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APRESENTACAO

O livro “Vitivinicultura: Cultivo da Uva e Produgédo de Vinhos” € uma obra que
tem como foco principal a discusséo cientifica por intermédio de trabalhos diversos, que
compdem seus capitulos nos varios caminhos do manejo da Uva e da elaboragédo do
Vinho. Nesta oportunidade, esta sendo disponibilizado o presente livro para a comunidade
técnico-cientifico e para a comunidade em geral, como mais uma contribuicédo da Ciéncia
Brasileira ao Mundo do Vinho.

Num planeta, onde os efeitos das Mudangas Climaticas estdo sendo sentidos ao
redor do planeta e de todas as regides produtoras de Uva, a pesquisa sobre o manejo do
dossel vegetativo da Videira € fundamental. O Vinho é obtido da fermentagdo do mosto
pela acdo de leveduras, e este mosto contido nas bagas nada mais é do que agucares
fabricados pela Videira, a partir da transformagéo de energia luminosa em energia quimica,
num processo fisiolégico essencial para o nosso planeta, a Fotossintese. Desta forma,
pode se dizer que, em suma, a produgdo do Vinho tem como ponto de partida o Sol.

Atematica, do manejo de dossel vegetativo, € abordada no Capitulo 1, apresentando
resultados de pesquisa numa regido que no ano de 2020 obteve a Indicagdo Geografica
(IG), na modalidade de Indicagéo de Procedéncia (IP), regido denominada de Campanha
Gaucha, localizada, em grande parte, na metade sul do Rio Grande do Sul (RS).

No Capitulo 2, se traz indicativos que a selegdo e melhoramento de leveduras com
baixa capacidade de adsor¢do de antocianinas poderia ser uma ferramenta interessante
para aumentar a coloragdo dos Vinhos Tintos.

No Capitulo 3, um trabalho com levedura do género Issatchenkia, trouxe resultados
promissores desta levedura para reduzir a acidez malica em fermentagdes de Vinho.

No ultimo Capitulo, sdo apresentados achados cientificos interessantes sobre
leveduras nao convencionais, em Vinhos elaborados com uma cultivar brasileira de uva, a
BRS Lorena.

Finalmente, se quer ressaltar a importdncia dos Institutos Federais e das
Universidades, sejam estas publicas ou privadas, na geragdo de conhecimento no
Brasil, como fica demostrado nos trabalhos cientificos aqui descritos, desenvolvidos pela
Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA)/Campus Dom Pedrito/Curso de Bacharelado
em Enologia; Universidade Federal de Pelotas (UFPel); Universidade de Caxias do Sul
(UCS) e; pelo Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul
(IFRS).

Juan Saavedra del Aguila
Lilia Sichmann Heiffig del Aguila
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CAPITULO 1
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RESUMO: O manejo do dossel vegetativo da
videira pode alterar a produtividade e a qualidade
da uva e do vinho. Uma das praticas mais
importantes desse manejo é a definicao da altura
do dossel vegetativo. Por isso, testaram-se, na
safra 2016/17, as seguintes alturas de desponte:
60 cm (T1), 80 cm (T2), 100 cm (T3) e 120 cm
(T4). Como variaveis respostas, avaliaram-se o
peso médio dos cachos (g), a produtividade por
planta (kg), a produtividade estimada por hectare
(t.ha"), a composicao fisico-quimica do mosto e
do vinho. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), e quando
significativa, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o
programa Assistat 7.7. Desse estudo, se verificou
que as principais variaveis agronémicas (peso
médio dos cachos, produtividade por planta
e por area) nao foram afetadas pela altura do
dossel vegetativo, nas duas safras avaliadas. No
entanto, a composigéo fisico-quimica do mosto e
do vinho foram afetadas. Amanutencéo de dossel
com 120 cm de altura foi o que mais agregou
qualidade ao mosto e ao vinho, especialmente

Capitulo 1


https://orcid.org/0000-0002-6989-0799

por ter acumulado maiores teores solidos solUveis e agUcares redutores no mosto, e gerando
vinhos com maiores valores de teor alcodlico, antocianinas totais, indice de polifendis totais
(IPT), intensidade de cor e menor tonalidade. O perfil qualitativo das principais antocianinas
do vinho ‘Cabernet Sauvignon’ foi afetado pela altura do dossel vegetativo.
PALAVRAS-CHAVE: Vitis vinifera L., enologia, vitivinicultura, Campanha Gaucha.

VEGETATIVE CANOPY MANAGEMENT ON YIELD AND QUALITY OF GRAPE
AND ‘CABERNET SAUVIGNON’ WINE FROM THE MUNICIPALITY OF DOM
PEDRITO-RS

ABSTRACT: The management of the vegetative canopy of the vine can alter the productivity and
the quality of the grape and the wine. One of the most important practices of this management
is the definition of vegetative canopy height. Therefore, the following heights of emergence
were tested: 60 cm (T1), 80 cm (T2), 100 cm (T3) and 120 cm (T4) in season 2016/17. As
response variables, the average weight of the bunches (g), the productivity per plant (kg), the
estimated productivity per hectare (t.ha-1), and the physicochemical composition of the must
and the wine were evaluated. The data were submitted to analysis of variance (ANOVA),
and when significant, the averages were compared by the Tukey test at 5% probability, using
the program Assistat 7.7. From this study, it was verified that the main agronomic variables
(average weight of bunches, yield per plant and area) were not affected by the height of the
vegetative canopy, in the two harvests evaluated. However, the physico-chemical composition
of the must and wine were affected. The maintenance of a canopy with 120 cm of height was
the one that added more quality to the must to the wine, especially for having accumulated
higher solid soluble soluble sugars content in the must, and generating wines with higher
values of alcoholic content, total anthocyanins, IPT, color and less tonality. The qualitative
profile of the main anthocyanins of the ‘Cabernet Sauvignon’ wine was affected by the height
of the vegetative canopy.

KEYWORDS: Vitis vinifera L., oenology, viticulture, Campanha Gaucha region.

11 INTRODUCAO

A regido da Campanha, localizada no sul do Brasil, na fronteira com o Uruguai,
ja esta consolidada como polo vitivinicola, responsavel por aproximadamente 25% da
producao de uvas V. vinifera L. (DEBON, 2016). Nessa regiéo, o clima é classificado como
subtropical umido, tipo Cfa, segundo classificagdo de Kdeppen (MORENO, 1961). O solo
do local pertence a unidade de mapeamento Bexigoso, classificando-se como Luvissolo
Haplico Ortico Tipico (STRECK et al., 2002). As uvas produzidas nessa regido ja sdo
reconhecidas pelo potencial de producédo de vinhos de alta qualidade, no que concerne
a quantidade de alcool, polifendis totais e compostos aromaticos, tanto em processos de
obtencé@o de vinhos jovens, como naquele de produgcédo de vinhos para envelhecimento
prolongado (POTTER, 2010; ZOCCHE, 2017).

No ano de 2020, a Campanha Gaucha, recebeu a Indicagdo Geogréafica (IG), na
modalidade de Indica¢do de Procedéncia (IP) (EMBRAPA, 2022).
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As Indicagbes Geograficas identificam vinhos originarios de uma area geografica
delimitada quando determinada qualidade, reputagcdo ou outra caracteristica séo
essencialmente atribuidas a essa origem geografica (EMBRAPA, 2022).

A Indicacdo de Procedéncia da campanha compreende uma &rea geogréfica que
totaliza 44.365 km?, abrange, em todo ou em parte, 14 municipios da regido: Acegua,
Alegrete, Bagé, Barra do Quarai, Candiota, Dom Pedrito, Hulha Negra, Itaqui, Lavras do
Sul, Magambara, Quarai, Rosario do Sul, Santana do Livramento e Uruguaiana. Para
a elaboragdo dos vinhos, 100% das uvas devem ser produzidas na é&rea delimitada
(EMBRAPA, 2022).

Para a elaboragéo dos vinhos, sdo autorizadas 36 cultivares de videira produzidas
na regido, todas do género Vitis vinifera, sendo algumas destas ‘Alvarinho’, ‘Ancellota’,
‘Cabernet Franc’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Chardonnay’, ‘Chennin Blanc’, ‘Gewurztraminer’,
‘Malbec’, ‘Marselan’, ‘Merlot’, ‘Petit Verdot’, ‘Pinot Grigio’, ‘Pinot Noir’, ‘Riesling ltalico’,
‘Riesling’, ‘Renano’, ‘Ruby Cabernet’, ‘Sauvignon Blanc’, ‘Syrah’, ‘Tannat’, “Tempranillo’,
‘“Touriga Nacional’ e ‘Trebbiano’ (EMBRAPA, 2022).

E liberada a produgédo de vinhos finos tranquilos brancos, rosados e tintos e os
espumantes naturais, sendo os varietais com no minimo 85% da variedade indicada no
vinho varietal (EMBRAPA, 2022).

No entanto, dentre os multifatores que interferem na qualidade da uva, 0 manejo
do dossel vegetativo da videira € um dos mais impactantes (BRIGHENTI et. al., 2010;
FREGONI, 1987; GUIDONI; SCHUBERT, 2001; LAVIN; PARDO, 2001; LEEUWEN; SEGUIN,
2006; MANDELLLI, 2008, PETERSON; SMART, 1975; SMART, 1985, 1991). Assim, em cada
regido viticola, e dentro de cada uma delas, para cada proposta de vinho a ser produzido, se
estudam manejos dos dosséis vegetativos, de modo a se definir a melhor relagéo de fonte/
dreno (SANTOS, 2006; DA SILVA, 2010). De modo geral, o principio fisiolégico basico que
norteia as acoes fitotécnicas € a relagéo fonte/dreno, que se manifesta na produtividade e
na qualidade da uva e do vinho (SANTOS, 2006).

No sistema de condugédo em espaldeira, as alturas de dosséis mais empregadas
variam de 100 cm a 120 cm (KLIEWER, 1981; MIELE et. al., 2003; REYNIER, 2002;
SANTOS, 2006). Esse manejo busca ter um equilibrio entre a area foliar e a produgéo de
uva, de modo a haver equilibrio entre a fragdo majoritariamente vegetativa (ramos e folhas),
com a reprodutiva (cachos de uva). Em fungéo disso, se buscam manejos que gerem indice
de Ravaz entre 4 e 7, sendo que indices maiores que 7 indicam excesso de produgéo de
frutos, e os menores que 4 demonstram vigor excessivo da planta (YUSTE, 2005).

Para se garantir esses indicadores, uma das formas mais empregadas é a
desponta, alterando as dimensdes do dossel vegetativo (NACHTIGAL; ROBERTO, 2005).
Varios autores relatam a influéncia da modificacdo da area foliar através da desponta,
influenciando as variaveis agronémicas e a qualidade da uva e, consequentemente, do
vinho (BORGHEZAN et al., 2011; MIELE, 2010; MIELE; MANDELLI, 2012; MOTA, 2010).
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Nesse contexto avaliou-se a influéncia do manejo do dossel vegetativo, mais
especificamente a altura do dossel, obtida por despontes periddicos, nas variaveis
agron6micas, do mosto e no vinho da uva ‘Cabernet Sauvignon’.

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no ciclo 2016/17, em vinhedo localizado no municipio
de Dom Pedrito-RS, Brasil (31° 01’ S, 54° 36" W, altitude 159m). O solo pertence a unidade
de mapeamento Bexigoso, classificando-se como Luvissolo Haplico Ortico Tipico (STRECK
et al., 2002). O clima da regido é classificado como subtropical imido, tipo Cfa, segundo
classificacao de Kéeppen (MORENO, 1961). A regido é caracterizada por clima subtropical
Umido, com precipitacdo média anual de 1300 mm, e média mensal de janeiro a margo
de 100 mm, com temperatura média anual é de 17,9°C e a média de janeiro a marco de
23,0°C.

O experimento foi realizado em vinhedo implantado em 2000, cultivar Cabernet
Sauvignon, Clone R8, sobre o porta enxerto ‘SO,’, sustentado em espaldeira, com
espacamento de 3,0 m entre linhas e 1,2 m entre plantas e fileiras com orientagéo solar
Leste-Oeste. O vinhedo foi conduzido em sistema de corddo esporonado duplo, indicado
para alta produtividade por hectare, deixando-se 2 gemas por espordo. A carga de gemas
por planta foi de 24 a 28. O ciclo fenologico iniciou em meados de setembro (brotacédo) e se
estendeu até a primeira quinzena de marco (colheita). Por ocasiao da maturacéo, colocou-
se tela de protegdo na area dos cachos, de modo a proteger a uva do ataque de passaros.

O trabalho consistiu em manter a altura dos dosséis em 60 cm (T1), 80 cm (T2), 100
cm (T3) e 120 cm (T4) (Figura 1). Essas alturas de dossel ja vinham sendo mantidas nos
vinhedos e foram mantidas, nos ciclos avaliados até o momento da colheita, através de
despontes periodicos.

Figura 1 - llustragédo dos diferentes manejos do dossel vegetativo. Tratamentos de desponta dos
sarmentos a 60 cm (T1), 80 cm (T2), 100 cm (T3) e 120 cm (T4), Dom Pedrito - RS, adaptado de
Brighenti et. al. (2010).

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados. Para cada
tratamento (altura do dossel) foram feitas seis repeti¢des, com 7 plantas por repeticdo, 42
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plantas cada tratamento, perfazendo um total de 168 plantas para o experimento.

Durante o ciclo de produgdo, todas as praticas fitotécnicas (adubacéo, rogadas,
desfolha) e fitossanitarias (herbicidas, fungicidas e inseticidas) foram aplicadas
uniformemente em todos os tratamentos. As uvas foram colhidas manualmente no més de
marco para ambas as safras. Para as uvas colhidas na safra 2016/17, as médias entre os
tratamentos foi de 19,45 °Brix e acidez total de 2,89 g.L"' expressa em acido sulfarico. Antes
do processamento, as uvas foram armazenadas em camara fria a 6°C e 80% de UR, por
24 h. ApOs esse periodo, a uva foi desengacada e esmagada e transferida para recipientes
de vidro com capacidade de 14 L, adicionando-se metabilssulfito de potassio (100 mg.kg™),
levedura (20 g.hL' Saccharomyces cerevisae, Zymaflore FX 10; Laffort; Franga), enzima
pectolitica (5 g.hL* Rohapect VC-R; AB Enzymes; Alemanha) e nutrientes para levedura
(50 g.hL" Gesferm Plus; Amazon Group; Brasil).

Os vinhos foram elaborados por método classico, com oito dias de maceragéao com
cascas e sementes. Durante a maceracao/fermentacéo, se realizou remontagens (duas
vezes ao dia), e a temperatura de fermentacao foi mantida entre 20 e 22°C em ambiente
controlado. Ao final da maceracgéo, o vinho flor foi extraido e a massa soélida foi prensada
com auxilio de uma prensa vertical manual. O vinho flor e o vinho da prensagem foram
reunidos e, 48 horas ap0s, foi realizada uma trasfega para retirada dos sedimentos. A
fermentacéo malolatica ocorreu de forma espontanea (30 dias de duragédo) e ap0Os seu
término os vinhos foram adicionados de didéxido de enxofre (concentracéo ajustada para
35 mg.L' de SO, livre). Apés trés meses, os vinhos foram submetidos a trasfega para
remover a borra fina e proporcionar oxigenagéo. Por fim, apés sete meses, os vinhos foram
engarrafados em garrafas de 750 mL.

Como varidveis agrondmicas avaliaram-se o peso médio de cacho (g), a
produtividade por planta (kg) e a produtividade estimada em toneladas por hectare (t.ha™).
Essas avaliagbes foram conduzidas por pesagem da uva, e para o célculo da produtividade
por area, considerando-se uma populagéo de 2.775 plantas por hectare. Também, calculou-
se o Indice de Ravaz, que faz uma relagéo da produgéo de uva por planta (kg) sobre o peso
dos ramos no momento da poda seca (kg).

As andlises fisico-quimicas da uva/mosto foram: a determinagdo de pH; sélidos
soluveis totais (SST), expresso em °Brix; aclUcares redutores (AR); acidez total (AT);
concentracéo de acido tartéarico, de acido malico, todas por espectrometria de infravermelho
(FTIR), com o uso do equipamento WineScan™ SO, (FOSS, Dinamarca).

