvignon nos tratamentos de Fermentacdo Espontanea (FE) e Fermentacdo com Fermento Comercial (FC) .

Fase da Fermentacao Adaptacao Adaptacdo/ FASEI FASEII
Tratamento 01/abr. 03/abr. 07/abr. 13/abr. 15/abr.
CBSFE 1,0829= 11,1030  1,0920® 1,0608®  1,0401%
CBSFC 1,0829* 11,1037  1,0735™ 1,0435®  1,0369*
SJFE 1,1133« 1,0751<¢  1,0301¢
SJFC 1,1133%4 1,0515¢ 11,0295 %
Fase da Fermentacao FASE 11 FASEIIl  FINAL
Tratamento 17/abr.  20/abr. 22/abr. 24/abr.
CBSFE 1,0378® 1,0204*  1,0132* 0,9972%
CBSFC 1,0278® 1,0231™  1,0130®  0,9986"
SJFE 1,0284%  1,0219*  1,0200*  0,9999*
SJFC 1,0237¢¢  1,0206°  1,0126  0,9998%

“Letras iguais tratamentos ndo diferem estatisticamente entre si no teste de médias de Tukey a 95% de
significAncia. ® Letras diferengas significativas entre os tratamentos CBSFE e CBSFC pelo teste de médias de
Tukey a 95% de significancia. * letras diferentes os tratamentos SJFE e SFJC diferem significativamente pelo
teste de médias de Tukey a 95% de significéncia.

A Decresimo da Densidade Durante a Fermentacao dos B Decrescimo da Densidade Durante a Fermentacao dos

Mostos CBSFE e CBSFC Mostos SJFE e SIFC
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Figura 4: Variacdo na densidade durante a fermentagdo alcodlica dos mostos de Cabernet Sauvignon dos
Tratamentos com fermentagdo espontinea (FE) e fermentacdo comercial (FC) a partir de uvas provenientes de A:
Campo Belo do Sul (CBS) e B: S@o Joaquim (SJ) originando os tratamentos CBSFE, CBSFC, SJFE e SJFC.
Fonte: Autora, 2020.

52 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DURANTE A
FERMENTACAO ALCOOLICA

A contagem de coldnias durante a fermentacdo alcoolica foi realizada nas amostras
coletadas nos dias 13, 17, 20 e 24 de abril de 2020 e as médias das contagens observadas em

cada dia amostrado encontra-se resumidas na Figura 6.
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Figura 5: Contagem de Colonias (UFC.mL-1) durante a fermentagdo dos mostos. A: contagem de colonias dos
mostos dos tratamentos CBSFE e CBSFC. B: Contagem de Colonias dos mostos dos tratamentos SJFE e SJFC.
No grafico CBSFE: Campo Belo do Sul Fermentagao Espontanea, CBSFC: Campo Belo do Sul Fermento
Comercial, SJFE: Sdo Joaquim Fermentagdo Espontanea ¢ SJFC: Sdo Joaquim Fermento comercial.

Fonte: Autora, 2021.

Foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos no dia 13 de abril de
2020. Na andlise de varidncia ANOVA (p= 2,16x10®), foi possivel observar diferencas
significativas no teste de Tukey, o tratamento CBSFE apresentou um ntimero mais elevado de
UFC.mL" em relagdo ao tratamento CBSFC, ja o tratamento SJFE apresentou um niimero
maior de UFC.mL" quando comparado ao tratamento SJFC mas essa diferenga ndo foi
significativa.

As avaliacOes realizadas no dia 17 de abril de 2020 demonstraram diferencas
significativas entre os tratamentos. O tratamento CBSFE apresentou um decréscimo
significativo de UFC.mL’ quando comparado ao tratamento CBSFC. O mesmo
comportamento foi observado nos mostos SJFE e SJFC sendo que o mosto de SJFE
apresentou valores significativamente menores de UFC.mL™" em relagdo ao mosto SJFC.

No dia 20 de abril de 2020 as contagens realizadas demostraram diferencas
significativas entre os tratamentos. O tratamento CBSFE apresentou namero de UFC.mL"
significativamente menores que o numero de UFC.mL-1 do tratamento CBSFC, o mesmo
pode ser observado nos tratamentos SJFE e SJFC, onde o tratamento SJFE apresentou
numeros significativamente menores de UFC.mL™" em relagdo ao tratamento SJFC.

Ao final da fermentagdo alcoodlica no dia 24 de abril de 2020 observou-se diferenca
significativa entre os tratamentos. O tratamento CBSFE apresentou maior nimero de
UFC.mL" quando comparado ao tratamento CBSFC, sendo essa diferenca significativa, ja os
tratamentos SJFE e SJFC nao apresentaram diferenca significativa mesmo que o nimero de
UFC.mL" do tratamento SJFE tenha apresentado valores maiores em relagdo ao niimero de

UFC.mL" do tratamento SJFC.
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5.3. CONSUMO DE ACUCARES REDUTORES DURANTE A FERMENTACAO
ALCOOLICA

O consumo de agticares durante a fermentagdo alcoodlica foi realizado nas amostras
coletadas nos dias 13, 17, 20 e 24 de abril de 2020, utilizando a metodologia de quantificagdo
de acticares residuais totais. Os valores médios observados em cada ponto amostrado podem

ser observados na Tabela 4.

A Concentracao de Acticares Residuais durante o processo de B Concentracao de Aciicares Residuais durante o processo de
fermentacao dos mostos CBSFE e CBSFC fermentacao dos mostos SJFE e SJFC
4000 37,19 30.00
35.00 2500 24,00
30.00
2 17,91
20.00
25,00 20.84 14,84
E
20.00 15.00 11,12
15.00 10.00
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Figura 6: Concentragdo de aglicares residuais (g.L™") durante o processo fermentativo. A: Agucares Residuais dos
mostos CBSFE e CBSFC. B: Agucares Residuais dos mostos SJFE e SJFC.
Fonte: Autora, 2021.

O consumo de agucares no dia 13 de abril de 2020 diferiu significativamente entre
todos os tratamentos. Os vinhos elaborados por fermentacdo espontanea CBSFE e SJFE
apresentaram maiores quantidade de aglcares residuais totais quando comparados aos
respectivos tratamentos de fermentacdo com fermento comercia CBSFC e SJFC, isso
evidencia um menor consumo de agucares na fermentacdo espontanea na fase inicial do
processo de fermentacao espontdnea. Nos demais dias amostrados a mesma tendencia foi
observada, onde os vinhos de fermenta¢do espontainea CBSFE e SJFE apresentaram valores
significativamente maiores de agucares residuais em comparagdo aos vinhos elaborados com
fermento comercial CBSFC e SJFC.

