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RESUMO

Utilizar leveduras selecionadas para a fermentacao alcodlica de vinhos finos € uma estratégia
que visa, sobretudo, garantir ao produto final caracteristicas sensoriais e fisico quimicas de
qualidade, além de assegurar que o processo comece e termine sem problemas como parada
de fermentagdo e producao de compostos volateis de pouco interesse. Selecionar leveduras de
uma regido vitivinicola agrega nas caracteristicas do vinho ali produzido, uma vez que
supde-se que estas sejam mais adaptadas as condi¢des locais, além de contribuir fortemente
para a ideia de ferroir do local. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar sensorial
e quimicamente, vinhos Tannat e Cabernet Sauvignon fermentados com distintos protocolos
de vinificagdo, utilizando leveduras comerciais e leveduras autoctones Saccharomyces
cerevisiae ¢ Lachancea thermotolerns, isoladas da regido da Campanha Gatcha. O
experimento foi conduzido com trés tratamentos em triplicata para cada variedade, o controle,
T1 (S. cerevisiae comercial), o T2 com S. cerevisiae autdéctone ¢ o T3 com fermentagao
sequencial de L. thermotolerans ¢ S. cerevisiae autdctones. O processo de vinificagdo ocorreu
de acordo com protocolo padrao para tinto, e as leveduras autdctones foram multiplicadas em
meio liquido YEPD. As andlises fisico-quimicas foram realizadas por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) no equipamento WineScan SO,, as
analises de antocianinas e taninos totais foram realizadas via espectrofotometria e a atividade
antioxidante por DPPH, além de andlise sensorial utilizando fichas de perfil descritivo
quantitativo. As leveduras autdctones impactaram na cinética de fermentagao, provocando um
leve atraso na conclusdo da fermentacdo alcoodlica (F.A) para o T3 e ndo conclusdo da F.A.
para o T2. A L. thermotolerans nao foi capaz de impactar na produgdo de glicerol e acido
latico, ndo aumentando a acidez total do vinho porém gerou aumento da acidez volatil e a S.
cerevisiae foi capaz de aumentar a produgdo de glicerol e, sensorialmente, os tratamentos com
leveduras autdctones foram descritos com maior complexidade aromatica, melhor pontuados
e preferidos pelos avaliadores, demonstrando o potencial e impacto sensorial positivo das

cepas utilizadas.

Palavras-Chave: = Fermentacdo sequencial, Saccharomyces cerevisiae; Lachancea

thermotolerans; Cabernet Sauvignon; Tannat.



ABSTRACT

Using selected yeasts for the alcoholic fermentation of fine wines is a strategy that aims to
guarantee quality sensory and physical-chemical characteristics to the final product, in
addition to ensuring that the process begins and ends without problems such as fermentation
stops and the production of volatile compounds of little interest. Selecting yeasts from a wine
region adds to the characteristics of the wine, as they are supposed to be more adapted to local
conditions, in addition to contributing to the idea of the local terroir. Therefore, the objective
of this study was to characterize sensorially and chemically, Tannat and Cabernet Sauvignon
wines fermented with different winemaking processes, using commercial and autochthonous
yeasts Saccharomyces cerevisiae and Lachancea thermotolerans, isolated from the Campanha
Gaucha region. The experiment was conducted with three treatments in triplicate for each
variety, the control, T1 (commercial S. cerevisiae), T2 with autochthonous S. cerevisiae and
T3 with sequential fermentation of L. thermotolerans and autochthonous S. cerevisiae. The
vinification process took place according to a standard protocol for red wines, and the
autochthonous yeasts were multiplied in YEPD liquid medium. The physicochemical analyzes
were carried out by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) on the WineScan SO,
equipment, anthocyanins and total tannins were carried out by spectrophotometry and the
antioxidant activity by DPPH, in addition to sensory analysis using quantitative descriptive
profile sheets. Autochthonous yeasts impacted the fermentation kinetics, resulting in a slight
delay in the completion of alcoholic fermentation (F.A.) for T3 and non-completion of F.A.
for T2. L. thermotolerans was not able to impact the production of glycerol and lactic acid,
not increasing the total acidity of the wine, however it generated an increase in volatile acidity
and S. cerevisiae was able to increase the production of glycerol and, sensorially, treatments
with autochthonous yeasts were described with greater aromatic complexity, better scored and
preferred by evaluators, showing the potential and positive sensorial impact of the strains

used.

Keywords: Sequential fermentation; Saccharomyces cerevisiae; Lachancea thermotolerans;

Cabernet Sauvignon; Tannat.
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1. INTRODUCAO

As decisdes tomadas durante a produgdo dos vinhos sdao os fatores de maior impacto
na distingdo do produto final. Essas decisdes podem variar de corte de variedades utilizadas,
temperatura de conducdo da fermentacdo alcodlica (F.A.), utilizacdo ou nao de leveduras
selecionadas.

Ao escolher utilizar uma levedura selecionada o endlogo se garante da correta
execugdo do processo, com pouco ou nenhum problema para completar a F.A, tendo garantias
ainda dos aromas a serem formados.

Ao conduzir a fermentagao alcodlica de maneira espontanea, o endlogo espera que os
microrganismos ali presentes acrescentem caracteristicas organolépticas distintivas ao produto
final, estes microrganismos variam basicamente entre leveduras N-Saccharomyces. e
Saccharomyces cerevisiae. O problema dessa decisdo ¢ que leveduras autdctones vao se
multiplicar de maneira desordenada, podendo ndo conseguir fermentar todo o acticar da uva,
acarretando em paradas de fermentagao, além da produgao incerta de compostos volateis.