Para a analise classica dos vinhos, determinou-se o teor de alcool, a acidez
total, o pH, o teor de acUcares redutores e de glicerol e a acidez volatil, todas através
de espectrometria de infravermelho (FTIR), com o uso do equipamento WineScan™
80, (FOSS, Dinamarca). As concentragdes de taninos totais, de antocianinas totais, os
indices de etanol, de gelatina, indice de polifendis totais (IPT) e o indice de HCI foram

determinados de acordo com métodos propostos por Zamora (2003). A intensidade de cor e
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a tonalidade foram analisadas de acordo com método oficial da Organizagao Internacional
da Uva e do Vinho (OIV) (2015). Para a analise de antocianinas individuais, 200 pL de vinho
foram diluidos em 800 uL (5 vezes) metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich) e posteriormente
filtrados com membrana de 0.45 yM. Apés o preparo da amostra, 10 yL da amostra diluida
foram injetados em cromatografo liquido de alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japao)
acoplado a espectrometro de massas de alta resolugéo do tipo quadrupolo-tempo de voo
(Maxis Impact, BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). Para a separagcéo cromatografica foi
utilizada a pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2.0 x 150 mm, 100 A, 3 pym)
(Phenomenex Torrance, CA, USA). As fases moveis foram: agua acidificada com 0,1% de
acido formico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico (eluente B).
Para separacéo foi utilizado gradiente de elui¢cdo de: 0 - 2 min, 10% B; 2 - 15 min, 10 a
75% B; 15 - 18 min, 90% B; 18 - 21 min, 90% B; 21 - 23 min, 10% B; 23 - 30 min, 10% B.
O fluxo foi de 0,2 mL min"' e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C. O espectrdmetro
de massas foi operado nos modos ESI negativo (acidos fendlicos e flavonoides) e positivo
(antocianinas) com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a
1200, com voltagem capilar em 3.5 kV, presséo do gas de nebulizagéo (N,) de 2 bar, gas de
secagem em 8 L min', temperatura da fonte de 180°C, coliséo de RF de 150 Vpp; transfer
70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de
s6dio 10mM, cobrindo a faixa de aquisicdo de m/z 50 até 1200. Experimentos automaticos
de MS/MS foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z
100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogénio como gas de colisdo. Os
dados de MS e MS/MS foram processados por meio do software Data analysis 4.0 (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha).

As antocianinas foram caracterizadas pelo espectro de UV/Vis (210-800 nm) e
massa exata, padrbes de fragmentacdo MS" em comparacao com os dados da biblioteca do
equipamento, bases de dados (padrdes, Metlin, MassBank, KeggCompound, ChemSpider)
e em comparagdo com padrao isotopico. A quantificagcdo dos acidos fendlicos e flavonoides
foi realizada através de curva de calibragdo externa com padrbées de cada composto. Os
resultados foram expressos em pyg mL™". O teor de antocianinas foi quantificado em relacao
a curva de calibragdo externa de pelargoinidina e os resultados foram expressos em ug
mL" e padréo interno (reserpina).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e quando
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
usando o programa Assistat 7.7.

31 RESULTADO

O manejo fitotécnico dos dosséis vegetativos da cultivar Cabernet Sauvignon, Clone
R 8, com alturas que foram de 60 cm até 120 cm, ndo alterou as respostas correspondentes
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a maioria das variaveis agrondmicas testadas, como € o caso do peso médio dos cachos
que ficou entre 112,5 g (60 cm) e 128,7 g (120 cm); da produg¢éo por planta, que variou de
4,2 (kg) 80 cm a 5,2 (kg) (100 cm); da produtividade por hectare, que variou de 11,5 (t.ha™")
a 14,5 (t.ha"). A Unica variavel alterada foi o indice de Ravaz, que atingiu 5,5 no vinhedo
com dossel de 60 cm, e 3,0 no vinhedo com dossel de 120 cm (Tabela 1).

Alturas dos dosséis
Ciclo 60 cm 80 cm 100 cm 120 cm

Variaveis

Peso médio de cacho (g)
2016/17 112,51 ns* 119,477 123,34 128,66

Produtividade por planta (kg)

2016/17  5,11ns 4,16 5,21 4,85
Produtividade estimada por

hectare (t.ha") 2016/17 14,17 ns 11,54 14,45 13,47

indice de Ravaz 2016/17  550a*  4,02ab  3,54ab  3,04b

*ns — diferenca nao significativa. **Médias seguidas por letras minusculas distintas, na mesma linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p=0,05).

Tabela 1 - Peso médio dos cachos, produ¢éo média por planta e produtividade por hectare de uvas
‘Cabernet Sauvignon’, manejado com dosséis de 60 cm, 80 cm, 100 cm e 120 cm, na safra 2016/17

Em relacdo as variaveis classicas de avaliacdo da uva/mosto para vinificagdo, se
observou que a altura do dossel interferiu na maturagédo tecnologica da uva (Tabela 2).
De modo geral, se considerado o conjunto de resultados, foi a uva colhida no tratamento
com dossel de 120 cm que apresentou maturagéo tecnolégica mais avangada, ou seja, €
0 mosto que teve maior teor de sélidos soluveis totais (19,7 °Brix), maior teor de agucares
redutores (197,6 g.L") e menores teores de acido tartéarico (5,7 g.L") e malico (2,7 g.L™").

Varidveis Tratamentos

Ciclo 60 cm 80 cm 100 cm 120 cm

Sélidos Sollveis Totais (°Brix) 2016/17 19,43 b” 19,50 b 19,20 ¢ 19,70 a
Acidez Total (g.L" ac. sulfurico) 2016/17 2,70 c 2,86 bc 3,13 a 290b
pH 2016/17 3,55 a 3,53 b 3,50 ¢ 3,47 d

Acucares Redutores (g.L) 2016/17 19450b 195,76 ab 191,00c 197,56 a
Acido Tartarico (g.L") 2016/17 5,53 b 553 b 6,03 a 5,66 b
Acido Malico (g.L) 2016/17  2,60b 2,86 a 2,90a 2,66 b

*ns — diferenca nao significativa. **Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na mesma linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).

Tabela 2 - Composigéao fisico-quimica do mosto de uva ‘Cabernet Sauvignon’ proveniente de vinhedos
manejados com dosséis de 60 cm, 80 cm, 100 cm e 120 cm, na safra 2016/17
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No contraponto, foi a uva do vinhedo com dossel de 100 cm que se caracterizou por
uma maturagdo menos avangada com menores sélidos solUveis totais (19,2 °Brix), maior
acidez total titulavel (3,1 g.L"), menor teor de agucares redutores (191,0 g.L") e maiores
teores de acido tartarico (6,0 g.L ") e malico (2,9 g.L"). Para a variavel pH, os valores foram
diminuindo com o aumento da altura do dossel (Tabela 2). Esse comportamento ocorreu
nas duas safras.

Ao se analisarem os vinhos produzidos com as uvas dos vinhedos com as diferentes
alturas de dosséis, se observou que, seguindo a tendéncia observada para o mosto das
uvas do tratamento com dossel de 120 cm, o maior teor de alcool (11,4 v/v) foi observado
nesses vinhos (Tabela 3).

Em contrapartida, o menor teor de alcool foi obtido no vinho produzido com uvas do
tratamento com dossel de 60 cm (10,6 v/v). Em relagdo as demais variaveis descritivas de
qualidade dos vinhos, se observou que os vinhos s&o equivalentes, tendo acidez total entre
5,23 € 5,40 g.L", acidez volatil entre 0,50 e 0,56 g.L' e teores de aglcares redutores de 2,4
g.L"a2,5g.L". O teor de glicerol foi maior nos vinhos do tratamento de 120 cm (8,1 g.L")
e 0 menor no tratamento de 60 cm (7,5 g.L ™).

Varidveis Tratamentos
Ciclo 60 cm 80 cm 100 cm 120 cm
Alcool viv 2016/17 10,60b* 11,10ab 11,08ab 11,43 a
Acidez total em ac. tartarico (g.L™") 2016/17 5,33 ns* 5,26 5,40 5,23
pH 2016/17 3,63 ns 3,68 3,64 3,66
Acidez volatil (g.L") 2016/17 0,50 ns 0,56 0,56 0,50
Acucar redutor (g.L") 2016/17 2,43 ns 2,43 2,26 2,53
Glicerol (g.L") 2016/17  7,50b** 7,67 ab 7,73 ab 8,07 a
DO 420 nm 2016/17 0,29 b 0,36 ab 0,37 ab 0,41a
DO 520 nm 2016/17 0,29 b 0,39 ab 0,42 ab 0,47 a
Intensidade de Cor (420 nm + 520 nm)  2016/17 0,57b 0,75 ab 0,78 ab 0,88 a
Tonalidade (420 nm/520 nm) 2016/17 1,00 a 0,92 ab 0,88 b 0,87 b
Antocianinas totais (mg.L") 2016/17 214 b 214 b 218 b 252 a
Taninos totais (g.L™) 2016/17 0,97 ns 1,02 1,12 1,03
indice de Etanol (%) 2016/17 90 ns 90 91 61
indice de HCL (%) 2016/17 3,8ns 3,4 8,0 5,5
indice de Gelatina (%) 2016/17 55 ns 46 48 37
IPT 2016/17 22,5b 24,7 ab 25,9 ab 27,7 a

*ns — diferenca néo significativa. **Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na mesma linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).

Tabela 3 - Composigao fendlica e fisico-quimica geral dos vinhos ‘Cabernet Sauvignon’. Teor
alcodlico, acidez total, pH, , acidez volatil, glicerol, DO 420 nm, DO 520 nm, indice de cor e tonalidade,
antocianinas totais, taninos totais e indices de etanol, HCL, Gelatina e polifenois totais (IPT) ,
proveniente de vinhedos manejados com dosséis de 60 cm, 80 cm, 100 cm e 120 cm, na safra 2016/17

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 1 _



Em relagéo a cor, os vinhos, aqueles produzidos com uvas colhidas das plantas com
altura do dossel de 120 cm foram os que apresentaram maior intensidade de cor (0,88)
e tonalidade (1,00). Em relacdo a composicéo fendlica (Tabela 3), os vinhos produzidos
com uvas do tratamento com dossel de 120 cm de altura foram os que apresentaram
maior concentragao (252 mg.L"), assim como o maior IPT (27,7). Para as demais variaveis
analisadas nao houve efeito dos tratamentos, tendo-se um teor de taninos totais de 0,97
a 1,12 g.L'", um indice de etanol de 61 a 91 %, um indice de HCI de 3,4 a 8,0 %e um
indice de gelatina de 37 a 55 %. A identificacdo das principais antocianinas do vinho
revelou que as principais componentes dessa categoria s@o a malvidina 3-O-glicosideo
e malvidina 3-O-acetilglicosideo. Na comparagéo dos tratamentos, o perfil qualitativo foi o
mesmo para, petunidina-3-O-glicosideo entre 1,09 a 1,40 mg.L", malvidina-3-(6-cumaril)-
glicosideo entre 3,07 e 3,67 mg.L", delfinidina-3-O-glicosideo entre 0,69 e 0.71 mg.L",
e as maiores concentracbes de peonidina-3-O-monoglicosideo (1,49 mg.L"), malvidina-
3-0-glicosideo (17,85 mg.L"), delphinidin-3-O-acetilglicosideo (0,81 mg.L"), peonidina-3-
(6-acetilglicosideo), (2,03 mg.L"), petunidina-3-(6-cumaril-glicosideo) (0,16 mg.L") foram
detectadas no vinho produzido com uvas do vinhedo com dossel de 120 cm (Tabela 4).

Compostos Tratamentos
60 cm 80 cm 100 cm 120 cm

Peonidina-3-O-monoglicosideo 1,29+0,06°**  1,20+0,01¢  1,40+0,02°® 1,49+0,002

Malvidina-3-O-glicosideo 16,74+0,50° 14,35+0,44° 16,81+0,35° 17,85+0,16%
Delphinidin-3-O-acetilglicosideo 0,75+0,01¢  0,74+0,00° 0,79+0,00°  0,81+0,00°
Malvidina-3-O-acetilglicosideo 18,38+0,89° 14,17+0,24° 15,25+0,24° 15,65+0,20°
Peonidina-3-(6-acetilglicosideo) 1,85+0,09°  1,65+0,04° 1,97+0,06° 2,03+0,032

Petunidina-3-O-glicosideo 1,25+0,10™*  1,09+0,02 1,40+0,08 ND

Petunidina-3-(6-cumaril-glicosideo) 0,15+0,00°  0,15+0,00° 0,16+0,00®  0,16+0,00°
Malvidina-3-(6-cumaril)-glicosideo 3,67+0,53  3,07+0,27  3,65+0,40  3,61+0,30
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,71+0,00™  0,69+0,00 0,70+0,00 0,71+0,00

*ns — diferenga nao significativa. **Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na mesma linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).

Tabela 4 - Concentragdo em (mg.L") de antocianinas individuais no vinho ‘Cabernet Sauvignon’
manejado com dosseéis de 60 cm, 80 cm, 100 cm e 120 cm, na safra 2016/17
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A altura do dossel vegetativo é amplamente conhecida como uma variavel
importante no manejo de vinhedos, por afetar produtividade e qualidade da uva e do vinho
(BORGHEZAN et al., 2011; MIELE, 2010; MIELE; MANDELLI, 2012; MOTA, 2010, SANTOS,
2006). Varios trabalhos cientificos abordam essa tematica, monitorando variaveis mais
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especificas, como area foliar total, taxas fotossintéticas, fluxos de carbono, dentre outras,
todas com o intuito de se chegar a um pardmetro tecnol6gico, que € a altura de dossel.
De modo geral, alturas de dosséis com 100 cm a 120 cm sdo amplamente recomendados
para vinhedos com média produtividade (KLIEWER, 1981; MIELE et. al., 2003; REYNIER,
2002; SANTOS, 2006). Frente ao exposto, emitiu-se a hipétese de que com a reducéo da
altura dos dosséis para 80 cm ou 60 cm, se poderia economizar em arames e, inclusive,
em volumes de calda nos tratamentos, e mantendo boa produtividade e qualidade da uva
e do vinho.

A produtividade nao foi afetada pela altura do dossel, mantendo-se entre 4,16
kg a 5,11 kg por planta, e 11,5 a 14,5 t.ha'. Esse achado é relevante, tendo em vista
que, se ndo ha variacdes estatisticas de produtividade em fung¢do da altura do dossel,
pode-se economizar na implantacao do vinhedo, modificando a estrutura de sustentacéo,
reduzindo, em média 6600 m a 13200 m por hectare de arame, além da reducéo de volume
de solugdes de fungicida a serem utilizadas, em média 40% a menos num dossel com 60
cm em relacdo a um dossel com 120 cm.

Em relagdo ao indice de Ravaz, efetivamente confirmou-se o esperado, ou seja,
maiores valores no vinhedo em que o dossel foi mantido em 60 cm (5,5), por conta do
desponte realizado, resultando em menor massa de sarmentos por planta. No tratamento
em que se manteve o dossel em 120 cm, o indice de Ravaz foi de (3,04), coerente com
o fato de se ter deixado os ramos com maior comprimento. Esses valores podem ser
considerados bons, tendo em vista que valores entre 4 e 7 (BRIGHENTI et. al., 2011;
FICAGNA et. al., 2008; YUSTE, 2005; MOTA et.al., 2010), indicam bom equilibrio entre a
parte vegetativa e a de producéo.

Como se trata de uva para produgao de vinhos, a caracteristica fisico-quimica
basica do mosto € importante (GUERRA, 2002; RIZZON; ZANUS; MANFREDINI, 1996).
Assim, esperava-se que além de maior produtividade, os dosséis maiores (100 cm
e 120 cm) proporcionassem maior aporte de fotoassimilados, e resultasse em maior
produtividade e maior acumulo de agUcares. Isso foi parcialmente verdadeiro. Nao
houve contribuicdo do aumento da altura do dossel no aumento da produtividade (como
mencionado anteriormente), mas houve incremento nos sélidos soluveis totais (°Brix) e
maior acumulo de agucares redutores nas uvas do vinhedo com dossel de 120 cm (Tabela
2). Esse resultado vai ao encontro daqueles obtidos por Borghezan et. al., (2010) onde a
reducdo excessiva da area foliar (<1,0 m? de area foliar/kg de uva) limitou a acumulacao de
acucares nas bagas. Embora no presente trabalho ndo se tenha mensurado diretamente
a area foliar, a definicdo de 120 cm de altura de dossel, com dois cordées esporonados de
aproximadamente 60 cm, com 24 a 28 ramos por planta, com a caracteristica fenologica
da cultivar Cabernet Sauvignon, clone R8, e com produtividade média geral de 4,85 kg por
planta, se tem uma relagédo de area foliar/kg de uva de aproximadamente, 1,42 m2.