Foi observado uma concentracao significativamente maior de agtcares residuais totais
nos vinhos elaborados por fermentacao espontdnea CBSFE e SJFE ao término da fermentacao
alcodlica, em rela¢do aos vinhos com fermento comercial CBSFC e SJFC, essa tendencia foi
observada durante todo o processo fermentativo, demonstrando um consumo de agucares

significativamente inferior na fermentacao espontanea.
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5.4 PRODUCAO DE ALCOOL DURANTE A FERMENTACAO ALCOOLICA

A producdo de alcool durante a fermentacdo alcodlica foi acompanhada por amostras
coletadas nos dias 13, 17,20 e 24 de abril de 2020 e as médias do teor alcodlico observado em

cada ponto amostrado encontram-se representadas na Figura 5.

A Formacao de Etanol durante Fermentacao do Mosto CBSFC e B Formacao de Etanol durante Fermentacao do Mosto SJFC
CBSFE e SJFE

12.00 11,10 155 14,76
10.00

8,00

6,00

CBSFE 55 SIFE
4.00 =2 @ CBSFC — STFC

2.00 2,95 35 5,01

0.00 15

g S & S & S S g
& & & &

& $ S S S S S S
ORISR F o oF & W P
N Y I RO R R I

P
R AN A& A W\ WA
™D P D W BT A Y

& S
& &

L
aF oF oF F F oF W
ST 9 % T o 5

o
Figura 7: Formacao do etanol (%v/v) durante a fermentag@o espontanea e com fermento comercial. A: Formagao
do Etanos nos mostos CBSFC e CBSFE. B: Formacdo do Etanol durante a fermentacdo dos mosotos SJFC e

SJFE.
Fonte: Autora, 2021.

No dia 13 de abril de 2020 a fermentacao alcoolica estava no seu décimo dia ¢ a
producgdo de alcool ja havia iniciado (Figura 8), vinhos CBSFE elaborados por fermentagao
espontanea apresentaram um menor teor alcodlico quando comparado aos vinhos CBSFC
elaborados por fermentacao com fermento comercial, a mesma propensao foi observada nos
vinhos de fermentagdo espontanea SJFE em relac¢do aos vinhos SJFC.

No décimo quarto dia da fermentagdo alcodlica (17de abril de 2020) as médias do teor
alcoolico (Figura 8A)) demostraram que os vinhos elaborados por fermentacdo espontanea
CBSFE apresentaram valores significativamente menores de teor alcodlico do que os valores
observados no vinho produzido com fermento comercial CBSFC. J4, os vinhos elaborados por
fermentagdo espontanea SJFE (Figura 8B) apresentou menores valores de teor alcoolico, mas
esses valores ndo foram significativos quando comparados aos vinhos elaborados com
fermento comercial SJFC diferiu significativamente dos vinhos CBSFE e CBSFC, nao
diferindo significativamente do vinho SJFC.

No dia 20 de abril de 2020 décimo sétimo dia do processo fermentativo os tratamentos
ndo apresentaram diferengas significativas no teor alcoolico entre os vinhos elaborados por
fermentacdo espontinea CBSFE e SJFE em relagdo aos respectivos vinhos elaborados por
fermentagcdo com fermento comercial CBSFC e SJFC. Seguindo a tendencia do décimo quarto

dia os vinhos de fermentacao espontanea apresentaram menores teores alcoolicos.
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No vigésimo primeiro dia da fermentagdo alcoodlica, os resultados quanto a producao
de éalcool diferiram significativamente e os vinhos CBSFE, SJFE e SJFC diferiram
significativamente no teste de Tukey, ndo diferindo do CBSFC para essa caracteristica. Ja o
vinho SJFE diferiu significativamente dos vinhos CBSFE e, nio diferindo do vinho SJFC.

Nos dias 20 de abril a 24 abril de 2020 ocorreu a fase III da fermentacdo onde iniciou
o declinio do crescimento microbiano. O consumo de ag¢licar aumentou assim como o teor
alcoolico nos vinhos elaborados por fermentagdo espontinea e a diminui¢do do niimero de
UFC.mL" quando comparados os tratamentos de fermentagdo espontdnea (CBSFE e SJFE)

com os respectivos tratamentos de fermentagdo com fermento comercial (CBSFC e SJFC).

5.5 ISOLAMENTO DE COLONIAS DURANTE O PROCESSO DE FERMENTACAO
ESPONTANEA E FERMENTACAO UTILIZANDO FERMENTO COMERCIAL

Foram realizados isolamentos de leveduras nas amostras do mosto de Campo Belo do
Sul nos dias 01 de abril de 2020, 13 de abril de 2020, 17 de abril de 2020, 20 de abril de 2020
e 24 abril de 2020, no mosto proveniente das uvas de Sdo Joaquim o isolamento foi realizado
nas amostras dos dias 07 de abril de 2020, 13 de abril de 2020, 17 de abril de 2020, 20 de
abril de 2020 e 24 abril de 2020.
Tabela 3: Morfologia das Coldnias Isoladas durante a fermentagdo alcoodlica de vinhos elaborados por

fermentacdo espontanea e com fermento comercial com uvas provenientes de Campo Belo do Sul-SC e Sdo
Joaquim-SC

Morfologia das Colonias Isoladas

Isolado | Morfologia Etapa do Isolado Morfologia da Etapa do
da Colonia Isolamento Colonia Isolamento
CBSFE Mosto CBSFE Fase Il da
A101 B A207 Fermentagao
CBSFE Mosto CBSFE Fase IT da
A102 A208 Fermentagao
CBSFE Mosto CBSFE Fase Il da
A103 A301 Fermentagao




CBSFE Mosto CBSFE Fase 111 da
A104 A302 Fermentagao
CBSFE Mosto CBSFE Fase 111 da
A105 A303 Fermentagao
CBSFE Fase Il da CBSFE Fase 11 da
A201 Fermentagdo A305 Fermentagdo
CBSFE Fase Il da CBSFE Fase III da
A202 Fermentagdo A306 Fermentagdo
CBSFE Fase II da CBSFEA307 Fase III da
A203 Fermentagdo Fermentagdo
CBSFE Fase Il da CBSFC Fase III da
A204 Fermentagdo A904 Fermentagdo
CBSFE Fase Il da CBSFC Fase III da
A205 Fermentagado A905 Fermentagdo
CBSFE Fase II da CBSFC Fase Il da
A206 Fermentagdo A906 Fermentagdo
CBSFC Fase Il da CBSFC Fase III
A101 Fermentagao A907 Fermentagao
CBSFC Fase Il da SJFE Mosto
A102 Fermentagao Al131
CBSFC Fase Il da SJFE Mosto
A103 Fermentagao A132
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CBSFC Fase II da SIFE Mosto
A104 Fermentagao A133

CBSFC Fase II da SJFE Mosto
A105 Fermentagao Al134

CBSFC Fase III da SIFE Mosto
A901 Fermentagao A135

CBSFC Fase III da SIFE Fase II da
A902 Fermentagdo Al41 Fermentagao

CBSFC Fase III da SIFE Fase II da
A903 Fermentagao Al142 Fermentagao
SJIFEA Fase II da SIFE Fase III da