Se combinar a utilizagdo de leveduras autdctones Nao-Saccharomyces com S.
cerevisiae, isoladas e caracterizadas previamente, o endlogo garantird o melhor dos dois
mundos: uma contribuicdo aromadtica significativa, melhor metabolismo de acidos orgénicos e
maior producao de glicerol com a seguranca de conduzir a F.A. até o final.

O mundo passa por um processo de “naturaliza¢dao” dos produtos, e o setor vitivinicola
tém acompanhado essa tendéncia, entdo, a busca por vinhos “naturais” tem se mostrado um
grande divisor de aguas no processo de compra e venda dos produtos. O que precisa ser
discutido ¢ até que ponto algo ¢ ou nao natural.

O processo de transformacao de suco (ou mosto) de uva em vinho ¢ natural, o agente
transformador ¢ a levedura, um microrganismo fermentativo naturalmente encontrado na
superficie da industria viticola mas sobretudo nas peliculas das bagas, que ird converter o
acucar da fruta em alcool com producdo de gas carbonico (CO,), porém, sem intervencao
humana esse processo ¢ variavel podendo resultar em um produto intragavel, o vinagre.

Barbeau (2004) coloca que Terroir € o “conjunto denominado e delimitado por terras
cuja natureza, a configuragdo geografica e o clima permitem aqueles que os exploram
elaborar produtos especificos”. Fica explicito a importancia da agdo humana sobre o produto a

ser produzido, sobretudo na escolha do local de produgao e da levedura a ser utilizada.
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A Campanha Gaucha ¢ um territdrio localizado ao sul do estado do Rio Grande do Sul
que vem se destacando devido as suas caracteristicas edafoclimaticas, que conferem a uva
produzida uma maturagdo mais lenta, elevando os teores de agucar e polifendis, além de
contribuir na cor, aroma e sabor do vinho.

O conjunto  das caracteristicas edafoclimaticas com o saber-fazer do fator humano
criam um terroir unico a Campanha Gaucha. Ao empregar uma levedura selecionada ao
processo, o endlogo buscar garantias de qualidade e, se utilizar leveduras autdctones que
podem ser estudadas e isoladas de acordo com a especificidade de uma area sendo adaptadas
as condigdes climdticas da regido e a matéria-prima, podem ser responsaveis, em parte, pela
qualidade e caracterizagdo final dos vinhos além de garantir que o produto final seja seguro e
estavel durante o processo fermentativo. Sem duvida, uma grande alternativa de diferenciacao

no mercado, contribuindo fortemente para o estabelecimento real de um terroir local.

1.1.  Hipétese

A utilizagdo de leveduras autoctones impacta a cinética de fermentacdo, as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do vinho, bem como a producdo de compostos

volateis.

1.2.  Objetivo Geral

Caracterizar sensorial e quimicamente, vinhos Tannat e Cabernet Sauvignon
fermentados com distintos protocolos de vinificacdo, utilizando leveduras comerciais e
leveduras autdctones Saccharomyces cerevisiae € Lachancea thermotolerns, isoladas da

regido da Campanha Gatcha.

1.3.  Objetivos especificos

- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de vinhos obtidos através de processos de
fermentagdo convencional e fermentacdo sequencial utilizando leveduras comerciais e
autoctones;

- Avaliar as caracteristicas sensoriais de vinhos obtidos através de processos de

fermentagdo convencional e fermentacao sequencial utilizando leveduras comerciais e
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autoctones;
- Comparar os vinhos obtidos dos processos de fermentacdo convencional e

fermentagdo sequencial utilizando leveduras comerciais e autoctones.

2. CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1. O processo de fermentacao

A fermentagdo ¢ um dos métodos mais antigos de conservacao de alimentos, que se da
através da acdo de microorganismos autoctones com capacidade para transformar a matéria
prima, prolongando a vida 1util do produto original (CRUXEN & FIORENTINI, 2023).
Inicialmente ndo se tinha conhecimento de como a matéria prima era transformada e o que
estava envolvido neste processo, com o tempo foi se estudando e descobrindo os constituintes
do mesmo.

A fermentacdo pode ser descrita como ‘“um processo que ocorre quando o
microrganismo se reproduz, a partir de uma fonte apropriada de nutrientes, visando a
obtenc¢ido de um bioproduto”. E um processo de extrema importancia para varios setores da
sociedade, indo da industria quimica e farmacéutica a alimentar, talvez a de maior expressao
de relevancia, ja que o processo ¢ utilizado para a producdo de queijos, iogurtes, produtos de
panificacdo, vinagres, enzimas e dlcoois (DAMASO & CORI, 2021).

Os alimentos fermentados possuem caracteristicas sensoriais Unicas decorrente do
metabolismo dos distintos microrganismos utilizados nos processos, tratando-se da industria
alimentar, um dos microrganismos de maior importancia sdo as leveduras.

As leveduras sdo seres eucaridticos, unicelulares, heterotréficos e anaerdbios
facultativos, ou seja, na presenga de oxigénio pode realizar respiragdo celular para obter
energia porém na auséncia ocorre a fermentagdao com liberacdo de metabolitos de interesse
industrial, tais quais o CO, e o alcool, além disso elas possuem grande atividade bioquimica
em processos de lipdlise e protedlise, contribuindo para a formagao de aromas em alimentos e
bebidas (CRUXEN & FIORENTINI, 2023).

O processo pode se dar de duas formas: em fermentagcdo submersa (FS), que ocorre em
meio com presenca de agua livre e com substrato solivel; e a fermentacio em meio
semissolido ou estado solido (FMSS ou FES) que ocorre na auséncia parcial ou total de dgua

livre e a formacao de produtos ocorre na superficie de substrato sélidos (SANTOS et al,
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2008).