Pelas caracteristicas gerais do mosto, era esperado que o vinho produzido a partir
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das uvas do vinhedo com maior dossel (120 cm), tivesse maior teor de alcool, tendo em
vista serem as uvas com maiores teores de sélidos soluveis totais (°Brix) e maior teor de
acUcares redutores (Tabela 2). Isso ocorreu, produzindo vinhos com 11,43% (v/v) de alcool.
Apesar dos mostos terem pHs distintos em fun¢éo da altura do dossel, ap6s a vinificagcéo
todos os vinhos equilibraram-se em valores similares nessa variavel, entre 3,47 e 3,55
(Tabela 3). Esse comportamento é coerente com o fato de que, no processo de vinificagao
e estabilizacdo do vinho, se tenha estabilizacdo do pH, mesmo com diferencas inicias
mensuradas no mosto (RIBEREAU-GAYON et al, 2003). Afora isso, os valores obtidos
entre 3,63 e 3,66 sdo adequados para vinhos dessa cultivar, com um ano pos vinificagéo.
No entanto, salienta-se que, especialmente na Regido da Campanha Gaulcha, tem-se
detectado elevados teores de potassio nas uvas e vinhos, sobretudo na cultivar Cabernet
Sauvignon, resultado em elevacao do pH , tanto no mosto, quanto nos vinhos (3,92 a 4,18)
(ZOCCHE, 2017). Isso néo foi observando nesse trabalho, tendo em vista que a colheita foi
feita com uvas em estadio de maturagdo menos avancado do que nos trabalhos de Zocche
(2017).

Como o vinho produzido com as uvas de vinhedo com 120 cm de dossel tiveram
maior teor de alcool, era esperado que também tivessem maior teor de glicerol. Isso foi
confirmado, ou seja, os vinhos produzidos com uvas do vinhedo com 120 cm de dossel
tiveram 8,1 g.L' de glicerol, enquanto aqueles de uvas de vinhedo com de 60 cm
apresentaram o menor valor (7,5 g.L""). O glicerol € um composto secundério produzido
pelas leveduras na fermentacéo alcodlica e, em média, sdo formados 8 a 15g a cada 100g
de etanol sintetizado (BRUMM; HEBEDA, 1988; MENEGUZZO, 2006; OURA, 1977).

Considerando que as uvas do vinhedo com dossel de 120 cm apresentaram uma
maturagéo tecnoldgica mais evoluida, também era esperado que se tivessem maiores
teores de antocianinas, e menores teores de taninos e alteragées nos indices de etanol,
HCI e de gelatina, e/ou do IPT. O maior teor de antocianinas foi confirmado, assim como
um maior indice IPT (Tabela 3), o que é coerente com o fato de condi¢cbes que favorecam
a sintese de acgucares, dentro de certos limites, também contribuem para o incremento
desses pigmentos, com é o caso dos trabalhos de Brighenti et. al., (2010) e Fregoni
(1998). Mas, o teor de taninos, assim como os demais indices estudados, nao foi afetado
pela altura do dossel. Esses indices que estimam a percentagem taninos ligados com
polissacarideos (indice de etanol entre 61% e 91%), a porcentagem taninos com grande
grau de polimerizacéo (indice de HCI, 3,4% e 8,0%), € o nivel de reagédo dos taninos com
proteinas (indice de gelatina, 73% e 55%), ndo diferiram entre os tratamentos, indicando
que os vinhos provavelmente expressem a mesma caracteristica sensorial frente ao quesito
adstringéncia e estrutura (anélise nédo realizada nesse trabalho). Em outro trabalho com
vinhos Cabernet Sauvignon tem esses indices com valores de (indice de etanol entre 8% e
24%), (indice de HCI, 17% e 21%), (indice de gelatina, 40% e 54%) (GABBARDO, 2009).

O tratamento com restricdo mais severa da altura do dossel vegetativo (60 cm) teve
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menor intensidade de cor (0,57) e a maior tonalidade (1,00). Isso indica que os vinhos
produzidos com uvas desse vinhedo, além damenorintensidade de coloragéo, provavelmente
pelo menor teor de antocianinas, também tiveram maior alteracées na pigmentagéo, tendo
em vista que a relagdo DO 420 nm/520 nm indicou aumento da coloragcdo amarelada
em relacéo a avermelhada. Em relagé@o a identificacdo e quantificagdo das antocianinas
individuais (Tabela 4), foi confirmado que as principais antocianinas do vinho da cultivar
Cabernet Sauvignon sdo malvidina 3-O-glicosideo e malvidina 3-O-acetilglicosideo (WANG
et. al., 2003). Do ponto de vista quantitativo, se confirmou o esperado, ou seja, o vinho com
maior intensidade de cor também teve maior concentracdo de antocianinas totais e das
individuais majoritarias.

Assim, considerando-se o conjunto de resultados obtidos, pode-se observar que
a produtividade técnica/agronémica nao é afetada pela altura do dossel. Mas, quando se
considera o fato de que essa uva sera destinada a produgéo de vinhos, nesse caso, vinhos
jovens, esse manejo do dossel (120 cm) interferiu na composi¢éo do vinho, especialmente
em duas caracteristicas: 1) uvas com maior teor de agucares e vinhos com maior teor de
alcool e de glicerol; e, 2) uvas com maior teor de antocianinas, refletindo em vinho com

maior concentracdo desses compostos, maior coloracéo e maior IPT.

51 CONCLUSAO

A produtividade de uva, ndo é afetada pela altura do dossel (de 60 cm a 120 cm),
mas o tratamento com o dossel com 120 cm altura foi 0 que mais agregou qualidade as
propriedades fisico-quimicas na uva e, consequentemente, do vinho, especialmente por ter
acumulado maiores teores solidos solUveis totais e agucares redutores no mosto, gerando
vinhos com maiores valores de teor alcoodlico, antocianinas totais, IPT, intensidade de cor
e menor tonalidade. O perfil qualitativo das principais antocianinas do vinho Cabernet
Sauvignon foi afetado pela altura do dossel vegetativo.
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Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos

RESUMO: As leveduras que participam na
fermentacdo vinica realizam um amplo conjunto
de transformagbes bioquimicas determinando
as caracteristicas do produto final. Assim,
as caracteristicas dos vinhos podem variar
significativamente de acordo com a cepa
de levedura empregada. Neste contexto, no
presente trabalho foi avaliada a influéncia de
oito cepas de S. cerevisiae na coloracdo de
vinhos termovinificados e sua relagdo com a
adsorcdo de pigmentos pelas leveduras. No
experimento foi utilizado mosto obtido por
termovinificacdo (Flash-Détente) com uvas
Merlot/Tannat (4:1) e oito cepas de leveduras:
duas leveduras comerciais, um isolado nativo e
cinco hibridos. As leveduras foram inoculadas no
mosto (10° células/ml), e as fermentagbes (800
mL) foram conduzidas a 22°C e acompanhadas
pela densidade. As analises basicas e de cor
seguiram metodologias oficiais ou convencionais,
e a adsorcgdo de pigmentos foi realizada através
de analise digital de coloragéo das leveduras.
Todas as cepas completaram a fermentacéo
em 10 dias, resultando em vinhos com <1,2 g/L
AR, 72 a 85 meq/L AT, 9,7 a 10,6 % (v/v) etanol.
A densidade de cor e tonalidade dos vinhos,
assim como a concentracédo de fendis, flavonas,
antocianinas totais, livres e polimerizadas variou
significativamente dependendo da levedura
empregada. As leveduras com maior adsorcéo
de pigmentos originaram os vinhos com menor
coloragéo, concentragéo de antocianinas totais,
livres e polimerizadas dos vinhos, mas nao foi
detectada correlagéo entre adsorgéo, tonalidade,
fendis e flavonas. Os dados indicam que a
selecdo e melhoramento de leveduras com baixa
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capacidade de adsorcdo de antocianinas pode ser uma ferramenta Gtil para aumentar a
coloracgéo de vinhos tintos.
PALAVRAS-CHAVE: S. cerevisiae, cor do vinho, melhoramento, antocianinas.

INFLUENCE OF YEAST STRAINS ON THE COLOR OF THERMOVINIFIED
MERLOT/TANNAT WINE AND ITS RELATIONSHIP WITH THE ADSORPTION OF
PIGMENTS

ABSTRACT: The yeasts that participate in wine fermentation carry out a wide range of
biochemical transformations that determine the characteristics of the final product. Thus, the
characteristics of wines can vary significantly according to the strain of yeast used. In this
context, the present work evaluated the influence of eight strains of S. cerevisiae on the color
of thermovinified wines and their relationship with the adsorption of pigments by yeasts. In the
experiment, musts obtained by thermovinification (Flash-Détente) with Merlot/Tannat grapes
(4:1) and eight yeast strains were used: two commercial yeasts, one native isolate and five
hybrids. Yeasts were inoculated into the must (10° cells/ml), and fermentations (800 ml) were
carried out at 22°C and monitored for density. The basic and color analyzes followed official
or conventional methodologies, and the adsorption of pigments was performed through digital
analysis of yeast staining. All strains completed fermentation in 10 days, resulting in wines
with <1.2 g/L AR, 72 to 85 meq/L AT, 9.7 to 10.6 % (v/v) ethanol. The color and tone density
of the wines, as well as the concentration of phenols, flavones, total, free and polymerized
anthocyanins varied significantly depending on the yeast used. Yeasts with higher adsorption
of pigments originated wines with lower color, concentration of total, free and polymerized
anthocyanins in the wines, but no correlation was detected between adsorption, tone, phenols
and flavones. The data indicate that the selection and breeding of yeasts with low anthocyanin
adsorption capacity can be a useful tool to increase the color of red wines.

KEYWORDS: S. cerevisiae, wine color, breeding, antocianins.

11 INTRODUCAO

O processo tradicional de producdo de vinhos tintos envolve desengace e
esmagamento, maceragdo com fermentagdo alcodlica simultdnea envolvendo sistemas
variados de remontagem, drenagem e prensagem, fermentacdo malolatica, trasfegas,
envelhecimento e engarrafamento. Uma das etapas mais caracteristicas e relevantes no
processo de vinificagdo em tintos € a maceragéo. A maceragao é definida como os estagios
pbs-esmagamento nos quais as cascas das uvas sdo mantidas em contato com o mosto
durante a vinificagdo, visando a extrag&o de cor, taninos, aromas, entre outros compostos
que determinam, em Ultima insténcia, as caracteristicas organolépticas do produto final.
Cabe ressaltar que o tempo de contato com as cascas determina a extragdo de aromas
varietais (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Ribereau-Gayon et al. (2006) aponta trés métodos alternativos para vinificagcdo
automatizada em tintos, desenvolvidos para resolver pelo menos parcialmente os problemas
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de maceragao/extracdo, entre eles: (1) a vinificagdo continua, (2) a termovinificagéo, e
(3) a maceracdo carbdnica. Dentre estas, a termovinificacdo tem apresentado maior
desenvolvimento tecnolégico e vem sendo aplicada em vinicolas da Europa e de outras
regidbes do mundo, entre as quais o Brasil (CUEVAS-VALENZUELA; GONZALEZ, 2017;
NTULI et al., 2021; SILVA et al., 2019; entre outros).

A termovinificacdo ou termomaceracdo € um processo relativamente antigo com
referéncias ja no século XVIIl, mas que passou a ser difundido a partir da década de 1970
com o surgimento de novas tecnologias (MAZAet al., 2019). Por definicdo a termovinificagéo
envolve a extragdo do mosto a temperaturas elevadas (60 a 80°C) seguido de vinificagdo
na presenca ou auséncia de cascas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Apesar de antiga,
a técnica de termovinificagcdo continua em desenvolvimento. Atualmente, a técnica mais
utilizada envolve desengace e esmagamento seguido de rapido aumento de temperatura
(>80°C) em trocador continuo com resfriamento rapido a ~30°C em sistema de alto vacuo,
conhecida como Flash-Détente (MAZA; ALVAREZ; RASO, 2019; NORDESTGAARD,
2017;). Esta técnica permite o processamento continuo e automatizado de volumes
elevados, sendo adequada para vinicolas grandes.

A termovinificagdo ou termomaceracdo levam a modificacbes na composicdo dos
mostos e consequentemente dos vinhos ja que a temperatura e o tempo de exposicéo das
cascas alteram a extracéo, solubilizagédo, evaporacao e inclusive estrutura de moléculas
no sistema.

De um modo geral, a utilizag@o da termovinificacdo apresenta quatro justificativas: (1)
0 aumento da extragdo de polifendis (antocianinas, taninos, entre outros); (2) a degradagao
de enzimas oxidativas (polifenol oxidases e lacases); (3) a redu¢do da concentracao de
pirazinas; (4) a otimizagdo do uso das instala¢des das cantinas (MAZA; ALVAREZ; RASO,
2019; NORDERSTGAARD, 2017; NTULI et al., 2021), sendo assim, particularmente
interessante na obtencdo de mostos a partir de uvas de maturacdo desuniforme e/ou
danificadas ou doentes. Por outro lado, os mostos obtidos por termovinificacdo apresentam
reducdo das caracteristicas varietais (MAZA et al., 2019), e consequentemente, 0s
vinhos produzidos a partir deles expressam de forma mais evidente as caracteristicas
organolépticas oriundas do processo fermentativo. Apesar de alta eficiéncia de extracéo
de pigmentos, uma das limitagdes atribuidas a termovinificagéo é a instabilidade da cor
dos vinhos durante o envelhecimento (MAZA; ALVAREZ; RASO, 2019), particularmente no
caso de mostos obtidos com Flash-Détente (NTULI et al., 2021).

Diversos trabalhos mostram que as leveduras (Saccharomyces e/ou nao-
Saccharomyces) que participam no processo de fermentagéo vinica afetam a coloragédo
dos vinhos tintos através da adsorcédo de pigmentos e/ou a modificagdo das antocianinas
pela acdo de enzimas, produgdo ou degradacdo de cofatores de polimerizagdo (CARIDI
et al.,, 2007; ECHEVERRIGARAY et al., 2019, 2020; LOPEZ-TOLEDANO et al., 2004;
MANZANARES et al., 2000; MORATA et al., 2003, 2006; RIZZON et al., 1999; VASSEROT;
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CAILLET; MAUJEAN, 1997).

Desta forma, ja é conhecida a contribuicdo das distintas cepas de leveduras no
aroma, sabor, cor e outras caracteristicas do vinho, sendo particularmente importantes em
vinhos termovinificados. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito de diferentes cepas de leveduras na coloragéo e parametros de cor de vinhos obtidos
a partir de mosto (Merlot/Tannat) produzido por termovinificagcéo industrial (Flash-Détente),

assim como a adsorcao de pigmentos (antocianinas) pelas distintas cepas de S. cerevisiae.

21 MATERIAL E METODOS

Cepas de leveduras, manutencao e multiplicacao

No presente trabalho foram empregadas oito cepas de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae), sendo duas cepas comerciais, um isolado floculante e cinco hibridos obtidos e
selecionados no Laboratério de Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia.

(1) Y904 — cepa comercial Mauriferm.
(2) Zymaflore X5 — cepa comercial Laffort.

(3) IF2 — isolado floculante (safra 2012) de uvas da regido serrana do Rio Grande
do Sul.

(4) QABA x CE2B — hibrido de segregantes de QA23 (Lallemand) e Cross Evolution
(Lallemand).

(5) CE2B x CE3C — hibrido de dois segregantes selecionados de Cross Evolution
(Lallemand).

(6) PDM5A x Y2C — hibrido de segregante de Prise de Mousse (Maurivin) e de Y904
(Mauriferm).

(7) Y2B x QA2C — hibrido de segregante de Y904 (Mauriferm) e de QA23 (Lallemand).
(8) 9B x 1L — hibrido de segregante de EC1118 (Lallemand) e de 71B (Lallemand).

Os hibridos foram obtidos pelo cruzamento de segregantes selecionados e
escolhidos com base na tolerancia ao etanol, capacidade e velocidade fermentativa, baixa
producao de gas sulfidrico, carater killer e produgcéo de aromas fermentativos desejaveis.