143 Fermentagao A156 Fermentagao
SJFE Fase 11 da SJFE I % Fase Ill da
Al44 Fermentagao Al157 k } Fermentagao
: \‘.
A N
SJFE Fase Il da SIFE Fase III da
Al51 Fermentagado Al61 Fermentagado
SIFE Fase III da SIFE Fase III da
Al152 Fermentagao Al71 Fermentagao
SJFE Fase III da SIFE Fase III da
Al53 Fermentagdo Al72 Fermentagdo
SIFE ’ Fase 11 da SIFC Fase Il da
Al62 ; SL Fermentagado A191 Fermentagado
SIFE ﬁ Fase 111 da SIFE F Fase Il da
N : . |

Al54 @re ] Fermentagdo A192 ! S Fermentagio
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SIFE Fase I da
Al155 Fermentagéo

CBSFE Campo Belo do Sul Fermentagido Espontanea, CBSFC Campo Belo do Sul Fermento Comercial, SJFE Sao Joaquim
Fermentagdo Espontanea, SJFC Sdo Joaquim Fermentagdo Comercial.

Foram isoladas um total de 44 colonias do mosto proveniente de Campo Belo do Sul,
sendo isoladas 5 colonias do mosto antes de iniciar o processo fermentativo (01/04/2020), 8
colonias da fase II (13/04/2020 a 17/04/2020) da fermentacdo espontdnea (CBSFE) e 6
colonias da fase II da fermentagdo com fermento comercial (CBSFC), 7 colonias foram
isoladas da fase III (20/04/2020 a 24/04/2020) da fermentagdo espontinea (CBSFE) e 6
colonias da fase III da fermentacao com fermento comercial (Tabela 6).

No mosto proveniente de Sdo Joaquim foram isoladas 22 coldnias, destas 5 colonias
foram isoladas do mosto (07/04/2020), 5 colonias da fase II (13/04/2020 a 17/04/2020) da
fermentagdo espontanea (SJFE) e 9 colonias na fase III (20/04/2020 a 24/04/2020) da
fermentacdo espontanea. Da fermentacao utilizando fermento comercial (SJFC) foram
isoladas 3 coldnias da fase II (13/04/2020 a 17/04/2020).

O indice de Jaccart foi utilizado para demonstrar a similaridade entre as coldnias
isoladas na fermentacdo espontinea (CBSFE) e na fermentagdo utilizando fermento
comercial, entre o mosto e as fases II e Il da fermentacdo espontanea e fermentagdo com
fermento comercial (CBSFC). Observou-se 14,82% de similaridade entre as colonias isoladas
do mosto e das fases da fermentacdo. Ao comparar a Fase II da fermentag¢do espontanea e a
Fase II da fermenta¢do com fermento comercial observou-se 66,66% de similaridade e a
mesma similaridade foi observada ao comparar o mosto e as fase III da fermentacao
espontanea e a fase Il da fermenta¢do com fermento comercial.

Ao comparar as coldnias isoladas do mosto e das fases II e III da fermentagdo
espontanea dos vinhos CBSFE, a similaridade entre as coldonias foi de 27,27%. Entre as fases
IT e III da fermentagdo espontanea observou-se 57,14% de similaridade entre as colonias
isoladas. Na fermentacdo com fermento comercial dos vinhos CBSFC a similaridade das
coldnias isoladas do mosto e as fases II e III da fermentacdo foi de 27,27% e entre as fases a
similaridade entre as coldnias isoladas foi de 66,66%.

Entre as colonias isoladas do mosto e as colonias isoladas das fases II e III da
fermentagdo espontdnea dos vinhos SJFE a similaridade foi 10% nas colonias isoladas. Ao
comparar as colonias isoladas do mosto e das fases II e III da fermentagdo com fermento

comercial dos vinhos SJFC observou-se uma similaridade de 14,28%.
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Para o mosto e as fases Il da fermentagdo espontanea (SJFE) e fermentacdo com
fermento comercial (SJFC) nao ocorreu similaridade nas colonias isoladas e quando
comparadas as fases Il da fermentagdo espontanea e fermentacdo com fermento comercial a
similaridade entre as colonias isoladas foi de 16,60%. Entre as colonias isoladas do mosto e
das fases III da fermentagdo espontianea e fermentagdo com fermento comercial ndo ocorreu
similaridades. Nao foi observada similaridades entre as coldnias isoladas do mosto e as fases

da fermentagdo espontanea e fermentacdo com fermento comercial dos vinhos SJFE e SJFC.

5.6 CARACTERISTICAS FiISICO-QUIMICAS DO MOSTO DE CABERNET
SAUVIGNON PROVENIENTES DE CAMPO BELO DO SUL E SAO JOAQUIM.

As uvas provenientes de Campo Belo do Sul foram processadas no dia Olde abril
tendo sido colhidas no dia 27 de marco, 2020e as uvas provenientes de Sao Joaquim foram
processadas no dia 03 de abril, tendo sido colhidas no dia 30 de marco 2020.

O mosto proveniente de Campo Belo do Sul apresentou teor de sdlidos soliveis de
24,5° Brix, acidez total titulavel de 45,76 meq. L™ e pH 3,75. O mosto proveniente de Sdo
Joaquim obteve um teor de solidos soluveis de 25,4°Brix, acidez total titulavel de 68,28 meq.

L' e pH 3,45.

5.7 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO VINHOS CABERNET SAUVIGNON
ELABORADOS POR FERMENTACAO ESPONTANEA E COM FERMENTO
COMERCIAL

5.7.1 Comparacio da Acidez Total Tituldvel, Acidez Volaitil e pH dos Vinhos Elaborados

por Fermentaciao Espontinea e por Fermento Comercial

A acidez total média dos vinhos elaborados por fermentacdo espontanea em Campo
Belo do Sul (CBSFE) foi de 73,53+1,24 meq. L' (Figura 8a), apresentando valores inferiores
(p=0,015) quando comparados aos valores obtidos em vinhos elaborados com fermento

comercial (CBSFC) cujos valores médios foram de 79,03+3,28 meq. L.
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Os vinhos elaborados por fermentagdo espontinea provenientes de uvas de Sao
Joaquim (SJFE) apresentaram valores médios de acidez total titulavel de 108,234+3,28 meq. L°
'n ndo apresentando diferencas significativas para esta caracteristica quando comparados aos
vinhos SJFC (113,80+3,32) (Figura 8b).

Ao comparar a acidez volatil dos vinhos elaborados por fermentagdo espontanea
CBSFE (16,31+0,31 meq. L"), estes apresentaram valores significativamente maiores (Figura
6 c¢) em comparag¢do aos vinhos elaborados com fermento comercial CBSFC (10,52+0,27
meq. L7).

Os vinhos elaborados SJFE obtidos por meio de fermentagdo espontanea (Figura 8d)
apresentaram valores de acidez volatil (9,98+0,39 meq. L) significativamente maiores
quando comparados aos vinhos elaborados utilizando fermento comercial SJFC (8,04+0,27
meq. L.