Por ser um microrganismo anaerdbio facultativo a levedura consegue realizar
respiracdo celular na presenca de oxigénio e fermentagdo na auséncia, ambos 0s processos
geram energia celular na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) a diferenca ¢ que na respiracao
sdo gerados aproximadamente trinta ATPs para cada molécula de glicose, enquanto que na
fermentagdo sdo apenas dois ATPs (TOGORES, 2011).

O processo fermentativo ocorre via Embden-Meyerhof-Parnas, ou glicolise
(FUGELSANG & EDWARDS, 2007). A molécula de glicose ¢ oxidada em duas moléculas de
acido piruvico, gerando também duas moléculas de ATP e duas nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) em estado reduzido (WALKER & STEWART, 2016). Na sequéncia as
moléculas de acido piravico sdo convertidas em acetaldeido pela enzima piruvato

descarboxilase que libera duas moléculas de CO , © por fim as moléculas de acetaldeido sdo

reduzidas a etanol pela enzima alcool desidrogenase ¢ a coenzima NAD passa ao estado

oxidado de NAD+, exemplificado na Figura 1 (CRUXEN & FIORENTINI, 2023).
O processo fermentativo ¢ realizado por bactérias heterofermentativas e leveduras,
para a industria enologia a de maior interesse € a S. cerevisiae, no entanto, os estudos vém

avancando na utilizagdo de outras leveduras de interesse enologico.
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Figura 1: Esquema da fermentacdo alcodlica
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Fonte: autor adaptado de CRUXEN, 2023

Ainda, na produgdo de vinhos, existe a fermentacdo malolatica que ¢ uma segunda
fermentacdo realizada pela Bactéria Acido Latica (BAL) em que a estirpe mais relevante no
setor € a Oenococcus oeni. Esse processo possibilita que o vinho produzido se torne menos
acido, uma vez que o 4cido lactico ¢ mais fraco que o acido madlico, além de acrescentar
positivamente as caracteristicas de aroma e sabor do produto. Nessa fermentagdo ocorre a
descaboxilagdo do 4cido malico resultando no acido latico, como mostrado na figura 2

(CRUXEN & FIORENTINI, 2023).
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Figura 2: Esquema da fermentagdo malolatica

Acido malico

Acido latico

Fonte: autor adaptado de CRUXEN, 2023

Sob condicdes fermentativas adequadas as leveduras comecam por metabolizar o
acucar e outros compostos presentes no mosto da uva a fim de obter energia para se manter e
multiplicar (BOULTON et al. 1996; RIBEREAU-GAYON et al. 2000b). Nas duas primeiras
horas do processos as leveduras ndo estdo se multiplicando mas sim buscando se adaptar ao
meio, conhecida como fase de laténcia (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Inicialmente a populacdo de leveduras no mosto ¢ de aproximadamente
4 -1 . . i .
10 celulas.mL ~, variando para mais em uvas atacadas por podriddes, se for inoculada a

populacdo inicial passa para a ordem de 5.10° celulas.mL™". Ja adaptadas, as leveduras

passam para etapa de crescimento exponencial da sua populagdo, em que a concentracao

atinge 107 - 10° celulas. mL_l, essa fase pode durar de trés a seis dias, geralmente
interrompido devido a falta de algum nutriente (FERREIRA, 2018). Entramos em uma nova
fase, a estaciondaria, no qual o crescimento populacional ¢ estabilizado e pode durar de dois a
dez dias, seguida da fase de declinio, na qual a populagdo comeca a morrer gradualmente,
devido a indisponibilidade de nutrientes e a toxicidade causada pelo etanol e outras
substancias liberadas durante o processo (LAFON-LAFOURCADE et al, 1984), processo

demonstrado no esquema da figura 3.
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Figura 3: Fases de desenvolvimento da levedura em meio fermentativo
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Fonte: autor adaptado de Togores, 2011

O sucesso do processo fermentativo se deve a uma sequéncia de fatores que
influenciaram a manuten¢cdo de um numero suficiente de células vidveis para que todo o

agucar seja consumido, caso contrario ocorrera a parada da fermentacao (ZAMORA, 2004).

2.1.1. Fermentacio sequencial

O processo de fermentagcdo de vinhos ¢ muito antigo, originalmente a uva armazenada
acabava fermentando e ndo se tinha conhecimento do porqué ou como isso acontecia, com 0
passar do tempo e a descoberta de Pasteur sobre a existéncia de microrganismos comegou-se a
entender melhor o processo. Em fermentacdes espontaneas inicialmente o mosto ¢ dominado
por leveduras Nao-Saccharomyces. e posteriormente por leveduras S. cerevisiae ja que as
primeiras ndo apresentam capacidade fermentativa necessaria para converter todo o agucar da
uva em alcool (MARTINS, 2015).

A fermentacdo sequencial busca reproduzir esse processo, sendo uma forma de
aumentar a complexidade do aroma do vinho e evitar os riscos de producdo de compostos
indesejados que podem ocorrer em fermentagdes espontaneas (GABBARDO, 2020).

Nesse processo inicialmente ¢ inoculada uma levedura com menor tolerancia ao etanol

que ird produzir compostos de aroma e sabor desejaveis, seguida da adi¢do de uma estirpe de
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S. cerevisiae que ird terminar a fermentagio (BARRAJON et al., 2011). Essa inoculagdo evita,
por exemplo, que diferentes leveduras entrem em competi¢do, garantido que cada uma
consiga expressar suas qualidades sensoriais e fermentativas (RAYNAL, et al., 2009), no
entanto ¢ importante escolher leveduras compativeis, visto que mesmo sem interagao direta os
compostos liberados pela primeira possam inibir o desenvolvimento da segunda, ou as
atividades enzimaticas da segunda possam degradar compostos da primeira (MARTINS,

2015).