As leveduras foram mantidas em meio YEPD (2% glicose, 2% peptona e 1% extrato
de levedura) solidificado com 2% de agar. A multiplicacéo das leveduras para inoculagéo
nas fermentagdes foi realizada em YEPD a 28°C por 48 h. Apés crescimento as leveduras
foram centrifugadas, lavadas com salina (NaCl 0,9%) e a populacdo determinada por
contagem microscopica. As leveduras foram ressuspendidas em mosto diluido (1:4)
de forma a obter uma concentracdo de 1 x 10° células/ml e incubadas por 1 hora. Esta
suspensdo de leveduras foi utilizada como inéculo das fermentagdes na proporcédo de

aproximadamente 1:1000 de forma a iniciar as fermentacdes com 1 x 108 células/ml.
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Fermentacao de vinhos termovinificados

As fermentacdes (800 ml) foram conduzidas em frascos Falcon de 1000 ml
fechados e com valvula de Mdller. O mosto utilizado na fermentacdo foi cedido pela
Cooperativa Vinicola Garibaldi. O mosto (Merlot/Tannat aproximadamente 4:1) foi obtido
por termovinificacdo em sistema Flash-Détente.

O mosto foi transferido para os frascos de fermentagao, acrescido de 20 mg/L de
metabissulfito e 100 mg/L de fosfato de amonio prévio a inoculagdo com as leveduras. As
leveduras foram inoculadas de forma a obter uma populagéo inicial de 1 x 108 células/ml.

As fermentac6es foram realizadas em triplicata.

Acompanhamento das fermentacoes e analises basicas dos vinhos

O processo fermentativo foi acompanhado diariamente através da retirada de
amostra homogénea e avaliagdo da densidade. A densidade foi determinada com
Densimetro Densito-30XP (Mettler-Toledo).

As andlises basicas foram realizadas segundo as recomendagdes estabelecidas
pela legislagcdo vigente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 2005). Foram analisadas as variaveis basicas: densidade (g/ml), alcool (% v/v),
acidez total (meq/L), pH e agUcares redutores (g/L).

A concentracé@o de acido acético (g/L) foi determinada utilizando o kit enzimatico
K-Acet da Megazyme de acordo com as instrugdes do fabricante.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Analises de coloracao de mosto e vinhos termovinificados

As analises de cor foram realizadas através de avaliagdo espectrofotométrica de
acordo com os métodos propostos por Somers e Evans (1977) de acordo com o manual
de procedimentos do Australian Wine Research Institute (www.awri.com.au/wp-content/
uploads/modified_somers_colour_measure.pdf) e o Wine and Must Analysis Manual do
Napa Valley College.

Estes métodos permitem a determinacédo de cor e a predigdo de alguns elementos
que contribuem com a mesma, como o equilibrio de antocianinas e a composigéo fendlica.
O método envolve cinco passos, nas quais o vinho € analisado no seu estado original,
tamponado e tratado com excesso de sulfito, de acetaldeido e de acido cloridrico. Os
parametros avaliados foram: (a) densidade de cor - DC = (A, + A, ); (b) tonalidade- T =
A Lo/ Ao os0 io~4 (d) antocianinas totais (mg/L) — AT = 20 x (A
we) — (1,6667 x A, io)s (€) grau de ionizagéo (%) - GP= 100 x {(A A
[(A —(1,6667 x A, ..o 1} (f) antocianinas livres (mg/L) - AL=A
antocianinas polimerizadas e co-polimerizadas — AP = AT-AL.

(c) fendis totais — FT = A 520

/

520 tamponado ~ Msop sulfito)

520 HCI) 520 tamponado - A520 sulfito; (g)

Todas as andlises foram realizadas em ftriplicata.
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Avaliacao da adsorcao de antocianinas

A determinacéo da adsor¢éo de antocianinas pelas distintas cepas de leveduras foi
realizada de acordo com o método proposto por Echeverrigaray, Menegotto e Delamare,
(2019), que inclui a determinacédo digital de cor da biomassa de leveduras empregando o
software Photoshop. Os valores (RGB) obtidos variam entre 0 (preto ou maximo de cor
avaliavel) e 255 (branco ou auséncia de cor). Os dados séo expressos em adsorc¢ao relativa
(UR) = - (RGB controle — RGB amostra celular). As anélises foram realizadas em ftriplicata.
Analises estatisticas

Dependendo dos dados, os mesmos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e comparacéo de médias pelo teste de Tukey (<5%). As andlises foram realizadas
utilizando o programa computacional SPSS para Windows.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser apreciado na Figura 1, as fermentagdes iniciaram com densidade
1,0933 (22,3°Brix) e todas terminaram apés 10 dias com densidades da ordem de 0,9915
a 0,9938. As fermentagcbes comecgaram lentamente nas primeiras 24 horas, passando a
fermentar rapidamente, fase tumultuosa, nos cinco dias seguintes. As fermenta¢des com a
levedura floculante IF2 foram mais lentas do que aquelas com leveduras nao floculantes,
especialmente no inicio da fermentagéo, fato que pode ser atribuido a menor nimero
inicial de células inoculadas ja que a contagem de leveduras floculantes é particularmente
complexa. Entre as cepas néo floculantes, aquelas com maior velocidade de fermentacéo
foram 9B x 1L e QA6B x CE2B com redugao de 0,0205 unidades de densidade/dia e as
mais lentas foram Y2B x QA2C e PDM5A x Y2B com reducéo de 0,0177 e 0,0188 unidades
de densidade/dia, respectivamente.
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Figura 1. Dinamica dos termovinificados com distintas cepas de leveduras (redugéo de densidade
durante as fermentagdes). Valores médios de trés repeticdes.

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados relativos as analises basicas do mosto e

dos vinhos obtidos com as oito cepas de leveduras avaliadas. Os agucares residuais totais

(AR) foram iguais ou inferiores a 1,14 g/L, mostrando que todas as cepas de leveduras

completaram a fermentagcéo gerando vinhos com acucares residuais relativamente baixos

e compativeis com vinhos “secos”. Por sua vez, o teor alcodlico dos vinhos variou entre 9,7

e 10,6 % (v/v), que descontada a concentragcdo de aglcares residuais correspondente a
rendimentos de 79,63% para QA6A x CE2B a 85,10% para CE2B x CE3C e PDM5A x Y2B.

AR ETOH Acidez total  Ac. Acético  pH
Densidade (g/L) (v/iv) (meg/L) (g/L)
IF-2 0,9936 1,11 £0,02 9,7+0,5 822 0,53+0,05 3,23
CE2B x CE3C 0,9935 1,12 0,05 10,1+0,6 793 0,22+0,04 3,43
QABA x CE2B 0,9920 1,14 £ 0,08 10,6 0,2 74 +5 0,41 +0,06 3,31
X5 0,9936 1,14 +0,02 9,9+0,7 84+4 0,29+0,02 3,28
Y2A x QA2C 0,9940 1,10 0,05 10,3+0,2 723 0,35+0,03 3,32
PDM5A x Y2B 0,9938 1,12 £ 0,06 10,6 +0,5 84 +1 0,36 +0,01 3,25
Y904 0,9928 1,09+0,07  102+0,4 803 0,40 £0,05 3,29
9Bx1L 0,9931 1,07 + 0,08 10,0 + 0,4 85+ 4 0,27 £0,02 3,31
MOSTO 1,0933 21,02x0,22 0,00 = 0,00 60 x4 0,00 x0,00 3,27

Tabela 1. Andlises béasicas de mosto termovinificado e vinhos correspondentes obtidos com oito cepas

de leveduras distintas.
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A acidez total do mosto foi de 60 meqg/L, enquanto a dos vinhos termovinificados
oscilou entre 74 e 85 meq/L. A maior acidez dos vinhos em relagéo ao mosto pode ser
atribuida ao acimulo de &cidos orgéanicos (succinico, citrico, etc) derivados do metabolismo
fermentativo e solubilizagdo, durante a fermentacdo, de tartaratos e outros acidos
presentes em formas combinadas no mosto. A acidez do mosto e dos vinhos é considerada
relativamente baixa para vinhos tintos, mas dentro de valores previamente descritos
no caso de vinhos termovinificados. A menor concentracdo de acidos fixos em vinhos
oriundos de processos de termovinificagdo em comparacdo com aqueles de processos
convencionais de maceragdo tem sido associada a baixa extracdo de &cido tartarico e
outros acidos orgénicos no curto espago de tempo de contato com as cascas e a auséncia
de etanol durante este periodo.

A acidez volatil dos vinhos termovinificados variou entre 0,22 e 0,53 g/L,
concentracbes estas relativamente baixas em relacdo a vinhos de extracdo convencional
e termovinificados. Cabe ressaltar que estas concentragées sdo muito inferiores ao limiar
de percepgdo do acido acético que é 0,7 a 1,0 g/L (LAMBRECHTS; PRETORIOUS,
2000). Além das caracteristicas basicas, as cepas avaliadas neste trabalho influenciam
significativamente na concentracdo de compostos volateis e as caracteristicas aromaticas
e gustativas de vinhos Merlot/Tannat (CARISSIMI et al., 2017).

Uma caracteristica relevante em vinhos tintos € a coloragdo dos mesmos. Acoloracao
€ dependente da concentragdo de antocianinas livre, a concentracdo de pigmentos
polimerizados e a concentracédo de cofatores que se ligam aos antocianos (HE et al., 2012).
Em geral, as antocianinas encontram-se localizadas principalmente na casca da uva e sdo
extraidas, no caso de vinhos tintos, durante o processo de maceracgéo, o qual nos métodos
tradicionais de vinificagdo em tinto ocorre junto com a fermentagéo alcodlica (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). Ja na termovinificagédo, a extragcdo das antocianinas ocorre durante
0 processo de preparo do mosto a alta temperatura, durante a descompressao e durante
a curta maceragao antes da retirada das cascas e prévia a fermentacéo (GIRARD et al.,
2001; MAZA; ALVAREZ; RASO, 2019; NTULI et al., 2021).

Conforme pode ser observado nos resultados apresentados na Figura 2A e Tabela
2, importante reducao da densidade de cor (A420 + A520) foi detectada nos vinhos obtidos
com as oito cepas empregadas em relagdo ao mosto. Além disso, diferencas significativas
foram observadas entre as cepas, sendo a maior densidade de cor obtida com o hibrido
Y2A x QA2C e a menor com a cepa comercial X5, com redugdes na densidade de cor em
relacdo ao mosto da ordem de 23,3% e 37,8%, respectivamente. Apesar de mostrarem
uma reducdo média de 31,25%, a densidade de cor média dos vinhos obtidos (4,47) foi
superior aquela obtida geralmente em vinhos tintos, inclusive termovinificados (CLIFF;
KING; SCHLOSSER, 2007; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Entre os fatores enoldgicos determinantes da cor dos vinhos, um que tem chamado
especial atencéo é o fator microbiolégico. Neste sentido, & de consenso geral que leveduras
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e bactérias lacticas que participam da fermentagéo vinica podem interferir de forma positiva
ou negativa na coloracdo dos vinhos (MAZA; ALVAREZ; RASO, 2019; RIBEREAU-GAYON
et al., 2006; RIZZON et al., 1999). A modificagdo da intensidade, estabilidade e tonalidade
de cor em vinhos por parte das leveduras tem sido atribuidos a adsor¢éo de antocianinas,
atividade periplasmatica de antocianina-f3-D-glucosidase, produg@o de cofatores de co-
polimerizagao de antocianinas, produ¢éo ou degradagéo de compostos fendlicos envolvidos
na polimerizagdo, entre outros (ECHEVERRIGARAY et al.,, 2020; ECHEVERRIGARAY;
MENEGOTTO; DELAMARE, 2019; LOPEZ-TOLEDANO et al., 2004; MANZANARES et al.,
2000; MORATA et al., 2003, 2006; VASSEROT; CAILLET; MAUJEAN, 1997).

Durante a fermentag@o e nos anos subsequentes de maturagdo, as antocianinas
sofrem uma série de reagbes e associagbes que determinam mudancas de cor e
sdo essenciais na estabilidade da mesma, de tal forma que apesar das antocianinas
monoméricas decairem constantemente os vinhos mantém essencialmente a sua cor
vermelha (BROUILLARD; CHASSANG; FOUGEROUSSE, 2003; HE et al., 2012). Além
disso, apesar de serem basicamente inodoras e insipidas, as antocianinas podem interagir
com outras substéncias e influenciar as caracteristicas de aroma e sabor dos vinhos
(DUFOUR; SAUVAITRE, 2000).

Figura 2. Densidade de cor (A) e tonalidade (B) do mosto e dos vinhos obtidos com oito cepas de
leveduras.

Variacao significativa foi evidenciada na tonalidade da cor dos vinhos (Figura 2B e
Tabela 2), com duas cepas Y904 e Y2A x QA2C se destacando com vinhos de tonalidade
inferior aos outros, consequentemente maior contribuicdo de cores vermelhas sobre
amarelas. Cabe ressaltar que o hibrido Y2A x QA2C foi obtido pelo cruzamento de um
segregante selecionado da cepa comercial Y904, corroborando dados prévios (CARIDI et
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al.,, 2007; MORATA et al., 2003, 2006;) que mostram a base genética da capacidade de
adsorgéo de antocianinas por leveduras Saccharomyces.

Analise dos vinhos obtidos com as oito cepas de leveduras mostram diferencas
significativas para todos os parédmetros de cor avaliados (Tabela 2). Considerando apenas
os vinhos, a densidade de cor conforme esperado exibiu elevada correlagdo com a
concentragdo de antocianinas totais (R=0,944"). Por outro lado, ndo apresentou correlagéo
com a concentragao de flavonas (R=0,205") e tonalidade (R= -0,462"), e baixa correlagéo
positiva com antocianinas livres (R=0,489"). Ja as antocianinas totais, como esperado,
apresentaram correlacdo positiva com a concentragcdo de antocianinas polimerizadas
(R=0,954"), livres (R=0,820") e o grau de ionizagdo (R=0,896").

Elevadas correlagdes entre os pardmetros de cor e concentragdo de antocianinas é
esperada ja que as antocianinas, nas suas formas livres, polimerizadas e co-polimerizadas
representam a maior parte dos compostos coloridos (pigmentos) presentes em uva, e
consequentemente, vinhos (HE et al., 2012).

Densidade . Fenois totais
A 420 A 520 A 620 de Cor Tonalidade (A 280)
9B x 1L 1,81E 2,37¢ 0,56 P 4,598 0,76 CPE 27.63
X5 1,82 bE 2,29 H 0,53° 411E 0,808 28.77 ©°
Y904 1,94¢ 2,65¢ 0,60 B¢ 4,18E 0,73F 29.43°8¢
IF2 1,91 ¢P 2,44 Fe 0,61 8¢ 4,35P 0,78 8¢ 30.05°B
QAG6A x CE2B 1,93¢ 2,59 P 0,59 B¢ 4,528¢ 0,75 PEF 29.32 B¢
CE2B x CE3C 1,93¢ 2,53 bE 0,648 4,46°¢ 0,76 CE 28.13PE
PDM5A x Y2B 2,048 2,505 0,668 4,558 0,824 29.82°8
Y2A x QA2C 2,138 2,878 0,628 4,668 0,74 FF 29.18°8¢
Mosto 2,834 3,664 0,914 6,504 0,77 B¢ 32.714
Antocianinas Antocianinas Antocianinas Grau d_e Flavonas
totais (mg/L) livres (mg/L) polimerizadas ionizagao (A 365)
(mg/L) (%)
9B x 1L 339,3°¢ 49,53 B¢ 289,76 ¢ 11,76 /8 494¢
X5 232,7F 36,47 ° 226,23 F 7,71¢ 4,95¢
Y904 283,52 ° 47,87 °¢ 235,65 F 10,738 5,298
IF2 319,23 ¢P 51,20 8¢ 268,03 © 9,71 8¢ 5,388
QAG6A x CE2B 330,11 ¢ 54,47 8 275,64 ¢P 11,8348 5258
CE2B x CE3C 328,54 © 53,00 B 275,54 ¢P 11,1548 5,03¢
PDM5A x Y2B 330,77°¢ 51,938 278,84 ¢ 10,948 5,278
Y2A x QA2C 368,748 50,00 B¢ 318,748 11,38 8 5398
Mosto 410,00 70,604 341,404 13,354 6,434

* Médias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tabela 2. Parametros de cor, fenois e flavonas em vinhos obtidos com oito cepas de leveduras.
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Durante a fermentacdo e nos primeiros anos de maturagdo, as antocianinas
monoméricas sofrem uma série de reag¢des e associacbes, gerando um conjunto de
derivados de novos pigmentos essenciais para a estabilidade de cor (HE et al., 2012).
Assim, a concentracdo de antocianinas monomeéricas decai constantemente, e mesmo
assim, o vinho pode manter a sua cor. As reacdes e associagcdes envolvem mecanismos
complexos, alguns relativamente rapidos como associagdes entre antocianinas livres e
copolimerizadas, e outros mais lentos, como a formagdo de antocianinas polimerizadas
com flavan-3-ois e proantocianidinas, ou a formagcédo de piranoantocianinas e outros
produtos polimerizados (HE et al., 2012). Assim, n&o € de surpreender que 0s vinhos novos
avaliados neste trabalho apresentem alta correlagéo entre densidade de cor, antocianinas
livres, antocianinas totais e antocianinas polimerizadas.