A fermentagdo espontanea aumentou significativamente os valores de pH dos vinhos
CBSFE (3,94+0,01) quando comparados aos vinhos elaborados por fermentacao utilizando
fermento comercial (3,87+0,01) (Figura 8e).

O mesmo comportamento dos valores de pH foi observado nos vinhos SJFE
(3,38+0,01), quando comparados aos vinhos SJFC (3,35+0,08) (Figura 8f), porém sem

apresentarem diferenca estatistica.
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Acidez Total Titulavel dos Vinhos Produzidos com A Acidez Total Titulavel dos Vinhos Produzidos com B
uvas de Campo Belodo Sul Uvas de Sao Joaquim
90.00 AB 130.00
A 79,03 5
80.00 23,93 T 120,00 NS iR
- 108.23 ]
70,00 110,00 T
60.00 100,00
50.00 90,00
40.00 80.00
30.00 70.00
20.00 60.00
10.00 50.00
CBSFE CBSFC SIFE SIFC
Acidez Volatil dos Vinhos Produzidos com Uvas Cc Acidez Volatil dos Vinhos Produzidos com Uvas D
de Sao Joaquim de Campo Belo do Sul
12.00 18.00 16,30
B 9,98 16.00
’ AB 14,00
8,04 AB
8.00 12,00 10,52
10.00
6.00
8.00
4.00 6.00
4.00
2.00
2.00
0.00 0.00
SJFE SJFC CBSFE CBSFC
. . . E e " + F
Valores de pH dos Vinhos Fabricados com Valores de pH dos Vinhos Produzidos com Uvas
Uvas de Campo Belo do Sul de Sao Joaquim
4,50 4.00
AB NS
4
4,00 33 3,87 3.50 3,38 325
3,50 3,00
3.00 2.50
2,50 2,00
2,00 1.50
CBSFE CBSFC SIFE SIFC

Figura 8: Comparacdo dos Valores de Acidez Total (meq. L"), Acidez Volatil (meq. L") e pH dos Vinhos
Elaborados por Fermentagdo Espontidnea e com Fermento Comercial. 8a) valores de acidez total titulavel dos
vinhos elaborados com uvas de Campo Belo do Sul-SC, 8b) valores de acidez total titulavel dos vinhos
elaborados com uvas de Sao Joaquim-SC. 8c) valores de acidez volatil dos vinhos elaborados com uvas de
Campo Belo do Sul-SC, 8d) Valores de acidez volatil dos vinhos elaborados com uvas de Sdo Joaquim-SC. 8e)
Valores de pH dos vinhos elaborados com uvas de Campo Belo do Sul-SC, 8f) Valores de pH dos vinhos
elaborados com uvas de Sdo Joaquim-SC.

No grafico: CBSFE: Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontdnea. CBSFC: Campo Belo do Sul Fermentagéo
Comercial. AB: diferencga significativa entre os tratamentos. NS: ndo apresenta diferenga significativa.
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5.7.2 Comparacao do Teor Alcodlico, Acuicares Residuais e Extrato Seco Total dos

Vinhos Elaborados por Fermentacio Espontianea e Fermento Comercial

A fermentagdo espontinea resultou em diminuicdo significativa do teor alcodlico
(Figura 9A) nos vinhos CBSFE (14,18%+0,16%(v/v)) em contraste aos valores obtidos nos
vinhos elaborados utilizando fermento comercial CBSFC (17,97%+0,51%(v/v)).

Os vinhos SJFE (16,33%+1,29%(v/v)) apresentaram uma diminui¢do significativa do

teor alcodlico (Figura 9B) em relagdo aos valores obtidos nos vinhos SJFC (18,50%+0,36%
(V/v)).

Teor Alcoolico (m/v) dos Vinhos Produzidos A Teor Alcodlico (m/v) dos Vinhos Produzidos
com Uvas de Campo Belo do SuL com Uvas de Sdo Joaquim
20,00 18,50
20.00 17,97 AB ,
18.00 18.00 1633
16.00
16.00 1 4 18
14.00 14.00
12.00 12,00
10.00 10.00
§.00 8,00
6.00 600
4,00 4.00
2.00 2,00
0.00 0,00
CBSFE CBSFC SIFE SIFC
Agiicares Residuais e Extrato Seco Total dos Vinhos Produzidos Aciicares Residuais e Extrato Seco Total dos Vinhos Produzidos
com Uvas de Campo Belo do Sul com Uvas de Sio Joaquim
30.00 e 30,00 NS
24,89
25.00 22,93 25.00 2234
20,00 20,00
15,00 15.00
NS AB
10.00 10.00
6,43 5,67
0.00 0,00
ART EST
mCBSFE ®CBSFC wSIFE m SJFC

No grafico: CBSFE: Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontanea, CBSFC: Campo Belo do Sul Fermentagdo
Espontanea. SJFE: Sdo Joaquim Fermentacdo Espontanea. SJFC: Sdo Joaquim Fermentacdo Comercial. AB:
diferenca significativa entre os tratamentos. NS: ndo apresenta diferenca significativa.

Os agucares residuais ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 9C) nos vinhos
CBSFE (7, 33g.L'+0, 32g.L") comparados aos vinhos CBSFC (6,97 g.L"' £ 0,15 g.L").
Os vinhos SJFE (6,43 g.L'+0,31 g.L") apresentaram um teor de aglcares residuais

superior ao teor de agtcares residuais dos vinhos SJFC (5,67 g.L™" +0,058 g.L'™") (Figura 9D)
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Uvas de Campo Belo do Sul produziram vinhos CBSFE (22,93 g.L'+0,35 g.L"") com
diminuigdo significativa dos valores de extrato seco total em relagdo aos vinhos CBSFC
(26,51 gL'+ 1,18 g.L'") (Figura 7 C). Com valores médios de 24,34 g.L"'+0,54 g.L"', vinhos
SJFE ndo apresentaram diferengas significativas nos teores de extrato seco total quando

comparado ao vinho SJFC (24,89 g. L' +0,28 g.L"") (Figura 9D).

5.7.3 Comparacio da Tonalidade e indice de Cor dos vinhos elaborados por

Fermentacgao espontinea e Fermento Comercial

Os vinhos CBSFE apresentaram tonalidade média de 8,45+0,02, a qual foi menor do
que as apresentadas por vinhos CBSFC, os quais apresentaram tonalidade média de
9,92+0,27. A diminuicdo da tonalidade na fermentacdo espontinea foi significativa quando
comparada a tonalidade dos vinhos elaborados com fermento comercial (Figura 10A).

A tonalidade média dos vinhos SJFE foi de 6,26 +0,33 e os vinhos SJFC exibiram
valores de tonalidade média de 6,18+0,3, ndo havendo diferenca significativa entre os vinhos
para essas caracteristicas (Figura 10B).