2.2. Leveduras de interesse enoldgico

A levedura S. cerevisiae foi o primeiro eucarioto completamente sequenciado
(GOFFEAU et al, 1996), experimentalmente isso se deve ao fato que sdo organismos
unicelulares que podem ser cultivados em meio definido e de alto controle, facilmente
visualizadas e manuseadas em comparacdo com as bactérias, além da sua relevante
importancia econdmica, atrelada tanto a industria de fermentacdo alcodlica quanto
alimenticia.

Fatores relevantes sobre as levedura: sdo versateis e apresentam particularidades
proprias para propositos industriais especificos, geralmente crescem em ambientes onde
bactérias ndo podem crescer de forma adequada, sio de manutengdo mais simples, podem se
manter mais facilmente em condigdes livres de contaminagdes por microrganismos de
crescimento rapido, sdo de mais rapida recuperacao que bactérias e, por fim, alguns destes
organismos crescem na presenca ou na auséncia de ar, embora ineficientemente nesta ultima
condigao (SILVA et al., 2020).

As leveduras de interesse enologico sao divididas em dois grupos, as S. cerevisiae. e
as Nao-Saccharomyces. O género Saccharomyces € a espécie Saccharomyces cerevisiae ¢ de
longe o organismo mais usado industrialmente, embora haja outros géneros mais versateis,
porém pouco explorados, isso se deve a sua adaptabilidade a condig¢des adversas do meio
fermentativo, sobretudo a sua tolerancia a altas concentragdes de acticares e alcool, ao estresse
e a variacdo de temperatura, se adapta bem a meios com pH baixo e com alta pressao

osmotica, possuindo ainda, em média, baixa producdo de Sulfeto de Hidrogénio (HZS)

(OLIVEIRA, 2020; GABBARDO & JACOBS, 2023). As Nao-Saccharomyces. nao possuem
tanta tolerancia ao estresse e principalmente ao etanol, no entanto vém sendo amplamente
estudadas para aplicacdo na industria enoldgica, a utilizagdo das duas combinadas ¢ uma

estratégia que visa incremento nas caracteristicas sensoriais, sobretudo aromatica, dos vinhos
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produzidos (GABBARDO & JACOBS, 2023).

Tratando especificamente de vinho, durante a fermentagdo espontdnea uma sequéncia
de leveduras se apresenta, no estagio inicial os géneros Hanseniaspora, Candida, Pichia e
Metschnikowia estao mais presente, anteriormente tidas como leveduras deteriorantes hoje sao
reconhecidas por seus comprovados beneficios ao vinho, podem sintetizar metabodlitos que
contribuem para a qualidade do produto, atuam na reducdo do potencial alcodlico e
acidificacdo dos vinhos, além de produzir enzimas para otimizar certas etapas da vinificacao
(SILVA et al; 2020).

Sdo leveduras com limitada capacidade fermentativa, incapazes de dominar a
populacao de leveduras autoctones do mosto, motivo pelo qual costumam ser utilizadas no
inicio do processo com posterior indculo de leveduras do tipo S. cerevisiae que iram terminar
0 processo, no entanto essa atuagdo inicial ¢ suficiente para gerar mudangas positivas nas

caracteristicas organolépticas do produto (BLANCO et al, 2020) .

2.2.1. Levedura Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae estd incluida no Dominio Eukaryota, Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Género Saccharomyces e espécie cerevisiae. Sao fungos unicelulares
diploides que se reproduzem assexuadamente por brotamento ou sexuada por esporulacio
(meiose, segregacao e formacgao de haploides). Saccharomyces cerevisiae consiste em células
com aproximadamente 3pum de didmetro (RIBEREAU-GAYON et al., 2003; SUAREZ-LEPE
& INIGO LEAL, 2004), com formatos variados: ovais, redondos e alongados (TOGORES,
2011).

Em condi¢des otimas de nutricdo a S. cerevisiae dobra sua populagao a cada 90
minutos (TAXIS, 2005). E a principal levedura responsavel pela fermentagdo alcodlica de
uvas, pois possui alto poder fermentativo, vigor e resisténcia, tanto ao etanol quando ao
didoxido de enxofre, ¢ capaz de fermentar quase todos os aglcares, exceto 0os com cinco
atomos de carbono, pela producao da enzima invertase, que quebra a sacarose em glicose e
frutose (TOGORES, 2011).

Mesmo sendo um microrganismos anaerdbio facultativo, isso é, na presenca de 02

realiza respiragdo e na auséncia realiza fermentagdo, a S. cerevisiae ¢ afetada pelo chamado

“Efeito Crabtree” (1929), aqui mesmo em condi¢des aerdbias a levedura ndo utiliza seu
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equipamento respiratério e opta por realizar fermentacdo, ela deixa de metabolizar os
sacarideos do meio e aumentar sua biomassa e passa a converter o agiicar em etanol e outros
compostos de carbono via piruvato, isso acontece pois a glicose do meio atuara inibindo o
sistema respiratdrio da levedura (WALKER & STEWART, 2016). Nas leveduras esse efeito se
manifesta a partir de uma concentragdo de agucares de 9 gramas/litro (TOGORES, 2011).