Considerando que distintas cepas de Saccharomyces apresentam diferencas na
capacidade de adsorcdo de antocianinas (CARIDI et al.,, 2007; ECHEVERRIGARAY et
al., 2020; ECHEVERRIGARAY; MENEGOTTO; DELAMARE, 2019; MORATA et al., 2003)
foi avaliada a capacidade de adsorcéo relativa de antocianinas por parte das leveduras
(borras) no término da fermentacdo. Conforme os dados apresentados na tabela 3, as
cepas avaliadas apresentaram diferencas significativas de adsor¢cdo de antocianinas.
Neste sentido, o hibrido Y2A x QA2C apresentou a menor adsor¢cdo e a maior densidade
de cor do vinho, ja a leveduras comercial X5, recomendada para vinhos brancos, teve o
maior valor de adsor¢éo e a menor densidade de cor do vinho.

Densidade Adsorcéo

Y904 4,59 +0,028 83,2+0,6°
X5 4,11 £0,03 1146 +1,14
9B x 1L 4,18 +0,03 ¢ 108,3+0,8 B
IF2 4,35 +£0,02° 92,3+1,3°¢
QAB6A x CE2B 4,52 +0,01 B¢ 86,4 +0,9°
CE2B x CE3C 4,46 +0,02 ¢ 88,1 +1,78
PDM5A x Y2B 4,55 +0,04 8 94,7 +24°¢
Y2A x QA2C 4,99 +0,028 74,6 £0,7 ¢
Mosto 6,50 + 0,044 -

* Médias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tabela 3. Adsorgao de antocianinas por distintas cepas de leveduras apés fermentacéo de mosto
termovinificado (Merlot/Tannat).
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Figura 3. Relac&o entre a adsor¢é@o de antocianinas das oito cepas de leveduras avaliadas e a
densidade (A) e concentracao de antocianinas totais (B) nos vinhos termovinificados.

Uma analise de correlagéo entre a adsor¢do de antocianinas pelas células das
distintas cepas de leveduras e os parametros de cor dos vinhos obtidos mostrou elevada
correlagdo negativa entre a adsorcdo e a densidade de cor do vinho (R= -0,9387) e a
concentragdo de antocianinas totais (R= -0.957"). Por outro lado, ndo foi observada
correlagéo entre a adsorgao e a tonalidade dos vinhos (R=0.5").

Quando comparada a adsor¢éo de pigmentos por parte das células das distintas
cepas de leveduras e as variaveis antocianinas livres e antocianinas polimerizadas, foram
evidenciadas correlagbes negativas de -0,708" e -0,969". A maior correlagdo com as
antocianinas polimerizadas pode ser tomada como indicativo de que as leveduras adsorvem
preferencialmente antocianinas polimerizadas, mas também as antocianinas livres. Estes
dados corroboram aqueles de Medina et al., (2005) que evidenciaram maior remocéo de

compostos com alta polaridade, como as antocianinas acetiladas, por leveduras.

41 CONCLUSAO

De um modo geral, os resultados mostraram que as caracteristicas de coloragao:
densidade de cor, tonalidade, e concentracdo de fenbis, flavonas, antocianinas totais,
livres e polimerizadas dos vinhos séo significativamente dependentes da cepa de levedura
empregada. As cepas de leveduras com menor adsor¢cdo de pigmentos originaram os
vinhos com maior coloragédo, concentragao de antocianinas totais, livres e polimerizadas.
Por outro lado, ndo foi detectada correlac@o entre a adsorcéo e a tonalidade, concentragcéo
fendis e flavonas. Os dados indicam que a selecdo e melhoramento de leveduras com

baixa capacidade de adsorgéo de antocianinas pode ser uma ferramenta atil para aumentar
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a coloragéao de vinhos tintos, em particular, os vinhos termovinificados.
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RESUMO: Os mostos e os vinhos, principalmente
provenientes de zonas viticolas frias ou com
maturacdo incompleta, tendem a apresentar uma
acidez malica elevada. A alta acidez mélica é
indesejavel, pois aumenta a sensacao de acidez
nos vinhos. Tradicionalmente, a acidez malica
€ reduzida através da fermentagcdo malolatica
bacteriana. No entanto, isso nem sempre é
eficiente e muitas vezes pode levar a produgéo
de compostos indesejaveis. Nesse contexto,
leveduras capazes de realizar fermentacdo
maloalcodlica tém sido objeto de estudo.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
selecionar leveduras do género Issachenkia
isoladas de vinhedos da Serra Gaucha (Brasil)
capazes de degradar o acido L-malico. Vinte e
um isolados Issachenkia spp. foram inicialmente
avaliados quanto as caracteristicas enoldgicas
basicas e degradacdo do acido malico, e um
isolado IP-3 de |. terricola foi selecionado. Com
este isolado, as fermentagdes foram realizadas
em mosto sintético com inoculagéo de /. terricola
IP-8, Saccharomyces cerevisiae EC1118, co-
inoculagdo e inoculagéo sequencial de IP-3
e EC1118. A fermentagcdo com IP-3 néo foi
concluida, obtendo-se baixa produgéo de etanol,
mas 100% de degradacao do &cido L-malico. Por
outro lado, as co- fermentagdes e fermentagdes
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sequenciais atingiram teores alcodlicos >10% e apresentaram reducao significativa da acidez
malica (>80%). A eficiéncia de reducdo da acidez malica foi confirmada em fermentacdes
de mosto vinico (Chardonnay com 3,22 g.L-1 acido malico) no qual a inoculagéo sequencial
IP-3/EC1118, finalizou as fermentagdes com teores alcoodlicos >9,0% (v/v), menos de 1 g.L-1
de agucares residuais, baixa acidez volétil, acidez total reduzida e, principalmente, 67,7% de
degradacao malica. De modo geral, os resultados mostram o potencial do IP-3 para reduzir
a acidez malica em fermentacdes de vinho, quer em co-fermentacéo quer em fermentagées
sequenciais com S. cerevisiae.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentagdo, ndo-Saccharomyces, acido malico, glicerol/etanol.

SELECTION AND EVALUATION OF [ssatchenkia YEASTS WITH ENOLOGICAL
POTENTIAL FOR L-MALIC ACID DEGRADATION

ABSTRACT: Musts and wines, mainly from cold wine-growing areas or with incomplete
maturation, tend to have high malic acidity. High malic acidity is undesirable as it increases the
sensation of acidity in wines. Traditionally, malic acidity is reduced through bacterial malolactic
fermentation. However, this is not always efficient and can often lead to the production of
undesirable compounds. In this context, yeasts capable of carrying out malo-alcoholic
fermentation have been the object of study. Therefore, the present work aimed to select
yeasts of the genus Issachenkia isolated from vineyards in Serra Gaucha (Brazil) capable
of degrading L-malic acid. Twenty-one Issachenkia spp. were initially evaluated for basic
oenological characteristics and malic acid degradation, and an IP-3 isolate of /. terricola was
selected. With this isolate, fermentations were carried out in synthetic must with inoculation of
1. terricola IP-3, Saccharomyces cerevisiae EC1118, co-inoculation and sequential inoculation
of IP-3 and EC1118. The fermentation with IP-3 was not completed, obtaining low ethanol
production, but 100% degradation of L-malic acid. On the other hand, co- and sequential
fermentations reached alcohol levels >10%, and exhibited a significant reduction in malic
acidity (>80%). The efficiency of malic acidity reduction was confirmed in fermentations of
wine must (Chardonnay with 3.22 g.L-" malic acid) in which the sequential inoculation IP-3/
EC1118 finished the fermentations with alcohol levels >9.0% (v/v), less than 1 g.L" of residual
sugars, low volatile acidity, reduced total acidity, and particularly, 67.7% malic degradation.
Overall, the results show the potential of IP-3 to reduce malic acidity in wine fermentations,
either in co-fermentation or in sequence fermentations with S. cerevisiae.

KEYWORDS: Fermentation, non-Saccharomyces, malic acid, glycerol/ethanol.

INTRODUCAO

A fermentacédo alcodlica do mosto de uva € um processo complexo realizado por
leveduras enolégicas que, em esséncia, envolve a conversdo bioquimica de aglcares em
etanol e didxido de carbono, e a0 mesmo tempo em que essa reagéo geral ocorre, muitos
outros processos bioquimicos, quimicos e fisico-quimicos ocorrem, tornando possivel
transformar o mosto de uva em vinho (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).

A producéo de vinhos de boa qualidade requer o ajuste da acidez em relacédo aos
outros componentes do vinho para criar um produto equilibrado (SAAYMAN; VILJOEN-
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BLOOM, 2006). Apés a fermentacao alcodlica, o vinho resultante pode sofrer a fermentacao
maloldtica espontdnea ou induzida. Esta fermentacdo consiste na descarboxilagdo
bacteriana do acido malico formando acido lactico e liberando gas carbdnico (ALEXANDRE
et al., 2004). O acido mélico € um dos &cidos organicos mais abundantes, juntamente com
o0 &cido tartéarico, encontrado em uvas e pode ser prejudicial para a qualidade final do vinho
(VOLSCHENK et al., 2001). Este composto contribui para o gosto acido em vinhos e serve
de substrato para bactérias laticas contaminantes que podem causar deterioragéo do vinho
apds o engarrafamento, sendo essencial remover o excesso de acido mélico dos vinhos
para assegurar a estabilidade e qualidade fisica, bioquimica e microbiolégica dos mesmos
(DELCOURT et al., 1995; PRETORIUS, 2000).

Os principais microrganismos envolvidos na fermentagcao malolatica sdo as bactérias
lacticas como Oenococcus, Lactobacillus e Leuconostoc (PALACIOS, 2005). Este processo
€ indispensavel em vinhos de regides frias onde a uva, por ndo atingir a maturagao ideal,
apresenta alta acidez. Porém, algumas bactérias laticas podem causar aumento excessivo
de acido acético, bem como outros aromas desagradaveis, como metalico, terroso, amargo,
entre outros (KRIEGER, 2005; MORENO-ARRIBAS; POLO 2005; PALACIOS, 2005).

Embora Saccharomyces cerevisiae seja principal microrganismo envolvido na
fermentacéo alcodlica, a produgéo de vinho € um processo nao estéril, sendo que muitas
outras espécies de leveduras pertencentes a varios géneros ndao-Saccharomyces ocorrem
no mosto de uva (FLEET, 2008). Cada vez mais, se tem verificado que as estirpes de néo-
Saccharomyces contribuem positivamente para o processo de vinificagdo, pois possuem
algumas caracteristicas enoldgicas especificas ausentes em S. cerevisiae e que podem
contribuis positivamente para aumento da complexidade e qualidade dos vinhos (JOLLY et
al., 2003; VIANA et al., 2008; COMITINI et al., 2011; DOMIZIO et al., 2011).

Trabalhos realizados com [Issatchenkia orientalis, isolada de videiras coreanas,
mostrou a capacidade desta levedura de degradar acido malico rapidamente em meio
contendo acido malico como Unica fonte de carbono e em co-inoculagbes com S. cerevisisae
em mosto vinico (SEO et al., 2007; KIM et al., 2008). Varias estirpes de leveduras tém sido
investigadas como uma alternativa para a degradagéo do acido malico em vinhos, sendo a
mais conhecida Schizosaccharomyces pombe (SNOW; GALLENDER, 1979; RODRIGUEZ;
THORNTON, 1990). De um modo geral as leveduras capazes de reduzir a acidez malica
realizam fermentagfes malto-alcoodlicas (acido malico para etanol), resultando assim numa
redugdo mais aguda da acidez em vinhos (RODRIGUEZ; THORNTON, 1990 RODRIGUEZ;
THORNTON, 1990; SEO et al., 2007). Issatckenia terricola € uma levedura que fermenta
apenas glicose, pode assimilar glicose, etanol, glicerol e succinato (KURTZMAN e FELL,
1998) e é frequentemente encontrada em vinhedos da Serra Gaucha (ROCHA et al., 2022).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi selecionar e avaliar isolados de |. terricola obtidos
de uvas de distintas variedades de V. viniferae V. labrusca da regido serrana do Rio Grande

do Sul, com potencial enoldgico para a degradagéo de 4cido L-mélico.
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MATERIAL E METODOS

Selecédo de leveduras para a degradacao de acido L- malico

Vinte e uma leveduras do género Issaichenkia foram previamente isoladas de
diferentes vinhedos da Serra Gaucha (Brasil). Estes isolados foram selecionados quanto
a tolerancia a etanol, producdo de gas sulfidrico, e crescimento e degradacéo de &cido
L-malico. A tolerancia ao etanol (0 a 16% v/v) foi avaliada pelo crescimento (48h — 28°C)
em meio Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YEPD) suplementado com etanol (0 a 16% v/v)
de etanol (ECHEVERRIGARAY et al., 2013).

A producdo de gas sulfidrico foi avaliada em meio Bismuth Glycine Glucose
Yeast Agar (Biggy Agar) apés 48h de crescimento a 28°C (COMITINI;, CIANI, 2006), e a
capacidade de crescimento (48h — 28°C) em meio Yeast Nitrogen Base (YNB) com 1% de
acido malico como Unica fonte de carbono. A tolerancia a etanol e a utilizagdo de acido
malico foram determinadas por analise de absorbancia de 600nm.

Os isolados com os melhores resultados em crescimento foram avaliados quanto
a degradacgéao de acido L-malico com o Kit L-Malic Acid Assay Magazyme® em meio YNB
contendo 10g.L" de &cido malico como unica fonte de carbono (72h- 28°C).

Ensaio de fermentacdo em mosto sintético

O mosto sintético continha 240 g.L" de Dextrose,7 g.L"' de Acido tartarico, 4 g.L"
de Acido D,L — malico, 6 g.L"' de Acido citrico, 0,67 g.L"' de Sulfato de aménia, 0,5 g.L"'
de Caseina hidrolisada, 0,67 g.L-' de Fosfato de potassio dibéasico, 0,25 g.L' de Sulfato
de magnésio heptahidratado, 0,15 g.L"" de Cloreto de so6dio, 0,15 g.L'' de Cloreto de
célcio, 0,21 g.L" de Sulfato de ferro, 1 ml.L"' de solugdo de micronutrientes (1,5 mg.L"
de CuCl,; 7,5 mg.L'* ZnSO,; 1,0 mg.L" de KI; 1,0 mg.L"" de H,BO,; 1,0 mg.L"' de Mo...;
0,4 mg.L" de CoCl,) e 0,5 g.L' de extrato de levedura. Utilizou-se a linhagem comercial
de Saccharomyces cerevisiae (EC1118) e o isolado nativo de Issatchenkia terricola 1P-3.
Foram realizados quatro tratamentos inoculados com: (a) EC1118 (1 x 107 células. mL"),
(b) IP-3 (1 x 107 células. mL™"), (c) sequencial- IP-3 (5 x 108 células. mL") e EC1118 (5 x 10°
células. mL") apés 48h, e (d) co-inoculagdo de ambas as leveduras (5 x 108 células. mL"
de cada uma).

As fermentagcbes foram acompanhadas pela avaliagdo do grau °Brix (através de
densimetro digital). Para a analise de consumo de glicose foi realizada através do kit
enzimatico Glicose Bioliquid®, e a degradagao de acido L-mélico através do kit enzimatico
L-Malic Acid Assay Magazyme®. Ao término da fermentacéo, foi realizada a determinacéo
de etanol através de destilacdo (% v/v), o contetdo de glicerol (kit enzimatico Kit GPO-
Trinder®). Os tratamentos e avalia¢cdes foram realizadas em triplicata.