O indice de intensidade de cor dos vinhos CBSFE (13,95+0,71) apresentou valores
significativamente menores em relacdo aos vinhos CBSFC (15,68+0,92) (Figura 10A).

A fermentacdo espontanea influenciou positivamente o indice de intensidade de cor
nos vinhos SJFE (18,89+0,01), apresentando valores significativamente superior aos obtidos

para o indice de cor dos vinhos SJIFC (16,59+0,34) (Figura 10B).

Indice de Tonalidade e Intensidade de Cor dos Vinhos Produzidos A indice de Tonalidade e Intensidade de Cor dos Viinhos B
com Uvas de Campo Belo do Sul Produzidos com Uvas de Sao Joaquim
18 25,00
i AB 15,69
13,95
i 20.00 18,89 AB
16,59
12
AB 9,93 15.00

10 8,45

8

10.00 NS

6 6,26 6,18

4 5.00

2

0 0.00

Tonalidade Intensidade de Cor Tonalidade Intensidade de Cor
N CBSFE ®(CBSFC N SJFE mSJFC

Figura 9: Indices de Tonalidade e Intensidade de Cor dos vinhos elaborados por fermentagio espontanea (FE) e
utilizando fermento comercial (FC) de uvas provenientes de Campo Belo do Sul-SC ¢ Sio Joaquim-SC. Figura
10A: Comparagio dos Indices de Tonalidade e intensidade de cor dos vinhos CBSFE e CBSFC elaborados com
uvas provenientes de Campo Belo do Sul-SC. Figura 10B: Comparagio dos indices de Tonalidade e intensidade
de cor dos vinhos SJFE e SJFC elaborados com uvas provenientes de Sdo Joaquim-SC.



41

No grafico: CBSFE: Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontinea, CBSFC: Campo Belo do Sul Fermentagdo
Espontanea. SJFE: Sdo Joaquim Fermentacdo Espontanea. SJFC: Sdo Joaquim Fermentacdo Comercial. AB:
diferenca significativa entre os tratamentos. NS: ndo apresenta diferenca significativa.

5.7.4 Teor de antocianinas e atividade redutora de vinhos elaborados por fermentacao

espontinea em comparacio a vinhos elaborados com fermento comercial

Os vinhos CBSFE (520,65mgmatviding. L'£5,70 MEmanviging. L) apresentaram uns
valores superiores de antocianinas em relacdo aos vinhos CBSFC (315,78 mgmanidina. L
'$24,58 MEmanvidina)- L) (Figura 11A).

Para os vinhos SJFE (706.27 mgmaniding. L'£12,04 Mgumaviding. L) ndo foram p
observadas diferencas significativas no teor de antocianinas quando comparados aos vinhos

SJFC (649,41 mgmalvidina)- L_1i47,29 Mg (malvidina)- L_]). (Figura 11B).

Teor de Antocianinas nos Vinhos Produzides com A Teor de Antocianinas nos Vinhos Produzidos com B

Uvas de Campo Belo do Sul Uvas de Sao Joaquim
550 520,65 750 T06.37 NS
500 700 64?_’41
450 650

AB
400 600
315,78
350 i 550
300 500
250 450
200 400
150 350
100 300
50 250
CBSFE CBSFC SIFE SIFC

Figura 10: Teores de Antocianinas (Mggmawidng. L % vinhos elaborados por fermentagdo espontdnea (FE) e fermento
comercial. (FC) Figura 11A: Teor de antocianinas dos vinhos CBSFE e CBSFC elaborados com uvas de Campo Belo do
Sul-SC. Figura 11B: Teor de antocianinas dos vinhos SJFE e SJFC elaborados com uvas de Sdo Joaquim.

No Grafico: CBSFE Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontdnea, CBSFC Campo Belo do Sul Fermentagdo Comercial,
SJFE Sao Joaquim Fermentagdo Espontanea, SJFC Sdo Joaquim Fermentacdo Comercial. AB: diferenga significativa entre os
tratamentos. NS: ndo apresenta diferenca significativa.

Os vinhos elaborados CBSFE (1838,87 Mg (icido galico)- L-lﬂ:60,31 mg (icido galico)- Ll)
apresentaram um incremento significativo na atividade redutora (p=2,71x10?) em rela¢do aos

vinhos CBSFC (1697,05 mg (acido galico)- L'1:|:40,36 Mg (acido galico)- Ll) (Figura IZA)
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Vinhos SJFE (1825,23 mg (cido gitico). L'£24,55 Mg (icido gilicoy- L) revelaram uma
diminuicdo significativa da atividade redutora (p=1,55x107) quando comparados ao vinho

SJFC. (Figura 12B).

Comparacao da Atividade Redutora dos vinhos A Comparacao da Atividade Redutora dos vinhos B
Fabricados com uvas de Campo Belo do sul Fabricados com uvas de Sao Joaquim
2100 2500
1.838,87 AB 2.168,87
1900
1.697,05 AB
1700 2000 1.825,23
1500
1300 1500
1100
000 1000
700
500 500
300
100 0
CBSFE CBSFC SIFE SIFC

Figura 11: Comparagdo da Atividade Redutora (mg (cido gilicoyr L'1) dos Vinhos elaborados por fermentagéo
espontanea (FE) e (FC) fermento comercial. Figura 10A: Atividade Redutora dos vinhos CBSFE e CBSFC
elaborados com uvas de Campo Belo do Sul. Figura 10B: Atividade Redutora dos vinhos SJFE e SJFC
produzido com uvas de Sao Joaquim. No Grafico: CBSFE Campo Belo do Sul Fermentagdo Espontdnea, CBSFC
Campo Belo do Sul Fermento Comercial, SJFE Sao Joaquim Fermentacdo espontinea, SJFC Sao Joaquim
Fermentagdo Fermento Comercial. AB: diferenga significativa entre os tratamentos.

5.5 METOXIPIRAZINAS NOS VINHOS ELABORADOS POR FERMENTACAO
ESPONTANEA E COM FERMENTO COMERCIAL COM UVAS DE CAMPO BELO DO
SUL -SC E SAO JOAQUIM-SC

Os vinhos CBSFE apresentaram menores teores médios de EMP (293,88 ng.L'+62,48
ng.L"), IPMP (102,39 ng.L'+10,44 ng.L"), SBMP(289,26 ng.L"'+21,03 ng.L") e IBMP
(160,00 ng.L'+26,57) em relagdo aos vinhos CBSFC, que apresentaram teores médios de
EMP (375,72 ng.L"'+33,87 ng.L"), IPMP (193,22 ng.L'+4,21 ng.L"), SBMP (619,58 ng.L"
'+69,41 ng.L™") e IBMP (287,50 ng.L'+29,58 ng.L'"). Os teores de IPMP (p= 2,11 x 10?),
SBMP (p= 1,34 x 10°) e IBMP (p= 5,41 x 10*) apresentaram teores significativamente
menores nos vinhos CBSFE (Figura 13).
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Teor de Metoxipirazinas de vinhos fabricados com uvas de

Campo Belo do Sul
§00.00
700,00 615,58
600.00
NS
500,00 375.52
40000  293.88
287.50
300,00 AB
193.22
200.00 AB 160 00
107 39

100.00

0,00

EMP IPMP SBMP IBMP

B CBSFE HCBSFC

Figura 12: Teor de Metoxipirazinas dos vinhos elaborados por fermentagdo espontanea e fermento comercial de uvas
provenientes de Campo Belo do Sul-SC.