2.2.2. Leveduras Lachancea thermotolerans

Anteriormente conhecida como Kluyveromyces thermotolerans foi reatribuida ao
género Lachancea em 2003 (KURTZMAN, 2003), ¢ uma espécie presente em todo o mundo,
geralmente encontrada na microbiota de uva/vinho (JOLLY et al., 2014) . Morfologicamente
se apresenta globosa ou elipsoidal, sendo indistinguivel da S. cerevisiae, teleomorfica que
possui reprodugdo sexuada com formagao de ascosporos esféricos, a reproducao assexuada ¢
com brotamento multilateral, forma coldnias cremosas, pode se apresentar como células
unicas em meio liquido ou em pequenos grupos (MORATA et al, 2018), em algumas
ocasioes, formam-se pseudo-hifas, mas as hifas verdadeiras nunca sdo formadas. A
reprodugdo sexuada ocorre através da formacao de asco, contendo de um a quatro ascosporos
esféricos (BENITO, 2018).

E um bom fermentador de glicose e sacarose (SCHNIERDA et al., 2014), com

nutricdo semelhante a S. cerevisiae, com minimo de 200 mg. L7 de nitrogénio prontamente
assimilavel (NPA) a fim de evitar paradas de fermentacdo (CIANI et al., 2006). Podem
apresentar como atividade extracelulares que afetam o aroma do vinho ou extra¢ao de fenol:
Esterase, Esterase-Lipase, B-glucosidase, Pectinase, Celulase, Xilanase e Glucanase
(ESCRIANO et al., 2017).

Tem capacidade fermentativa de cerca de 10% v/v de etanol (HRANILOVIC et al.,
2018), necessitando de um co-indculo para concluir o processo fermentativo, podendo ser
uma adi¢do simultdnea ou uma sequéncia, tipicamente as cepas utilizadas sdo de S. cerevisiae,
caracteristica que a fazem aparecer na fase intermedidria do processo fermentativo, possui
tolerancia a temperatura semelhante a da S. cerevisiae, com bom crescimento a 25 - 30 °C,
mas um crescimento mais lento abaixo de 20 °C (SCHNIERDA et al., 2014). O resultado

mais notavel da sua utilizagdo ¢ um incremento na producao de 4cido latico, variando de 0,3 a

9,6 g. L a depender da estirpe e condigdes experimentais (BENITO, 2018).
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2.2.3. Metabolismo das leveduras

A selecdo de uma cepa ou espécie de levedura ocorre em funcao da sua permanéncia e
dominancia, com alto rendimento alcodlico, baixa floculagdo, baixa espuma, baixo agucar
residual e ser tolerante ao meio de estresse fermentativo, além da sua produg¢do de compostos
de “sabor”. Esse sabor se refere aos compostos volateis e nao volateis relacionados ao aroma
e a sensa¢do de boca. Os compostos ndo volateis incluem: glicerol, mono e polissacarideos,
fenois e dacidos organicos; e os compostos volateis incluem: alcoois, aldeidos, ésteres,
dicarbonilas, acidos graxos de cadeia curta e média, metil cetonas, lactonas, compostos
fendlicos e de enxofre e terpenos (MORENO-ARRIBAS & POLO, 2009).

O metabolismo de fermentagdo das leveduras compreende duas etapas, o metabolismo
primario, essencial para o crescimento, divisdo celular e sobrevivéncia, aqui ocorre a
produgdo de metabolitos como o etanol, glicerol, acetaldehidos e acidos acéticos e o
secundario, ndo essencial para a o crescimento e sobrevivéncia da célula, porém produz
pequenas moléculas que incluem ésteres, carbonilas, compostos enxofrados, tidis e

terpendides (STYGER et al., 2011).

2.2.3.1.  Alcool etilico

O élcool etilico ou etanol (CH . CH 2OH) ¢ o principal produto da fermentacao

alcodlica, atingindo concentragdes que variam de 12 a 14 %vol/vol em condi¢gdes normais a
depender da concentracdo do teor de acglicar da uva colhida. Estima-se que o rendimento de
transformagao seja de 16 a 17 g de agucar para cada grau de alcool produzido. Mesmo sendo
produzido no interior da célula de levedura ele ndo se acumula no citoplasma e sai por difusao

devido a grande permeabilidade da membrana plasmatica (RIBEREAU-GAYON, 2006).

2.2.3.2. Dioxido de Carbono

O didxido de carbono, C 02, ¢ a segunda substancia mais importante formada durante a

fermentagdo alcoolica, com produ¢do aproximada de 0,4 a 0,5 gramas para cada grama de

acucar fermentado. A pressdo do C 02 no meio de fermentacdo pode ser um problema para o

desenvolvimento da F.A., sendo que os valores considerados inofensivos para a levedura

variam de 0,15 a 0,20 atmosferas. No processo sdao formados aproximadamente 56 L de C 02

para cada L de mosto com teor de agucar de 210 g. L™ a20°C (TOGORES, 2011)

27



2.2.3.3.  Alcoois superiores

Sao os compostos produzidos em maior abundancia pelas leveduras durante o

. . . -1
processo fermentativo, encontrado com concentragdes proximas a 400 mg.L =, com

concentracdo pouco significante na uva fresca, se estiver presente em doses superiores a 1

g- L™" ¢ tratado como off-flavor ou defeito aromatico. Pode ser originario do metabolismo
central do carbono ou do catabolismo de aminoacidos, o mecanismo de Ehrlich
(RIBEREAU-GAYON, 2006).

A primeira etapa na via de Ehrlich é uma rea¢do de transaminacdo entre um
aminoacido e o 2-oxoglutarato. A etapa de transaminagdo converte o aminoacido em um
a-cetodcido, que também pode ser fornecido pelo metabolismo central do carbono.
Posteriormente, multiplas piruvato descarboxilases catalisam a conversdo do a-cetoacido em
um aldeido de cadeia ramificada. Por Gltimo, um &lcool desidrogenase catalisa a etapa final
dependente de NADH que reduz o aldeido a um alcoois superior. Nem todas as enzimas
envolvidas na catalise desta via sdo conhecidas (GABBARDO & JACOBS, 2023).