Ensaio de fermentacdo em mosto vinico

A fim de autenticar o potencial para a degradacédo do acido L-malico em vinhos,
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realizou-se ensaio de microfermentacédo (5 litros) em mosto da variedade Chardonnay,
ajustado para 3,22 g.L' de 4cido L-malico. Neste ensaio foram realizados dois tratamentos:
(a) apenas com a levedura comercial EC1118 (1 x 107 células. mL") e (b) inoculagéo inicial
com |. terricola (5 x 108 células. mL") seguida 48 h depois por inoculagdo com EC1118 (5 x
106 células. mL"). As fermentagbes foram acompanhadas através de grau °Brix (utilizando
um densimetro digital) e ao término das fermentacdes realizaram-se as analises basicas:
teor alcoodlico (% v/v), acidez total (meq.L") e acidez volatil bruta (meq.L") pelas normas
da International Organization of Vine and Wine (2006), agUcares redutores (g.L") através
do método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) e o contetdo de
acido L-Malico (g.L") através do kit enzimatico L-Malic Acid Assay Magazyme®.

Analises estatisticas

As analises estatisticas incluiram analise de variancia (ANOVA) e comparacao de
médias pelo teste de Tukey, realizadas com o auxilio do programa computacional IBM
SPSS Statistics 20.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As leveduras isoladas foram submetidas inicialmente a um teste de tolerancia
a etanol, onde os isolados 10-7, BC-4 e IP-3 se destacaram por obterem um maior
crescimento em uma concentracdo de 6% de etanol. Nenhum isolado obteve crescimento
em maiores concentragdes de etanol, salvo a levedura S. cerevisiae EC1118. Da mesma
forma, os isolados de . terricola exibiram alta sensibilidade ao sulfito, sendo incapazes de
crescer em concentragdes superiores a 40 mg.L" de sulfito total. Quanto a produgéo de gas
sulfidrico, todos os isolados de . terricola exibiram produc¢éo de gas sulfidrico maior do que
S. cereviciae EC1118. Além disso, todos os isolados cresceram em meio contendo glicose
e no meio contendo acido malico como unica fonte de carbono.

As leveduras da espécie I. terricola sdo particularmente prevalentes em uvas
viniferas (V. vinifera) e comuns (V. labrusca) cultivadas na serra do nordeste do Rio
Grande do Sul, conhecida como Serra Gatcha (ROCHA et al., 2022). Estas leveduras se
caracterizam por apresentar um espectro muito limitado de fermentacao (apenas glicose)
e assimilagéo de fontes de carbono (glicose, etanol, glicerol e succinato), células ovoides
a alongadas, simples ou em pares (KURTZMAN e FELL, 1998). Dados recentes mostram
que mesmo isolados selecionados de [. terricola apresentam baixa tolerancia ao etanol e
ao sulfito e devem ser utilizados em co-fermentagbes ou fermentagcdes sequenciais para a
obtencéo de vinhos (WEN et al., 2019).

Com base no primeiro conjunto de resultados, quatro isolados NRU2, 107, IP3 e IC4
foram avaliados quanto a degradagédo de acido L-malico. Neste ensaio todos os isolados
de [. terricola degradaram entre 55 e 76 % de acido L-malico, taxa significativamente
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maior do que a linhagem EC1118 de S. cerevisiae. Entre os isolados de . terricola, IP-3
apresentou média de degradacéo significativamente superior ao outros isolados (Figura 1).
Wen et al. (2011) mostraram que um isolado de Issatchenkia terricola foi capaz de degradar
aproximadamente 90% do &cido L-malico e do acido citrico.

Com base nos resultados de degradagao de acido malico e algumas caracteristicas
enoldgicas foi selecionado o isolado IP-3 para os ensaios fermentativos. Inicialmente
foram realizadas fermentagdes em mosto sintético. Quatro tratamentos foram incluidos:
(a) EC1118, (b) IP-3, (c) sequencial- IP-3 + EC1118, e (d) co-inoculagéo IP-3/EC. As
fermentagbes foram acompanhadas pela avaliacdo de soélidos soluveis totais (°Brix)
(Figura 2.A) sendo observada uma diminuicdo dos sélidos sollUveis totais ao longo do
tempo atingindo valor zero ap6s 15 dias na fermentacdo com a levedura S. cerevisiae
(EC1118) e co-fermentagéo (IP-3/EC). Ja o tratamento com inoculagdo sequencial IP-3 +
EC (ap6s 48h) apresentou um retardo na fermentacéao finalizando o processo apés 22 dias.
Fermentagéo inoculadas com apenas . terricola (IP-3) mostraram redugéo de apenas 8.6
°Brix em 26 dias, resultados sdo esperados considerando a baixa tolerancia ao etanol de
I. terricola (<8% v/v) evidenciada em linhagens como H5 e objeto de melhoramento (GAO
et al., 2022). Ja fermentagbes sequenciais ou co-fermenta¢des envolvendo /. terricola e
S. cerevisiae atingem teores alcodlicos elevados e originam vinhos com concentragcbes
interessantes de compostos volateis (WEN et al., 2019).

Figura 1. Degradagédo de acido L-mélico em meio minimo contendo 10 g/L de &cido L-malico

Como pode ser observado nos gréaficos da Figura 2.B, as fermentagbes com |.
terricola (IP-3) exibiram reducéo de 100% do &cido L-malico em 10 dias, enquanto as
fermentagdes co-inoculadas e com inoculagdo sequencial exibiram 80% de redugé&o no

mesmo periodo. J& a controle (S. cerevisiae EC1118) levou a uma reducéo de apenas 5%
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no final do 26 dias de fermentagéo (Figura 2.B). Estes resultados s&o comparaveis com

aqueles obtidos por Wen et al. (2011).

Figura 2. Quantidade de sélidos soliveis (A) e degradacgdo de acido L-malico (B) durante o processo de
fermentacdo de mosto sintético com 2,4g.L"" de acido L-malico inoculado com: (A)EC1118, (e) IP-3, (o)
IP-3 seguida de EC1118 ap6s 48 horas (IP3/EC1118), e (o) Co-inoculagéo com IP-3 + EC1118.

As andlises de glicose, glicerol e etanol (Tabela 1) revelaram que o mosto inicial
continha 202 g.L'' de glicose, que os tratamentos incluindo S. cerevisiae consumiram
praticamente o agucar presente no mosto, com concentracdes de agucar residual inferiores
a 1%. Por outro lado, as fermenta¢des com apenas com /. terricola mostraram 100,04 g.L
de acgucar residual.

Fermentagbes com S. cerevisiae atingiram teores alcoélicos de 11,75 a 12,58 %
(v/v), enquanto aquelas com apenas |. terricola chegaram a 4,73 % (v/v). Neste sentido
cabe ressaltar que, de um modo geral, espécies de leveduras nao-Saccharomyces
ndo sdo capazes de completar a fermentagdo vinica, sendo necessaria coinoculgdo ou
inoculacédo sequencial com S. cerevisiae (SODEN et al., 2000; CIANI et al., 2006), ja
que Saccharomyces, especialmente cepas enologicas, € capaz de atingir concentracbes
alcodlicas superiores a 12% (BAUER; PRETORIUS, 2000; FLEET, 2008).

O isolado IP-3 apresentou alta producéo de glicerol em relagéo ao etanol (22,60%)
em comparagcdo com Saccharomyces (11,90%), entretanto quando utilizada em co-
fermentagcdo ou em fermentagbes sequenciais esta relagdo diminui drasticamente néo
diferindo das fermentacdes com EC1118 (Tabela 1). O glicerol € um componente do vinho
relacionada com o metabolismo de leveduras, que contribui para a dogura, viscosidade e
suavidade de vinho (GARDNER et al., 1993; CIANI; FERRARO, 1996). No que se referem
a relacgéo glicerol/etanol, segundo Ribéreau-Gayon et al., (2006), vinhos contém cerca de
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8 g de glicerol por 100 g de etanol. Durante a fermentagcdo dos mostos de uvas, 8% das
moléculas de aclUcar sdo submetidas a fermentacédo gliceropiruvica e 92% submetidas a

fermentacgéo alcodlica.

EC-1118 IP-3 IP-3/EC1118 IP-3 + EC1118
Etanol (% v/v) 11,75 + 0,20 48 4,73+0,14°¢ 12,58 +0,524 11,25+0,25°
Glicerol (g.L™") 11,27 + 0,86 * 8,560+0,2° 11,11 +0,32%8 9,94+ 0,148

Glicerol/Etanol (% p/p) 11,90 +0,57% 22,60+0,16* 10,99+0,388 11,01 £+0,20°8
Glicose residual (g.L ™) 0,80+0,18 B 100,04 +3,16 ~ 0,50 +0,27 B 0,50 +£0,09 ©

* Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tabela 1. Quantidade de etanol, glicerol, agucar residual e relagao glicerol/etanol em fermentagdo com
mosto sintético.

O acompanhamento do crescimento populacional mostrou que o maior nimero de
células de levedura foi atingido aos 5 dias de fermentacdo tanto no tratamento controle
(EC1118) quanto no co-inoculado. Por outro lado, o tratamento com Issatchenkia teve o
numero maximo de leveduras apenas no décimo dia. Em todas as fermentacdes a quantidade
maxima de leveduras variou entre 3 e 6 x 10®° UFC.mL"". Estes resultados mostram que /.
terricola apresenta baixa taxa de divisdo celular em sistema fermentativo, fato que deve
ser levado em consideragéo no desenvolvimento de processos de co-fermentacéo ou de
fermentagdes sequenciais.

Na sequéncia foram realizados experimentos de fermentacdo em mosto da variedade
Chardonnay ajustado para 3,22 g.L' de acido L-malico. Como pode ser observado na
Tabela 2, o mosto inicial continha 180,0 g.L-' de agUcares redutores caindo para 3,37 e
3,60 g.L" nos tratamentos com IP-3/EC1118 e EC1118, respectivamente, ao término da
fermentacédo (10 dias). Estes valores de agucar residual permitem considerar os vinhos
como secos (<4%) pela legislagcéo brasileira.

Os teores de etanol foram de 9,0 a 9,2%, correspondendo a um rendimento da ordem
de >94%. Elevado rendimento indica baixa interferéncia de . terricola sobre a capacidade
fermentativa de S. cerevisiae. Segundo Fleet (1993) a espécie S. cerevisiae, é considerada
como sendo a responsavel pela finalizagdo da fermentag¢édo, consumindo praticamente todo

0 acUcar do mosto.
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EC1118 IP3/EC* Mosto

Etanol (% v/v) 9,004 9,204 -
Acidez total (meq.L") 110,004 104,00 B 116,00 #
Acidez volatil (meq.L") 10,004 11,00 A 2,008
Acucar residual (g.L") 3,60° 3,378 186,004
Acido malico (g.L™") 2,994 1,048 3,224
Degradacéo de acido malico (%) 10,258 67,704 -

* Inoculagéo sequencial IP3 e EC1118. ** Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Quantidade de alcool, acidez total, acidez volatil bruta, agucar residual, &cido L-mélico e
porcentagem de degradacéo de acido L-malico ao término da fermentacdo em mosto vinico.

Como esperado, houve um aumento da acidez volatii de 2 meqg.L"" no mosto,
para 10 e 11 meq.L" nas fermentagbes com EC1118 e IP-3/EC1118, respectivamente.
Porém, apesar da acidez volatil representar um defeito em vinhos (GIL et al., 1996), as
concentragbes observadas sdo muito menores do que o limiar de percepgdo do acido
acético em vinhos (PRETORIUS, 2000).

Ja no que se refere a acidez total, as fermentagdo com EC1118 e com IP-3/EC1118
apresentaram reducédo de 6 e 12 meq.L" em relagdo ao mosto inicial (116 meq.L"). O
uso de leveduras ndo—Saccharomyces em co-inoculagdo com Saccharomyces tendem a
aumentar a acidez total do vinho (KAPSOPOULOU et al., 2007).

O conteldo de acido L-malico no mosto inicial (3,22 g.L ") decaiu significativamente
nas fermentagbes sequenciais IP-3/EC1118, atingindo 67,70% de reducéo, enquanto nas
fermentagdes com EC1118 o decréscimo de acido malico foi de apenas 7,14%.

CONCLUSAO

De um modo geral os resultados obtidos mostram que a levedura Issatchenkia
terricola selecionada IP-3, utilizada em co-fermentagoes, inoculagbes seriadas e em
processo fermentativo individual em mosto sintético e mosto vinico é capaz de reduzir
significativamente os niveis de acido L- malico. Estes dados confirmam a capacidade de
degradacgéo este composto, mesmo em fermentagdes vinicas. Por outro lado, /. terricola,
em fermentagdes sequenciais com S. cerevisiae, nao interfere de forma evidente em outros
parametros fisico-quimicos basicos do vinho, indicando seu potencial para utilizagdo em
fermentagdes vinicas visando a redugéo da acidez mélica. Entanto, ha necessidade de
mais informagdes em relacdo ao seu comportamento fermentativo e sua contribuicdo nas

caracteristicas organolépticas do produto final.

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 3 m



AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
(CNPq), pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES,
cédigo financeiro 001) e pela Universidade de Caxias do Sul (UCS).

REFERENCIAS
ALEXANDRE, H., COSTELLO, P. J., REMIZE, F., GUZZO, J., GUILLOUX-BENATIER, M.

Saccharomyces cerevisiae—Oenococcus oeni interactions in wine: current knowledge and perspectives.
International Journal of Food Microbiology, v. 93, p. 141-154, 2004.

BAUER F.F., PRETORIUS |.S. Yeast stress response and fermentation efficiency: how to survive the
making of wine—a review. South African Journal of Enology and Viticulture, v. 21, p. 27-51, 2000.

CIANI M., BECO L., COMITINI F. Fermentation behaviour and metabolic interactions of multistarter wine
yeast fermentations. International Journal of Food Microbiology, v. 108, p. 239-245, 2006.

CIANI, M., FERRARO, L. Enhanced glycerol content in wines made with immobilized Candida stellata
cells. Applied and Environmental Microbiology, v. 62, p. 128-132, 1996.

COMITINI, F., CIANI, M. Survival of inoculated Saccharomyces cerevisiae strain on wine grapes during
two vintages. Letters in Applied Microbiology, v. 42, p. 248—-253, 2006.

COMITINI, F., GOBBI, M., DOMIZIO, P., ROMANI, C., LENCIONI, L., MANNAZZU, I., CIANI, M.
Selected non-Saccharomyces wine yeasts in controlled multistarter fermentations with Saccharomyces
cerevisiae. Food Microbiology, v. 28, p. 873-882, 2011.

DELCOURT F., TAILLANDIER P., VIDAL F., STREHAIANO P. Influence of pH, malic acid and glucose
concentrations on malic acid consumption by Saccharomyces cerevisiae. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 43, p. 321-324, 1995.

DOMIZIO, P., ROMANI, C., LENCIONI, L., COMITINI, F., GOBBI, M., MANNAZU, I., CIANI, M. Outlining
a future for non-Saccharomyces yeasts: Selection of putative spoilage wine strains to be used in
association with Saccharomyces cerevisiae for grape juice fermentation. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 147, p. 170-180, 2011.

ECHEVERRIGARAY, S., RANDON, M., DA SILVA, K., ZACARIA, J., DELAMARE, A. P. L. Identification
and characterization of non-Saccharomyces spoilage yeasts isolated from Brazilian wines. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 29, p. 1019-1027, 2013.

FLEET, G.H. The microorganisms of winemaking—isolation enumeration and identification, /n: FLEET,
G.H. Wine microbiology and biotechnology. Chur, Switzerland: Harwood Academic Publishers, 1993, p.
510.

FLEET, G.H. Wine yeasts for the future. FEMS Yeast Research, v. 8, p. 979-995, 2008.

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 3 m



GARDNER, N., RODRIGUEZ, N., CHAMPAGNE, C.P. Combined effects of sulfites, temperature and
agitation time on production of glycerol in grape juice by Saccharomyces cerevisiae. Applied and
Environmental Microbiology, v. 59, p. 2022-2028, 1993.

GIL, J.V,, MATEO, J.J., JIMENEZ, M., PARTOR, A., HUERTA, T. Aroma compounds in wines as
influenced by apiculate yeasts. Journal of Food Science, v. 61, p. 1247-1249, 1996.

HEARD, G.M. Occurrence and growth of yeasts during the fermentation of Australian wines.
1988. PhD Thesis, University of New South Wales, USA, 1988.

JOLLY, N.P.; AUGUSTYN, O.H.P.; PRETORIUS, I.S. The effect of non-Saccharomyces yeasts on
fermentation and wine quality. South African Journal of Enology and Viticulture, v. 24, p. 55-62,
2003.