No grafico: CBSFE Campo Belo do Sul fermentacao espontdnea, CBSFC Campo Belo do Sul fermentacdo com
fermento comercial, EMP (2-etil-5(6) -metoxipirazina), IPMP (2-Isopropil-3-metoxipirazina), SBMP (2- sec-
butil-3-metoxi-pirazina) e IBMP (2-Isobutil-3-metoxi-pirazina). NS ndo significativo, AB apresenta diferenca
significativa.

Os vinhos SJFE apresentaram menores teores médios de EMP ( 331,34 ng.L ™'+ 4,31
ng.L"), IPMP (361,85 ng.L'+ 28,46 ng.L™"), SBMP(681,55 ng.L'+ 79,46 ng.L") ¢ IBMP
(164,96 ng.L '+ 28,40 ng.L™") em relagdo aos vinhos CBSFC, que apresentaram teores médios
de EMP ( 354,72 ng.L'+ 9,76 ng.L"), IPMP (408,87 ng.L'+ 11,00 ng.L"), SBMP (790,62
ng.L'+ 74,43 ng.L") e IBMP (329,33 ng.L'+28,08 ng.L™").0O os teores de IPMP (p= 5,41 x
10-2) ¢ IBMP (p= 1,99 x 107) apresentaram teores significativamente menores nos vinhos

SJFE (Figura 14).

Teor de Metoxipirazinas dos Vinhos Fabricados com uvas de Sdo

Joaquim
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150:00 331, 343‘54 72 361.85 320.33
300,00 164.96
200,00

100.00

0.00
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Figura /3: Teor de Metoxipirazinas dos vinhos elaborados por fermentagdo espontdnea e com fermento
comercial de uvas provenientes de Sdo Joaquim-SC.

No grafico: SJFE Sao Joaquim fermentagdo espontinea, SJFC Sdo Joaquim fermentacdo com fermento
comercial, EMP (2-etil-5(6) -metoxipirazina), IPMP (2-Isopropil-3-metoxipirazina), SBMP (2- sec-butil-3-
metoxi-pirazina) e IBMP (2-Isobutil-3-metoxi-pirazina). NS ndo significativo, AB apresenta diferenca
significativa.
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6. DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DA FERMENTACAO ESPONTANEA E
UTILIZANDO FERMENTO COMERCIAL DOS MOSTOS PROVENIENTES DE CAMPO
BELO DO SUL E SAO JOAQUIM

A fermentacgdo alcodlica do mosto de Campo Belo do Sul, tanto para o tratamento de
fermentagdo espontanea (CBSFE) quanto para o tratamento de fermentacdo utilizando
fermento comercial (CBSFC) apresentou um periodo de adaptacao de 6 dias. O atraso no
inicio do processo fermentativo pode ser ocasionado pelos fatores temperatura inicial do
mosto, composi¢do do mosto ¢ o numero de UFC.mL-1 presente no mosto (RIBEREAU-
GAYON et al, 2006).

Vinhos CBSFE e SJFE apresentaram um declinio mais lento da densidade em
comparagdo aos vinhos elaborados utilizando fermento comercial (Tabela 1). Segundo
Sgouros et al. (2018), as leveduras do tipo ndo Saccharomyces apresentam uma menor
capacidade de converter o nitrogénio em biomassa, utilizando os compostos de carbono no
metabolismo respiratorio em detrimento ao metabolismo fermentativo, diminuindo assim o

contetido de etanol nos vinhos elaborados (FLEET 2003;SUAREZ-LEPE; MORATA 2012).

6.2 COMPARACAO DA CINETICA DA FERMENTACAO ESPONTANEA E
FERMENTACAO COM FERMENTO COMERCIAL

Nos dias 13 de abril de 2020 ao dia 17 de abril de 2020 ocorreu a fase II da
fermentacdo e essa fase € caracterizada por um aumento no numero de UFC.mL-1 e
consequentemente um maior consumo de agtcar e o inicio do aumento crescente na producao
do élcool. A fermentagdo alcodlica apresentou um maior nimero de UFC.mL™, mas o
consumo de agtcar ¢ o aumento do teor alcodlico foram menores em relagdo ao consumo de
acucar da fermentagdo com fermento comercial. Na fase II da fermenta¢dao ocorre o aumento
populacional e o inicio da producdo de etanol a partir do consumo de glicose e essa fase
inicia-se a partir do quinto dia do processo fermentativo (RIBEREAU-GAYON et al., 2005).

O processo de fermentacdo espontdnea apresentou um menor consumo de agucar na

fase III, resultando em menor producao de etanol. Para os parametros consumo de agucar e
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teor alcodlico as diferencas seguiram significativas até o término da fermentac¢do e assim os
vinhos elaborados por fermentacdo espontanea apresentaram menor teor alcoodlico e maior
contetido de acucares residuais em comparacdo aos vinhos elaborados por fermentacdo com
fermento comercial. Na fase III da fermentacdo ocorre uma diminuicdo do numero de
UFC.mL", o agucar é consumido na biossintese do etanol e nessa etapa os metabolitos
primarios e secunddrios da fermentacao alcodlica exercem um efeito antagdnico sobre o
crescimento microbiano, levando ao declinio do nimero de UFC.mL-1 (ANDORRA et al.
2008 e LONVAUD et al. 2018).

A origem da uva influenciou as caracteristicas da fermentacdo, uma vez que os
parametros avaliados demonstraram que fermentacdo das uvas provenientes de Campo Belo
do Sul apresentou maior nimero de UFC.mL-1, menor consumo de agtlicar e teor alcodlico
inferior ao processo fermentativo das uvas de Sdo Joaquim.

A fermentagdo espontanea influenciou nos parametros avaliados para a cinética da
fermentagdo, apresentando um maior nimero de UFC.mL", maior teor de agucares residuais e

menor teor alcoolico.

6.3 DIVERSIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS DO MOSTO DA FERMENTACAO
ESPONTANEA DE UVAS PROVENIENTES DE CAMPO BELO DO SUL E SAO
JOAQUIM

As colonias isoladas do mosto da fermentagdo espontanea e do mosto da fermentacdo
com fermento comercial das uvas de Campo Belo do Sul sdo diferentes e apresentaram
similaridade baixa, indicando que ndo sdo as mesmas colonias responsaveis pelo processo
fermentativo. A similaridade de 27,27% entre as colonias isoladas do mosto e das fases II e
IIl da fermentagdo espontinea indicam que nao ha dominancia durante o processo
fermentativo, e cada fase apresenta grupos especificos de leveduras atuantes. Comparando a
fermenta¢do com fermento comercial € perceptivel uma maior similaridade entre as fases da
fermentagdo, indicando que existe um grupo de microrganismos que atua em ambas as fases
da fermentacao.