Em concentragdes apropriadas, os alcoois superiores conferem uma complexidade
benéfica e também servem como precursores para a formagado de ésteres de acetato. Propanol,
butanol e isobutanol sdo descritos como tendo um odor alcodlico, enquanto o alcool amilico
ativo e o alcool isoamilico sdo descritos como tendo um aroma semelhante ao de maca, pao
ou de banana. Tirosol e 2-feniletanol conferem aromas de mel e florais, respectivamente

(HIRST & RICHTER, 2016).

2.2.3.4. Acetato e ésteres etilicos

Importante classe de compostos aromaticos por ter como caracteristica aromatica
notas florais e frutadas, produzidos em grande quantidade durante a F.A. podem ser
encontrados ainda na uva in natura, porém em pequenas quantidades. A reagdo requer uma
molécula de alcool, acetil-CoA, uma enzima sintetizadora de éster e ATP
(RIBEREAU-GAYON, 2006).

Existem dois tipos de ésteres presentes no vinho: os acetatos e os ésteres etilicos,
ambos relacionados ao metabolismo central de carbono ¢ do metabolismo de lipidios, na
célula da levedura. Os acetatos originam-se da esterificacdo entre acetil-CoA e alcoois
superiores através da acdo de enzimas alcool acetil-transferases. Resultando em compostos

como acetato de etila, acetato de isoamila (aroma de banana), acetato de 2-metilbutila (aroma
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de maca) e acetato de feniletila (aroma de rosas) (GABBARDO & JACOBS, 2023).

Os ésteres etilicos sdo resultado da condensagdo entre etanol e acidos graxos de cadeia
média, em uma reacdo de esterificacdo enzimatica por alcool acetil-transferases, gerando
compostos como o hexanoato de etila, butanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de

etila, seus atributos sensoriais variam, mas as descri¢des incluem maca, fruta, morango, péra e

anis (GONZALEZ, 2010).

2.2.3.5. Diacetil

O diacetil ¢ formado extracelularmente pela descarboxilagdo quimica do
o-acetolactato, este € sintetizado como um intermediario na via do 2-cetoisovalerato ou
produzido a partir do acetaldeido pelo Ilv2p, sendo posteriormente convertido em acetoina,
seguido pela conversdo de acetoina em 2,3-butanodiol, ambos com um limiar sensorial mais
alto e, portanto, menos impacto sensorial. E descrito como tendo um aroma tostado, de
caramelo e de nozes, mas em altas concentragdes cheira a manteiga rancosa. As células de
levedura podem sintetizar diacetil durante a fermentacdo; no vinho, entretanto, o diacetil ¢

produzido predominantemente por bactérias do acido lactico (RIBEREAU-GAYON, 2006).

2.2.3.6. Compostos enxofrados

Dos compostos volateis originados do metabolismo das leveduras e bactérias durante
as fermentagdes, os enxofrados sdo alguns dos mais importantes, pois t€ém um limiar de
percepcao sensorial muito baixo e alto impacto sensorial, os descritores mais frequentemente
associados sao repolho, ovo podre ou cebola (HIRST & RICHTER, 2016), motivo pelo qual
sdo considerados off-flavors, ja que os descritores citados sdo a caracteristica sensorial do
defeito de reducao.

Existem cinco categorias de compostos enxofrados: sulfetos, polissulfetos, tidis,
tioésteres e compostos heterociclicos (HIRST & RICHTER, 2016), a formacao dos mesmo ¢
muito distinta e pode ser associada a fatores biologicos e genéticos da levedura, algumas
sendo mais propensas a produ¢do dos mesmos. Essa produ¢do por parte da levedura a torna
autossuficiente na formagdo de compostos essenciais para sua atividade metabolica e
crescimento, em meio pobres em nutricdo ou em ambientes estressantes a levedura ativa uma
série de enzimas, as SRS (Sequéncia de Reducdo de Sulfatos), para producido de aminodcidos
enxofrados e outros componentes que potencializam sua atividade metabolica. E possivel

evitar essa formacdo aromadtica ao nutrir adequadamente a levedura, evitar condi¢des
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extremas de temperatura e, tecnologicamente, empregar o uso de leveduras
Nao-Saccharomyces, uma vez que a expressdo da atividade enzimatica das enzimas SRS ¢
mais raras nestas leveduras (GABBARDO, JACOBS, 2023).

Em contraste com outros compostos de enxofre, os tidis volateis possuem
caracteristicas de aroma benéficas, com descritores como buxo, maracuja, groselha preta ou
toranja. Os trés tidis volateis mais impactantes sdo 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4AMMP),

3-mercaptohexan-1-ol (3MH) e acetato de 3-mercaptohexil (3MHA) (DUBOURDIEU, 2003).

2.2.3.7. Terpenoides

Os terpenoides sao componentes essenciais de sabor em muitos produtos comerciais,
incluindo vinho, otimizar sua produ¢do ¢ um dos objetivos mais importantes na fermentagdo
industrial. Os terpendides s3o uma classe de compostos aromdaticos que definem
caracteristicas varietais em frutas, produzindo aromas descritos como rosa, geranio e floral
(HIRST & RICHTER, 2016).