KAPSOPOULOU, K., MOURTZINI, A., ANTHOULAS, M., NERANTZIS, E. Biological acidification during
grape must fermentation using mixed cultures of Kluyveromyces thermotolerans and Saccharomyces
cerevisiae. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 23, p. 735-739, 2007.

KIM, D. H., HONG, Y. A., PARK, H. D. Co-fermentation of grape must by Issatchenkia orientalis and
Saccharomyces cerevisiae reduces the malic acid content in wine. Biotechnology Letters, v. 30, p.
1633-1638, 2008.

KRIEGER, S. The history of malolactic bacteria in wine. In: MORENZONI, R., SPELCHT, K.S.
Malolactic fermentation in wine: understanding the Science of Malolactic Fermentation in Wine,
Canada: Lallemand Inc., 2005. p. 170.

KURTZMAN, C.P. Issatchenkia. In: KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W. The Yeasts: a taxonomic study.
Netherlands: Elsevier, 1998, p. 221-226.

LONVAUD-FUNEL, A. Lactic acid bacteria in the quality improvement and depreciation of wine. In:
SIEZEN R.J., KOK, J., ABEE, T., SCHASFSMA, G. Lactic Acid Bacteria: Genetics, Metabolism and
Applications. Netherlands: Springer, 1999.

MILLER, G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Analytical
Chemistry, v. 31, p. 426, 1959.

MORENO-ARRIBAS, M. V., POLO, M. C. Wine chemistry and biochemistry. Vol. 735. New York,
USA: Springer, 2009.

MORENO-ARRIBAS, M.V., POLO, M.C. Winemaking biochemistry and microbiology: current knowledge
and future trends. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 45, p. 265-286, 2005.

NOBLE, A.C., BURSICK, G.F. The contribution of glycerol to perceived viscosity and sweetness in white
wine. American Journal of Enology and Viticulture, v. 35, p. 110-112, 1984.

PALACIOS, A. Understanding the Science of Malolactic Fermentation in Wine. In: MORENZONI, R.,
SPELCHT, K.S. Malolactic fermentation in wine, Canada, Lallemand Inc., 2005. p. 170.

PRETORIUS |.S. Tailoring wine yeast for the new millennium: novel approaches to the ancient art of
winemaking. Yeast, v. 16, p. 675-729, 2000.

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 3 “



RIBEREAU-GAYON, P.; DUBOURDIEU, D.; DONECHE, B.; LONVAUD, A. Biochemistry of Alcoholic

Fermentation and Metabolic Pathways of Wine Yeasts. /n: RIBEREAU-GAYON, P. et al. Handbook of
Enology: the microbiology of wine and vinifications. Chinchester, UK: John Wiley & Sons Ltd, 2006. p.
497.

ROCHA, R.K.M.; ANDRIOLI, J.; SCARIOT, F.J.; SCHWARZ, L.V.; DELAMARE, A.P.L.;
ECHEVERRIGARAY, S. Yeast diversity in Cabernet-Sauvignon and Merlot grapes grown in the
highlands of Southern Brazil. Oeno One, v. 56, n. 2, p. 101-110.

RODRIGUEZ, S.B., THORNTON, R.J. (1990). Factors influencing the utilization of L-malate by yeasts.
FEMS Microbiology Letters,, v.72, p. 17-22, 1990.

SAAYMAN, M., VILIJOEN-BLOOM, M. The biochemistry of malic acid metabolism by wine yeasts—a
review. South African Journal of Enology and Viticulture, v. 27, p. 113-122, 2006.

SEO, S. H,, RHEE, C. H., PARK, H. D. Degradation of malic acid by Issatchenkia orientalis KMBL 5774,
an acidophilic yeast strain isolated from Korean grape wine pomace. Journal of Microbiology, v. 45, p.
521-527, 2007.

SNOW, P.G., GALLANDER, J.F. Deacidification of white table wines through partial fermentation with
Schizosaccharomyces pombe. American Journal of Enology and Viticulture,, v.30, p. 45-48, 1979.

SODEN A., FRANCIS I.L., OAKEY H., HENSCHKE P.A. Effects of cofermentation with Candida stellata
and Saccharomyces cerevisiae on the aroma and composition of Chardonnay wine. Australian Journal
of Grape and Wine Research, v. 6, p. 21-30, 2000.

VIANA, F,, GIL, J., GENOVES, S., VALLES, S., MANZANARES, P. Rational selection of non-
Saccharomyces wine yeasts for mixed starters based on ester formation and enological traits. Food
Microbiology, v. 25, p. 778-785, 2008.

VOLSCHENK H., VILJOEN-BLOOM M., SUBDEN R.E., VAN VUUREN, H.J.J. Malo-ethanolic
fermentation in grape must by recombinant strains of Saccharomyces cerevisiae. Yeast, v. 18, p.
963-970, 2001.

WEN, L.K., WANG, L.F., WANG, G.Z. Degradation of L-malic and citric acids by Issatchenkia terricola.
Food Science, v. 32, p. 220-223, 2011.

WEN, K.S., WANG, J., CHEN, F.S., ZHANG, X.Y. Effect of Issatchenkia terricola and Pichia kudriavzevii
on wine flavor and quality through simultaneous and sequential co-fermentation with Saccharomyces
cerevisiae. LWT: Food Science and Technology, v. 116, 108477, 2019.

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 3 “



CAPITULO 4

CONTRIBUICAO DE Torulaspora delbrueckii NAS
CARACTERISTICAS DE VINHO DA VARIEDADE

Data de aceite: 01/09/2022
Data de submissédo: 25/07/2022

Daniel Moacir Grison

Agronomia, Universidade de Caxias do Sul,
Campus Nova Prata

Nova Prata - RS

Fernanda Knaach Sandri

Laboratério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul - RS
http://lattes.cnpq.br/2945650765506736

Luisa Vivian Schwarz

Laboratoério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul — RS
http://lattes.cnpq.br/917636177060133

Bruno Cisilotto

Laboratério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul — RS

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS)
Bento Gongalves — RS
http://lattes.cnpq.br/0721930436427293

Ronaldo Kaué Mattos Rocha
Laboratério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul — RS
http://lattes.cnpq.br/3343113227318667

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos

BRS-LORENA

Sergio Echeverrigaray

Laboratério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul — RS
http://lattes.cnpq.br/5630031784004533

Ana Paula Longaray Delamare
Laboratoério de Enologia e Microbiologia
Aplicada, Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul

Caxias do Sul — RS
http://lattes.cnpq.br/2612829295648932

RESUMO: O wuso generalizado de cepas
comerciais de Saccharomyces cerevisiae na
producdo de vinhos tem garantido o controle
do processo fermentativo, levando a producgéo
de vinhos mais uniformes, porém com menor
complexidade organoléptica. Visando a solugéo
deste problema tem sido proposto o uso de
leveduras néo-Saccharomyces e suas misturas
com S. cerevisiae. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito de uma cepa de
Torulaspora delbrueckii nativa selecionada
(BTI5), sobre as caracteristicas fisico-quimicas
e organolépticas de vinhos da variedade BRS-
Lorena. Foram realizadas fermentagbes com:
(1) BTI - T. delbruckii, (2) EC1118 - S. cerevisiae
e (3) EC+BTI co-inoculagao de EC1118 e BTI5,
utilizando mosto original, mosto pasteurizado
e mosto sulfitado. As fermentagbes foram
acompanhadas por desprendimento de gés
carbdnico e os vinhos obtidos de mosto original
foram analisados quanto a parametros fisico-
quimicos e caracteristicas organolépticas. Os
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resultados mostraram que as fermentacdes de mosto original de BRS Lorena acabaram em
sete dias (EC), 13 dias (EC+BTI) e 16 dias (BTI) atingindo teores alcodlicos de 10,6 a 8,4%
(v/v). Porém em mosto pasteurizado a cepa BTI5 atingiu apenas 5,3% (v/v), indicando no
mosto original houve importante contribuicdo de S. cerevisiae nativas. Os vinhos produzidos
através de co-fermentacéo (EC+BTI) apresentaram valores intermediérios para a maior parte
dos parémetros fisico-quimicos avaliados. Em termos organolépticos, os vinho obtidos por
co-inoculagao (EC+BTI) exibiram maior intensidade de aroma (florais e frutados) e maior
persisténcia, qualidade e estrutura de gosto. Em geral, os dados mostram bom potencial
enologico de T. delbrueckii BTI5, especialmente em co-fermentagdes com S. cerevisiae, para
0 aumento da qualidade organoléptica de vinhos da variedade BRS-Lorena.
PALAVRAS-CHAVE: Leveduras ndo convencionais, fermentagdo vinica, analises basicas,
caracteristicas sensoriais.

CONTRIBUTION OF Torulaspora delbrueckii TO THE WINE CHARACTERISTICS
OF THE BRS-LORENA VARIETY

ABSTRACT: The widespread use of commercial strains of Saccharomyces cerevisiae in wine
production has ensured control of the fermentation process but has led to the production
of more uniform wines with less organoleptic complexity. To solve this problem, the use of
non-Saccharomyces yeasts and their mixtures with S. cerevisiae has been proposed. In this
context, the present work aimed to evaluate the effect of a selected native strain of Torulaspora
delbrueckii (BTI5) on the physicochemical and organoleptic characteristics of BRS-Lorena
wines. For that, fermentations were carried out with: (1) BTI - T. delbruckii, (2) EC1118 - S.
cerevisiae and (3) EC+BT]I co-inoculation of EC1118 and BTI5, using original must, pasteurized
must and sulfited must. The fermentations were accompanied by the evolution of carbon
dioxide and the wines obtained from the original must were analyzed for physical-chemical
parameters and organoleptic characteristics. The results showed that the fermentations of the
original BRS Lorena must finished with seven days (EC), 13 days (EC+BTI) and 16 days (BTI)
reaching alcoholic levels of 10.6 to 8.4% (v/v). However, in pasteurized must the BTI5 strain
reached only 5.3% (v/v), indicating in the original must there was an important contribution of
native S. cerevisiae. As expected, wines produced through co-fermentation (EC+BTI) showed
intermediate values for most of the physicochemical parameters evaluated. In organoleptic
terms, the wines obtained by co-inoculation (EC+BTI) exhibited greater intensity of aroma
(floral and fruity) and greater persistence, quality, and taste structure. In general, the data
show good oenological potential of T. delbrueckii BT15, especially in co-fermentations with S.
cerevisiae, to increase the organoleptic quality of BRS-Lorena wines.

KEYWORDS: Non-conventional yeasts, wine fermentation, basic analysis, sensory
characteristics.

INTRODUCAO

Com um importante componente histérico associado a imigragédo italiana, a
vitivinicultura foi se consolidando ao longo dos anos como uma das mais importantes
atividades econdbmicas da Serra Gaucha. Entretanto, a abertura do mercado internacional e

a consequente entrada de vinhos finos, principalmente do Mercosul, colocaram em xeque a
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producao local. Grande esforgo por parte dos produtores, entidades e centros de pesquisa
tem aumentado a competitividade da vitivinicultura brasileira, especialmente para vinhos
finos, mas esta ainda enfrenta importantes desafios. Entre as grandes vitérias competitivas
destaca-se a producdo e comercializa¢ao crescente de espumantes e moscatéis brasileiros,
0s quais ao longo da ultima década tem apresentado constante aumento de qualidade,
producédo e demanda (BURGOS; MASCELLEROSA, 2013; MELO; MACHADO, 2020).

As espécies cultivadas no Estado sao Vitis vinifera, Vitis labrusca e alguns hibridos
inter-especificos. Os vinhos produzidos a partir das variedades V. vinifera sdo conhecidos
como vinhos finos, sendo as variedades Cabernet Sauvignon, Merlot, Chardonnay,
Sauvignon Blanc, Moscato Branco e Tannat as mais utilizadas. As variedades Yves (Bordd)
e Isabel sé@o, por sua vez, as principais variedadees de Vitis labrusca e hibridas empregadas
na elaboragao de vinhos tintos, enquanto Niagara e Lorena sédo empregadas na produgao
de brancos comuns. Cabe ressaltar que os vinhos finos representam 21% (37,6 mil litros em
2019), enquanto que os vinhos comuns, produzidos a partir de variedadees de V. labrusca
e hibridos, contribuem com 79% (144,6 mil litros em 2019) da produgéo vinicola brasileira
(MELO; MACHADO, 2020).

A variedade BRS-Lorena foi obtida através do cruzamento de Malvasia Bianca
e Seyval. Se caracteriza como uma variedade de vigor médio, alta fertilidade e elevado
potencial produtivo, chegando a 25 - 30 T/ha. As uvas atingem de 20 a 22 °Brix, com
acidez total de 100 a 110 meg/L. Os vinhos produzidos sdo aromaticos, com notas de flores
brancas. O sabor é complexo e equilibrado, com fundo levemente amargo, € o retrogosto é
delicado e persistente (CAMARGO; GUERRA, 2001). Com importante resisténcia a doencas
esta variedade é plantada desde o Rio Grande do Sul até o Nordeste (CAMARGO, 2009).
Em 2015, pouco mais de uma década do seu langamento, a BRS-Lorena ja apresentava
uma area plantada era de 402,9 ha, com uma produgéo de 9.806,56 toneladas (MELO;
MACHADO, 2017).

O aroma dos vinhos é classificado de acordo com a fonte dos distintos compostos
que contribuem para o mesmo. Assim os aromas sao divididos em: (1) aromas varietais
(compostos aromaticos oriundos das uvas), (2) aromas pré-fermentativos (compostos
formados durante as operag¢des de extracdo e condicionamento dos mostos), (3) aromas
fermentativos (compostos produzidos por leveduras e bactérias durante a fermentagéo
alcoodlica e malolactica) e (4) aromas pos-fermentativos (compostos que surgem durante o
envelhecimento através de ag¢des enziméticas ou fisico-quimicas em madeira ou garrafa).
Além dos obviamente conhecidos etanol e glicerol, um amplo conjunto de compostos
secundarios e oriundos da biotransformacéo de precursores presentes nos mostos levam a
aquele conhecido como “bouquet fermentativo” (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

O “bouquet fermentativo” é influenciado pela cepa ou cepas de leveduras envolvidas
e o processo fermentativo empregado (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; DUBORDIEU et
al., 2006). As dificuldades inerentes ao uso de populacdes de leveduras autéctones na
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producdo industrial, especialmente a elevada variabilidade entre safras, levou a partir de
meados do século XX a inoculagdo de leveduras comerciais Saccharomyces selecionadas
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Por outro lado, esta pratica determinou uma maior uniformizagdo dos produtos
vinicos, que perderam as suas caracteristicas regionais associadas as populacbes
microbianas participantes da fermentagdo, mantendo apenas as diferencas decorrentes
das caracteristicas edafoclimaticas e praticas culturais. Assim, nas Ultimas décadas tem
surgido especial interesse na obtengéo e selecdo de cepas de leveduras Saccharomyces
e nao-Saccharomyces, capazes de imprimir caracteristicas organolépticas especiais e
aumentar a complexidade aromatica de vinhos.

As propriedades enologicas de isolados de espécies ndo-Saccharomyces tém
sido estudadas resultando em alguns casos em produtos de alta qualidade (JOLLY et al.,
2006; LAMBRECHTS; PRETORIUS 2000), como aqueles derivados de fermentagdes com
Torulaspora delbrueckii (RENAULT et al., 2009). T. delbrueckii contribui na qualidade do
vinho produzindo baixas concentracGes de acido acético, altas concentragdes de glicerol,
aumento da quantidade de manoproteinas e polissacarideos, diminuicdo de compostos
indesejaveis (alcoois superiores, etc) e aumento de compostos aromaticos interessantes
com aromas frutais e florais como esteres, lactonas, tibis, terpenos, entre outros (BENITO
2018; MARCON et al., 2019).

Se por um lado T. delbrueckii € considerada a espécie ndo-Saccharomyces mais
promissora na produgédo de vinhos e outros fermentados, a sua utilizagéo industrial € ainda
complexa. Sua sensibilidade a sulfito, sua tolerancia limitada a etanol, e a grande variacéo
existente entre as distintas cepas ou isolados avaliados impedem uma utilizagdo clara e
reproduzivel o que determina problemas tecnologicos evidentes (RAMIREZ; VELAZQUEZ,
2018). Com tolerancia ao etanol da ordem de 6 a 8% (v/v) o uso de T. delbrueckii requer
cofermentagéo ou fermentagdo sequencial com S. cerevisiae, uma pratica que implica em
interacdes levedura/levedura e disputa por nutrientes entre as populagbes (RAMIREZ ;
VELAZQUEZ, 2018).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento
fermentativo de T. delbrueckii, S. cerevisiae e co-inoculagdo com estas duas leveduras
em mostos da variedade BRS Lorena, assim como as caracteristicas fisico-quimicas e
organoléptica dos vinhos produzidos, visando determinar o potencial de T. delbrueckii na
tipicidade dos vinhos desta variedade hibrida aromatica.