Sgouros et al. (2018) destaca que leveduras do tipo ndo-Saccharomyces iniciam o
processo fermentativo, mas por ndo possuirem meios de sobreviver ao antagonismo
microbiano ou por ndo tolerarem altas concentracdes de etanol ndo sdo detectaveis na fase

final da fermentacao alcoolica.
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As coldnias isoladas do mosto e das fases II e III da fermentacdo espontinea e da
fermentacdo com fermento comercial ndo apresentaram similaridade, demonstrando que as
colonias que participam do processo fermentativo nos dois processos sdo distintas. Na
fermentagdo espontinea a baixa similaridade entre o mosto e as fases Il e III da fermentacao
das uvas provenientes de S3ao Joaquim demonstra que a fermentacdo nao acontece com a
dominancia de um tnico tipo de colonia e o mesmo foi observado para a fermentagdo com
fermento comercial.

Algumas espécies de leveduras niao Saccharomyces desempenham um papel
importante na formagdo de metabolitos nos estagios finais da fermentagdo. Leveduras tais
como C. zemplina e Z. baili, apresentam capacidade de manter populacdes vidveis e até
mesmo serem isoladas dos estdgios finais da fermentacdo, aumentando a diversidade da
fermentag@o espontanea e diminuindo a dominancia da levedura S. cerevisiae ao comparar a

fermentagdo com fermento comercial (TORIJA et al 2001; Ciani; Comitini 2018; ).

6.4 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS MOSTOS E VINHOS CABERNET
SAUVIGNON PROVENIENTES DE CAMPO BELO DO SUL E SAO JOAQUIM

Os vinhos elaborados por fermentagdo espontinea e utilizando fermento comercial
(NOS DOIS LOCAIS??) atendem aos parametros exigidos pela legislagdo para os atributos
acidez total (min.40 meq. L'- Max.130 meq. L-1), acidez volatil (méax. 20 meq. L™) e extrato
seco (min. 21g.L™"). O teor alcodlico dos vinhos elaborados utilizando fermento comercial ndo
atenderam a legislacdo, uma vez que para os vinhos nobres a graduagdo alcoodlica deve estar
entre 14,1 e 16 % v/v. Quanto ao teor de agucares residuais os vinhos elaborados enquadram-
se na categoria Demi-sec (BRASIL, 2018).

Os valores de acidez total titulavel e pH nos vinhos CBSFE (73,53 meq. L™, pH 3,94)
e SJFE (108,23 meq. L', pH 3,89) quando comparados aos vinhos CBSFC (79,03 meq. L™ e
pH 3,91) e SJFC (113,8 meq. L', pH 3,87) foram menores para a acidez total titulavel e
maiores para o pH e a fermentacdo espontdnea apresentou valores mais baixos de acidez total
e maiores valores de pH. Por sua vez para os vinhos SJFE e SJFC nao foram evidenciadas
diferencgas significativas de acidez total e pH.

A fermentacdo espontanea influenciou o conteudo de &cidos presentes na matriz do
vinho originado de uvas de Campo Belo do Sul. Por sua vez para os vinhos elaborados com

uvas de Sao Joaquim o efeito do ferroir sobre a composicdo da matriz dcida dos vinhos
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elaborados foi predominante em relacdo a fermentacdo espontanea. Segundo Vieira et al.
(2013) no Planalto Catarinense de Santa Catarina fatores tais como tipo de solo e precipitagao
influenciam os valores de acidez total titulavel e pH das uvas Cabernet Sauvignon e
consequentemente dos vinhos elaborados.

Os vinhos CBSFE e SJFE apresentaram acidez volatil mais alta comparativamente aos
vinhos CBSFC e SJFC. Zhao et al. (2021) ao estudarem vinhos Cabernet Sauvignon
elaborados por fermentacdo espontanea, demonstraram que esses vinhos apresentavam um
incremento da acidez volatil, e atribuiram o fato a presenca de leveduras do tipo ndo
Saccharomyces.

Os vinhos SJFE apresentaram diferenca significativa no conteido de agucares
redutores quando comparado aos vinhos SJFC. Os aglicares redutores sdo os principais
responsaveis pela biossintese do etanol e o contetido final dos agucares redutores pode ser
influenciado pela presenga de diferentes espécies de leveduras durante o processo
fermentativo (Lonvaud et al. 2018; Aplin et al. 2019).

Os vinhos CBSFE e SJFE apresentaram uma diminui¢do significativa do teor
alcodlico comparativamente aos vinhos CBSFC. Em estudos realizados por Gonzalez et al.
(2013); Liang et al. (2013), Zhao et al. (2021) os vinhos elaborados por fermentacdo
espontanea ou utilizando leveduras autoctones isoladas, o teor alcoolico foi menor em relagao
aos vinhos elaborados por fermento comercial.

Maiores teores de antocianinas, compostos fenolicos e extrato seco total foram
observados no vinho CBSFE comparativamente aos vinhos CBSFC e essa diferenga nio foi
observada quando comparada com os vinhos SJFE e SJFC.

Ao estudar o efeito da fermentagdo espontanea de vinhos Cabernet Sauvignon jovens
Sharma et al. (2012) observaram um incremento no teor de polifendis em vinhos elaborados
com leveduras autoctones isoladas. Sorrentino et al. (2012) avaliou o efeito de leveduras
autdctones sobre o conteudo de polifendis e antocianinas e observaram um aumento no
contetido desses compostos no vinho produzido por leveduras autoctones.

O indice de tonalidade e de intensidade de cor foram menores nos vinhos CBSFE e
maiores nos vinhos SJFE. A fermentacdo espontanea causou um aumento desses indices uma
vez que a cor dos vinhos ¢ avaliada quanto a sua luminosidade e a combinacao das cores
vermelho, amarelo e azul. As antocianinas sdo os principais componentes responsaveis pela
coloragdao do vinho tinto e durante o processo de fermentagdo ocorrem reagdes entre as
antocianinas e alguns metabolitos secundarios de leveduras, o que pode influenciar na cor dos

vinhos (HAYASAKA et al. 2007)
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Maiores teores de antocianinas, compostos fendlicos e extrato seco total foram
observados nos vinhos CBSFE sendo essas diferengas significativas quando comparado aos
vinhos CBSFC. Essa diferenca ndo foi observada quando comparado com os vinhos SJFE e
SJFC.

Ao estudar o efeito da fermentagdo espontanea de vinhos Cabernet Sauvignon, Sharma
et al. (2012) observaram um incremento nos teores de polifendis em vinhos elaborados com
leveduras autoctones isoladas. Avaliando o efeito de leveduras autdctones sobre o contetido
de polifendis e antocianinas, Sorrentino et al. (2012) observaram um aumento no contetido

desses compostos no vinho produzido por leveduras autdctones.