A Vitis vinifera (videira) sintetiza monoterpendides como geraniol, linalol, nerol e
citronelol. Os terpenodides sdo encontrados nas formas livre e ligada, sendo a forma ligada
mais prevalente, que s3o liberados para volatizagdo pela acdo de enzimas glicosidase da
levedura. A liberacdo enzimatica de monoterpenos ¢ um processo de uma ou duas etapas,
dependendo do agucar ligado ao precursor glicosideo (ou seja, um mono ou dissacarideo). A
produgdo de terpenoides foi atribuida principalmente a hidrélise de ligacdes glicosidicas; no
entanto, S. cerevisiae ¢ capaz de produzir monoterpenos através da via do dcido mevaldnico

(SANTOS et al, 2022).

2.2.3.8. Acidos Volateis

Os 4cidos volateis presentes no vinho nao trazem grande complexidade qualitativa ao
aroma, isso quando estdo sozinhos, ao se associarem com os alcoois ddo origem aos ésteres,
sdo basicamente acidos graxos de cadeira curta e média (C2 a C10). Os acidos volateis mais
encontrados nos vinhos sao o acido butirico, hexandico, decanoico e propandico, no entanto o
acido acético representa sozinho 90% dessa classe. Mesmo que sua ocorréncia seja natural no
vinho, estd mais associada a microrganismos deteriorantes, como bactérias acéticas e
ambientes com grande disponibilidade de oxigénio, pode ser formado pelo metabolismo de

algumas leveduras e bactérias acido-laticas. E possivel percebé-lo sensorialmente a partir de
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0,8 g.L, ¢ 0 aroma de vinagre (GABBARDO & JACOBS, 2023).

2.3. Terroir e fatores de interesse

Vindo da Franca, a palavra terre, ¢ originaria de “terra” no portugués, foi utilizado
para descrever como o solo, o local e o clima de uma determinada regido influencia na
qualidade e no sabor unico das comidas e dos vinhos ali produzidos (ZHANG, MERUNKA,
2015). Inicialmente relacionada a agricultura, ao longo do tempo foi-se desenvolvendo uma
ligacdo mais forte com a industria do vinho (CHARTERS er al., 2013). A Resolucdo
OIV/VITI 333/2010 estabelece que:

“O “terroir” do vinho é um conceito que se refere a um espago onde desenvolve o
conhecimento coletivo das interagdes entre um ambiente fisico e bioldgico
identificavel e as praticas vitivinicolas aplicadas, que conferem caracteristicas
distintivas aos produtos provenientes deste espago. “Terroir” inclui caracteristicas
especificas do solo, topografia, clima, paisagem e biodiversidade”.

Mesmo que o terroir seja um conceito técnico a industria se utiliza do mesmo, visando
a diferenciacdo de mercado, as empresas o empregam para promover produtos conferindo
percepcoes de qualidade e prego, além de aumentar o valor agregado aos produtos e as marcas
originarios de locais ja estabelecidos como de “terroir unico”, visto que ainda se soma a
historia, as tradi¢des, os métodos de producdo e o saber-fazer ao conceito, ¢ o fator humano
que confere ainda mais tipicidade ao produto.

A estratégia de utilizagdo do ferroir como ferramenta de diferenciagdo pode colaborar
para as especificidades locais, culturais e historicas, motivo pelo qual a Unido Europeia criou
as certificacdes de prote¢dao a origem de produtos como vinhos, queijos, azeites e outros do
setor gastrondmico, forma de reconhecer e formalizar a importancia do terroir, ndo apenas
para produtores como também para fornecedores e consumidores (BUCHABQUI, 2021).

No ano de 2020 a Campanha Gaucha recebeu a certificacdo de Indicagcdo de

Procedéncia reconhecida pelo INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), delimitada

em 44.365 sz, num total de 14 municipios: Acegud, Alegrete, Bagé, Barra do Quarai,
Candiota, Dom Pedrito, Hulha Negra, Itaqui, Lavras do Sul, Macambard, Quarai, Rosério do
Sul, Santana do Livramento e Uruguaiana. As uvas, num total de 36 variedades, devem ser
100% produzidas na area delimitada, cultivadas em espaldeiras, e os vinhos produzidos
devem atender os padrdes analiticos especificados e avaliagdo sensorial estabelecidos pelo

Regulamento de Uso da IP.
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2.3.1. Campanha Gaticha

O estado do Rio Grande do Sul ¢ responsavel por pouco mais de 50% da producao de
uva (IBGE, 2022). Atualmente, existem seis regides vitivinicolas no Estado do Rio
Grande do Sul: Campanha (Bagé, Dom Pedrito, dentre outros), Serra do Sudeste (Pinheiro
Machado e Encruzilhada do Sul), Jaguari (Jaguari), Sao José do Ouro (Sao José do Ouro),
Rolante (Rolante e Riozinho) e a Encosta Superior do Nordeste conhecida como ‘“Serra
Gatcha ou Campos de Cima da Serra”. Dentre estas, a Campanha Gaticha, vem
apresentando crescimento significativo na produ¢do de wuvas para vinhos finos e
espumantes de qualidade superior (SARMENTO, 2016).

As caracteristicas edafoclimaticas da regido da Campanha favorecem a produgdo
de uvas de qualidade para producdo de vinhos finos. Esta regido apresenta-se com
solos bem drenados e com topografia pouco ondulada, permitindo assim a mecanizagdo
da cultura. O clima da regido ¢ favoravel aos vinhedos, contando com grande incidéncia solar
que permite contribuir agregando mais cor, aroma e sabor do vinho. Invernos rigorosos
também sdo benéficos para as uvas, pois faz com que as mesmas entrem em pleno
estado vegetativo refletindo-se na produtividade e qualidade do produto final (ALVES, 2021).