MATERIAL E METODOS

Preparacao do mosto

O mosto original foi produzido a partir de 25 kg de uva BRS-Lorena coletadas em
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Caravaggio, Vila Flores, RS, em 2 de fevereiro de 2022. O mosto foi obtido por prensa,
originando 17 litros que foi clarificado sem adigéo de SO, e mantido em camara fria por 1
dia.

Fermentacoes vinicas

As fermentagdes foram realizadas em frascos Duran de 1000 mL contendo 900 mL
de mosto. As leveduras utilizadas nos experimentos foram: T. delbrueckii BTI5 (isolado
nativo) e S. cerevisiae EC1118 (Lallemand). Os tratamentos foram: 1- inoculagdo com
BTI5 (10° células/ml), 2- inoculagdo com EC1118 (108 células/ml), e 3- co-inoculagéo BTI5
(108 células/ml) e EC1118 (102 células/ml). O experimento foi conduzido em delineamento
completamente casualizado com 3 tratamentos versus 4 repeticdes.

As fermentagGes foram acompanhadas pelo desprendimento de CO, através de
pesagens diarias. O produto final foi avaliado quanto a analises basicas e organoléticas.

Além destes, foi realizado um experimento com mosto Lorena pasteurizado a 80°C
por 30 minutos e um com mosto de BRS Lorena adicionado de 60 mg/L de metabissulfito
de potassio. Estes experimentos foram inoculados da mesma forma que o primeiro, e as

fermentagGes acompanhadas por desprendimento de CO,,.

Determinacao de leveduras no mosto e no final de fermentacao natural

O numero de leveduras presentes no mosto original e no final da fermentacao
natural de BRS Lorena foram determinados através de plagueamento de diluicdes seriadas
de base 10 em meio WLN, com trés placas por diluicdo. As placas foram mantidas a 28°C
por 96 h. O nimero de leveduras totais, assim como de leveduras apiculas, leveduras néao-
Saccharomyces e Saccharomyces foi determinado pela contagem do numero de colénias
totais e tipicas de cada grupo (cor, tamanho, superficie, elevagéo) e expresso em unidades
formadoras de colénias por mL (UFC/mL).

Analises fisico-quimicas
As analises do mosto original e dos vinhos obtidos a partir dele foram realizadas de

acordo com as metodologias preconizadas pela OIV (Organizagéo Internacional da Vinha e
do Vinho) e do MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento).

a) Acucares redutores

A andlise de agUcares redutores foi feita em microplacas com 96 pogos em triplicata
com 40 pl de dgua destilada, 10 yl de amostras, 50 yl DNS, diluidos em 1/5. Foi realizado uma
curva padrdo com solucédo de glicose (2g/L), as concentragdes variaram entre 0, 0.2, 0.4,
0.8, 1.6, 2.0 (g/L), as microplacas foram levadas a um banho seco) a 96°C por 15 minutos.
Apbs foi retirado 90 ul de cada concentragdo e repassada para outra microplaca com 90
ul de agua destilada. A leitura de absorbancia foi realizada a 595nm em espectrofotometro
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Libra S12 (Biochrom). Os dados foram apresentados em g/L de agucares redutores.

b) Acidez total

Para a anélise de acidez total foi usado um Erlenmeyer de 250mL com 100mL de
agua destilada, 5 mL de amostras de mosto sintético, 4 gotas de fenolftaleina 1%. Foi
realizada titulagdo com hidroxido de sédio a 0,1N até o aparecimento da coloragédo rosa
indicando um pH baésico e anotado o volume gasto (mL). Para calcular a acidez total foi
usado a formula:

onde:

n = mililitros de hidréxido de s6dio gastos na titulagéo

N = normalidade do hidroxido de sédio

V = volume de amostra utilizado em mL.

Os dados de acidez total foram apresentados como miliequivalentes de éacido
tartarico por litro (meg/L).

c) Densidade relativa
A densidade relativa foi determinada com densimetro digital Densito 30PX (Mettler-
Toledo).

d) Teor de alcool

O conteldo de alcool foi detereminado através de destilagé@o, seguida de avaliagdo
da densidade a 20°C com densimetro Densito 30PX (Mettler-Toledo). Os dados foram
apresentados em percentagem de &lcool por volume (v/v)

e) Contetdo de Glicerol

O conteldo de glicerol foi determinado utilizando o Glycerol Assay Kit (Megazyme)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os dados foram apresentados em mg de glicerol
por litro (mg/L).

d) Cor

A cor do mosto e dos vinhos foi determinada através de leitura espectrofotométrica
a 420nm em espectrofotometro Libra S12 (Biochrom), e os dados apresentados como
absorbancia.

Analises organolépticas

As analises organolépticas foram realizadas por um painel de 12 degustadores. Para
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a avaliagdo foi empregada uma ficha descritiva/quantitativa (1 a 10) para caracteristicas
de cor (tonalidade e brilho), aroma (intensidade, complexidade, qualidade, frutado,
floral, citrico e defeitos) e sabor (acidez, salgado, estrutura, untuosidade, alcoolicidade,
equilibrio, qualidade e persisténcia). As amostras foram apresentadas em tacas ISO com
codificacao aleatéria. A metodologia empregada seguiu as recomendacdes da Organizacéo
Internacional de Vinha e do Vinho (OIV).

Analises estatisticas

De acordo com a natureza dos experimentos e dos dados, os mesmos foram
avaliados através de analise de variancia com comparagéo de médias pelo teste de Tukey,
analises multivariadas de componentes principais, ou analises nao paramétricas. Em todos

os casos foram utilizados os programas SPSS (versdo atual) e/ou Statistics.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser apreciado na Figura 1, as fermentagcbes de mosto original de
BRS Lorena (nédo pasteurizado ou sulfitado) inoculadas com EC1118 atingiram a fase
estacionaria com sete dias, enquanto a mistura EC+BTI demorou 13 dias, e BTl néao
completou a fermentacdo apds 16 dias. O comportamento de S. cerevisiae EC1118 &
compativel com uma fermentagdo com inéculo normal (1 a 3 x 108 células/ml) num mosto
com 20,2° Brix. Da mesma forma, as fermentac¢des da mistura EC+BTI apresentaram um
perfil mais lento esperado, considerando a menor taxa fermentativa de T. delbrueckii e a
progressiva participagéo de S. cerevisiae no processo. Por outro lado, as fermentacgdes
conduzidas apenas com BTI exibiram um comportamento distinto daquele esperado para
leveduras T. delbrueckii, atingindo teores alcodlicos tedricos, com base no desprendimento
de gas carbobnico, muito elevados em relagéo aqueles obtidos com esta espécie de levedura
(RAMIREZ; VELAZQUEZ, 2018). Esta discrepancia pode ser atribuida & participacdo de
leveduras nativas com elevada tolerancia ao etanol (S. cerevisiae) presentes no mosto de
uva, o0 que explica a curva com tendéncia diauxica observada, com um pseudo-plato entre
5 e 6 dias e uma retomada fermentativa ap6s este periodo.
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Figura 1 — Cinética das fermentagdes de mosto Lorena

Um levantamento das leveduras presentes no mosto original de Lorena mostrou
uma populagéo total de 1,85 x 105 UFC/mL, sendo 64,8% apiculadas (Hanseniaspora sp.),
32,4% nao-Saccharomyces (Candida sp., Pichia sp., Starmerella sp., entre outras), e 2,8%
Saccharomyces (Figura 2), compativel com levantamentos de populacdes de leveduras
em mostos vinicos no Brasil (ROCHA et al., 2022) e outros paises produtores (BARATA
et al., 2012). Por sua vez este mosto no final da fermentagdo mostrou elevado namero
de Saccharomyces (5,2 x 108 UFC/mL) contra um pequeno numero de outras leveduras
(1,3 x 103 UFC/mL). Confirmando a presenca de leveduras nativas Saccharomyces e sua
participa¢do nas fermentacgdes, particularmente evidente naquelas conduzidas com BTI5.

Figura 2 — Diferentes morfologias coloniais em leveduras de mosto original de BRS-Lorena em meio
WLN (diluigdo: 10?3).

Vitivinicultura: Cultivo da uva e produgéo de vinhos Capitulo 4 “



Fermentacbes conduzidas com o mesmo mosto de BRS-Lorena pasteurizado
(Figura 3.A), mostraram que as fermenta¢des com EC1118 e com EC+BTI apresentaram
comportamento semelhante aquele do mosto ndo pasteurizado, enquanto que as
fermentagdes com BTI exibiram o comportamento esperado para T. delbrueckii atingindo
um maximo de 5,3% (v/v) de etanol, confirmando mais uma vez a participacédo de outras
leveduras durante a fermentagédo em mosto de BRS-Lorena original (Figura 1).

Ja as curvas de fermentagao de mostos sulfitados (Figura 3.B) exibiram um aumento
de fase lag, de adaptagéo, comecando o processo fermentativo a partir do quarto dia. Deste
ponto em diante, as curvas de EC, EC+BTI e BTI foram semelhantes, com certo retardo
no caso de EC+BTI e BTI. Este comportamento mostra que as leveduras necessitam se
adaptar fisiologicamente ao sulfito (NARDI et al., 2010) e confirma a sensibilidade de T.
delbrueckii a este produto (KURTZMAN, 2010), assim como a presenca e contribuicao de

leveduras (S. cerevisiae) autéctones no processo fermentativo.

Figura 3 — Curvas de fermentacéo de mosto de BRS-Lorena. A- pasteurizado, e B- sulfitado (60 mg/L
de metabissulfito de potassio)

O sulfito é o agente redutor e antimicrobiano mais utilizado na area vinicola
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Este agente € adicionado na forma de metabissulfito
de sbdio ou de potassio, os quais por sua vez, no pH baixo e elevado conteudo de etanol
dos vinhos, forma sulfito livre que altera a integridade da membrana celular e aumenta a
concentracdo de radicais livres dentro da célula, reduzindo a viabilidade das leveduras
(SCHIMZ, 1980; CISILOTTO et al., 2021). Assim, a sensibilidade de T. delbrueckii ao
sulfito € considerada um dos problemas na utilizacéo desta espécie, e motivo de pesquisas
visando a obtencdo de cepas tolerantes (VELAZQUEZ et al., 2020).

A anélise de parametros fisico-quimicos dos vinhos obtidos com mosto original ap6s
estabilizacdo a frio, trasfega e manutencéo a baixa temperatura (10°C) por trés meses,
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sdo apresentados na Tabela 1. Estes resultados mostram que 0s vinhos, com excessao
daqueles fermentados com BTI5, completaram ou chegaram préximo a completar a
fermentacdo em 16 dias, com conteddos de aglcares redutores proximos aos maximos
para vinhos secos (<4.1/g/L) pela legisla¢édo brasileira, teores alco6licos compativeis com
0s esperados para vinhos produzidos a partir de mosto com 20.2 °Brix, € com acidez total
menor do que vinhos de Lorena 86,78-96,39 meg/L (DA SILVA et al., 2015) e dentro da
legislacado (55 a 130 meq/L).

Estes resultados mostram que os vinhos obtidos com inoculagdo com EC1118
apresentaram graduagao alcodlica, contetdo de glicerol e indice de cor significativamente
maiores do que os outros tratamentos, e menor concentracdo de agucares redutores e
acidez total do que vinhos inoculados com BTI (Tabela 1). Ja os vinhos co-fermentados com
EC e BTl (EC+BTI) exibiram valores intermediarios para os parametros etanol, glicerol,
agUcares redutores e acidez total, e cor semelhante as fermentacdes com BTI (Tabela 1).

ETANOL Acucares Acidez total
(V/v) redutores (g/L) Densidade Glicerol (g/L) (meq/L) pH COR (420nm)
EC1118 10.6+0.7"  504+082° 0.9908 827+009" 850+14" 37 01120015
BTI5 84+02° 611x171" 09891  6.18+022° 762x28° 37 0.097+0.009"°

EC+BTI 96+01°  564+095"°  0.9891 725+023 789+14"° 36 0.093+0.007"°
MOSTO  00+00 16351 +458  1.0838 1.51 0.1 68.1+0.2 35  0.034+0.003

* Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tabela 1 — Pardmetros fisico-quimicos de vinhos Lorena fermentados com S. cerevisiae
(EC1118), T. delbueckii (BTI5) e co-fermentados com EC e BTI.

Os valores intermediarios para varios parametros dos vinhos fermentados com
EC1118 e BTI5 (Tabela 1) mostram que, independentemente da participagdo eventual de
leveduras autdctones, os vinhos co-inoculados apresentam um comportamento esperado.
Este resultado é de extrema importancia, ja que conforme evidenciado na Figura 3.B, a
adicao de sulfito ndo é uma opgéo para o controle de leveduras Saccharomyces autéctones
ou outras leveduras presentes nos mostos quanto se pretendem inocular com T. delbrueckii.

Considerando as curvas da Figura 1 e as caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1), os
vinhos obtidos por cofermentacéo S. cerevisiae e T. delbrueckii (EC+BTI), numa proporcéo
inicial de 1/1000, exibem comportamento fermentativo e caracteristicas intermediarias entre
as fermentacbes com as duas leveduras independentes, mas atingindo vinhos com baixo
conteudo de agucar residual, com boa acidez, com importante contetudo de glicerol e baixa
oxidagao (cor 420nm). Cabe ressaltar que, estes resultados indicam menor contribuicéo
das leveduras autéctones, fator ndo controlado, sobre os pardmetros fermentativos do que
as leveduras inoculadas (EC1118 e BTI5).
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Figura 4 — Analise organoléptica de vinhos de BRS-Lorena fermentados com S. cerevisiae EC1118, T.
delbrueckii BT15 e co-fermentados com as duas leveduras.

Os valores corresponde as medianas de 12 avaliadores.

Os dados resultantes da analise organoléptica dos vinhos BRS-Lorena obtidos com
inoculagdo com EC1118, BTI5 e EC+BTI podem ser apreciados na Figura 4. Em termos
de aromas, os vinhos oriundos de cofermentacdo mostraram maior intensidade, sendo
semelhante aos vinhos inoculados com BTl para complexidade, qualidade, aromas frutados
e citricos, porém com menores notas florais. Ja os vinhos fermentados com EC1118
apresentaram mais defeitos, e menores valores de qualidade e frutado do que aqueles com
participacdo de BTI (Figura 4.A). Em fermentagdes vinicas, T. delbrueckii de forma isolada

ou em co-fermentagdes, contribui positivamente nas caracteristicas organolépticas através
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de aumento de polidéis (MBUYANE et al., 2018), ésteres (MARCON et al., 2018), e outros
compostos que elevam notas frutadas e florais (ZHANG et al., 2018).

A andlise visual mostrou valores muito semelhantes de tonalidade e brilho nos trés
vinhos avaliados, confirmando os dados de absorbéncia a 420nm (Tabela 1). Ja em termos
gustativo, os vinhos co-fermentados com EC1118 e BTI5 apresentaram maior persisténcia,
qualidade, acidez, salgado e textura do que os vinhos obtidos por inoculagdo com EC ou
com BTI isoladamente. Estas caracteristicas podem estar associadas a maior equilibrio
acucar/etanol/glicerol (Tabela 1).

CONCLUSOES

De um modo geral, os resultados mostram que mostos da variedade BRS Lorena
co-inoculados com T. delbrueckiilS. cerevisiae completam a fermentacdo dentro de um
periodos semelhante aos mostos inoculados apenas com S. cerevisiae. Os vinhos obtidos
utilizando as duas leveduras apresentam valores intermediarios para a maior parte das
caracteristicas fisico-quimicas, quando comparado com os vinhos inoculados com cada
uma das leveduras individualmente. Além disso, os dados mostram que T. delbrueckii,
em particular em cofermentagdes com S. cerevisiae, contribui positivamente para as
caracteristicas organolépticas de vinhos da variedade hibrida BRS Lorena, elevando
intensidade aromatica com notas frutas e florais, e aumentando a persisténcia, qualidade
e estrutura em boca.
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