6.5 TEORES DE METOXIPIRAZINAS NOS VINHOS ELABORADOS POR
FERMENTACAO ESPONTANEA E COM FERMENTO COMERCIAL COM UVAS DE
CAMPO BELO DO SUL -SC E SAO JOAQUIM-SC

A fermentagdo espontanea provocou a diminui¢do do contetido de metoxipirazinas nos
vinhos provindos de uvas de Campo Belo do Sul, reduzindo significativamente a
concentracao de IPMP, SBMP e IBMP comparativamente aos vinhos CBSFC. Uma redugado
também foi observada para o teor de EMP nos vinhos de fermentagdo espontanea CBSFC,
mas nao foi significativa em relacdo aos vinhos com fermentacdo comercial CBSFC.

Nos vinhos provenientes de uvas de Sdo Joaquim a fermentagdo espontidnea diminuiu
os teores de IPMP e IBMP em relacao aos vinhos elaborados com fermento comercial e, a
concentracdo de EMP e SBMP também sofreram diminuicdo durante a fermentacao
espontanea SJFE, mas essa redu¢do da concentragcdo ndo foi significativa em relagdo ao vinho
com fermento comercial SJFC.

Ao avaliar vinhos Cabernet Sauvignon elaborados em Sao Joaquim, Tavares (2020)
observou teores de IBMP de 323 ng. L"'+57 ng. L', valores esses superiores ao observados no
presente trabalho tanto nos vinhos de fermentacdo espontinea quanto nos vinhos com
fermento comercial. Falcao (2008), ao avaliar vinhos Cabernet Sauvignon de Sdo Joaquim
obteve teores de 400 ng. L' de IBMP, valores superiores aos obtidos no presente estudo.

Os teores de IPMP observados por Tavares (2020) e Falcdao (2008) ficaram abaixo do
limite de detec¢do dos métodos empregados e no presente trabalho foi possivel observar que
vinhos de fermentagdo espontanea apresentam teores significativamente menores de IPMP em

relacdao aos vinhos com fermento comercial.
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Os teores de SBMP ¢ EMP, também foram avaliados por Tavares (2020) os quais ndo
foram detectados por estarem abaixo do limite de deteccdo do método utilizado. No presente
trabalho foi possivel determinar valores significativamente menores de SBMP em vinhos
CBSFE relativamente aos vinhos CBSFC. Os vinhos SJFE apesar de apresentarem menores
teores de SBMP a diferencga ndo foi significativa em relagdo aos vinhos SJFC. Os teores de
EMP nao diferiram significativamente entre os vinhos CBSFE e SJFE e os vinhos CBSFC e
SJFC.

Todos os vinhos avaliados apresentaram valores de IPMP, IBMP e SBMP superiores
aos valores de percepcdo olfativa caracterizando a presenga desses compostos como off-
flavors. Os valores de EMP observados no presente trabalho estdo abaixo do valor de
percepcao olfativa da molécula.

Um dos fatores que podem estar relacionados aos altos teores de metoxipirazinas nos
vinhos avaliados ¢ a altitude. Um estudo de quantificagdo de metoxipirazinas demonstrou que
vinhos elaborados em regides de altitude elevada apresentam teores mais elevados de

metoxipirazinas quando comparados a vinhos elaborados em regides de baixa altitude

(Falcao, 2008)
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7. CONCLUSAO

No processo fermentativo a fermentacdo espontanea apresentou um declinio mais
lento da densidade do mosto, a partir da fase II da fermenta¢do o declinio da densidade ¢é
diferente em relagdo a fermentacdo comercial. Esses resultados demonstram que o processo
ocorre de maneira mais lenta na fermentacdo espontanea, até a sua estabilizacao na fase I1I do
processo fermentativo.

A cinética da fermentagdo alcodlica dos vinhos sofreu influéncia do processo de
fermentacdo e a fermentacdo espontinea apresentou maior nimero de UFC.mL-1 e consumo
mais lento de agucares e menor teor alcoolico durante o processo fermentativo
comparativamente a fermentacdo com fermento comercial.

O processo de fermentacao espontanea das uvas de Campo Belo do Sul mostrou maior
similaridade entre as colOnias isoladas entre o mosto e as fases II ¢ III da fermentacao,
demonstrando uma menor diversidade microbiana dessas uvas. A similaridade entre as
colonias isoladas da fermentacdo espontinea e da fermentacdo comercial foi baixa sendo
possivel concluir que ndo existe similaridade entre a microbiota da fermentagdo espontinea e
da fermentagdo com fermento comercial para a fermenta¢ao conduzida com uvas de Campo
Belo do Sul.

Na fermentagdo espontanea das uvas de Sdo Joaquim ndo ocorreu similaridade entre as
colonias isoladas da fermentacdo espontanea e da fermentacdo com fermento comercial e o
mesmo foi observado para as fases da fermentacdo demonstrando que ocorreu a sucessao
microbiana tanto na fermentacdo espontanea quanto na fermentagdo com fermento comercial.

A fermentacdo espontdnea nos vinhos originados de uvas de Campo Belo do Sul
apresentou as caracteristicas de acidez, teor alcodlico, extrato seco total, indice de cor e indice
de tonalidade com valores menores do que aquelas obtidas no vinho obtido com fermento
comercial CBSFC. Por sua vez os teores de acidez volatil, pH, antocianinas e polifendis
mostraram-se mais elevados em resposta a fermentacao natural, ndo apresentando diferencas
no que tange ao agucar residual em relagdo aos vinhos de fermentagdo comercial,

No vinho SJFE a fermentagdo espontanea produziu vinhos com maiores teores de
acidez volatil, acucares residuais e indice de cor, e menor teor alcodlico e polifendis em
relacdo ao vinho de fermenta¢do com fermento comercial. A acidez total, o pH, os agucares
residuais, a tonalidade e o conteudo de antocianinas ndo apresentaram diferencas entre os dois

sistemas de fermentacao.
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A fermentacdo espontinea influencia o processo fermentativo desde o inicio da
fermentacdo e afeta as caracteristicas enologicas dos vinhos elaborados. Nos vinhos de
Campo Belo do Sul a fermentagdo espontdnea aumentou o conteudo de polifenodis e
antocianinas e diminuiu o teor alcoodlico. Ja nos vinhos de Sdo Joaquim a fermentacdo
espontanea aumentou no conteido de polifendis e de reduziu o teor alcodlico. O teor de
metoxipirazinas € influenciado pela fermentagdo espontanea reduzindo os teores desses
compostos considerados “off-flavors” nos vinhos.

Assim, conclui-se que a fermentagdo espontanea se configura como uma alternativa
vidvel para evidenciar as caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos avaliadas no presente
trabalho, e apresenta potencial para a diminui¢do do teor de metoxipirazinas de vinhos de

Altitude.

ACRESCENTAR O ITEM CONSIDERACOES FINAIS
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