Outro fator favoravel € que, nesta regido, a variagdo da temperatura diaria com
dias quentes e noites frescas possibilita uma maturacdo mais lenta da uva, o que faz com que
o teor de aglicar e também os polifendis, que sdo antioxidantes naturais presentes na
uva, sejam elevados (DE SOUZA et al., 2006). Essas caracteristicas ambientais fazem com
que o terroir regional seja propicio a producdao de uvas para obtengdo de vinhos finos e

espumantes de excelente qualidade.

2.4. Analise Sensorial

A andlise sensorial ¢ uma ferramenta utilizada para avaliar a qualidade dos vinhos,
consiste em observar com atencdo o produto a fim de encontrar defeitos e descrever seus
atributos qualitativos, ¢ a apreciagdo por meio da visdo, do olfato e do paladar das
caracteristicas de um vinho. O processo ¢ feito em etapas, a avaliagdo por meio dos sentidos, a
descri¢do dos estimulos, a comparacdo com padrdes estabelecidos e o julgamento (RIZZON,
2010).

Por ser um produto de consumo e apreciacdo ¢ importante que o vinho esteja de

acordo com a legislag@o técnica vigente e suas caracteristicas fisico-quimicas sejam avaliadas,
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mas sdo seus parametros sensoriais que definem sua qualidade. Nesse sentido se faz
importante avaliar se a amostra se apresenta adequada em relacdo ao aspecto, sem oxidagdo
ou turvagdo, ou ainda presenca de dioxido de carbono em vinhos tranquilos; se os aromas
correspondem a cultivar, safra e técnica de elaboragdo, ¢ se ndo ocorreram contaminagoes
com os materiais de engarrafamento e arrolhamento; o gosto também contribui para
identificacdo desses parametros. Em geral, a avaliagdo sensorial do produto, além de
completar os parametros analiticos possibilita identificar problemas e definir qualidade
(RIZZON, 2010).

O ser humano dispde dos seguintes sensores:

Visual: que avalia cor, limpidez, textura, efervescéncia e a viscosidade do
vinhos;
e Olfato: que permite avaliar o aroma e eventuais defeitos no mesmo;
e Gustativo: que detecta os gostos doce, salgado, amargo e acido, ¢;
e Tatil: detecta estrutura por meio do contato entre o vinho e as mucosas da
boca.

Um dos métodos de andlise sensorial utilizado ¢ a Andlise Descritiva Quantitativa
(ADQ), na qual se descreve e quantifica caracteristicas de produtos, avaliando a qualidade e a
intensidade das propriedades sensoriais do produto baseado em percepgdes de uma equipe
treinada (STONE & SIDEL, 2020).

De acordo com Stone e Sidel (1992), a Anélise Descritiva Quantitativa, possui as
seguintes vantagens sobre os outros métodos de avaliacdo: confianca no julgamento de uma
equipe composta por no maximo 12 julgadores treinados, ou seja, ndo € necessario um
numero alto de julgadores; desenvolvimento de uma linguagem descritiva objetiva mais
proxima a linguagem do consumidor; o desenvolvimento consensual da terminologia
descritiva a ser utilizado, o que implica em maior concordancia de julgamentos entre os
julgadores e os produtos que sdo analisados com repeti¢des por todos os julgadores em testes
as cegas; resultados obtidos podem ser estatisticamente analisados. A ADQ constitui-se numa
descricdo sensorial completa, onde se destaca todas as sensacdes percebidas quando o

alimento ¢ avaliado: visual, auditiva, gustativa, olfativa e cinestésica.

2.5.  Analises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas consistem numa série de andlises mais detalhadas das
caracteristicas do produto, que visam demonstrar se 0 mesmo encontra-se em conformidade

com o que ¢ estabelecido pela Portaria n® 43, de 18 de maio de 2016, ou pela Lei 7.678 de 08
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de novembro de 1988, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

A Portaria n® 43, estabelece valores méaximos e¢ minimos para 0s pardmetros:
Graduagao alcoodlica, em % vol/vol, a 20 °C; Acidez total, em mEq. L_l; Acidez volatil e total
em mkEq. L_l; Sulfatos totais, expressos em KSSO4, em g. L_l; Cinzas, em g.L_l; Alcool
metilico, em mg. L_l, edulcorantes e corante artificial, isso de acordo com as especificidades
de cada vinho obtido, e pelas uvas em questdo, para vinhos tintos finos.

Na literatura, principalmente internacional, também sdo encontrados dados a respeito

de outros parametros, como condutividade, teor de agucares redutores, teor de compostos

fenolicos e, ainda outros voltados para a coloragdo do vinho (LOPES, 2017).

3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento Experimental

Tabela 1: Delineamento experimental

Identificaciao Tratamento
T1 Saccharomyces cerevisiae comercial
T2 Saccharomyces cerevisiae autoctone

Lachancea thermotolerans em fermentacao sequencial
com Saccharomyces cerevisiae autoctones
Fonte: Autor, 2023.

T3

3.2.  Escolha da levedura Saccharomyces cerevisiae comercial

A Maurivin AWRI 796 ¢ uma levedura seca ativa comercial S. cerevisiae isolada da
Africa do Sul, adaptada a fermentagdo em temperaturas mais elevadas (20 a 30 °C) com fase
de laténcia curta, consome pouco nitrogénio, ¢ uma levedura com elevado potencial alcodlico,
14,5 a 15,5%, produz baixos niveis de aromas e compostos de sabor, sendo considerado
neutro, interferindo pouco no carater natural da variedade, recomendada para producdo de

vinhos tintos varietais (AMAZON GROUP).

3.3.  Escolha da levedura Saccharomyces cerevisiae autoctone

A levedura S. cerevisiae autdctone foi selecionada para utilizagdo devido a uma
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somatoria de fatores: teste de resisténcia ao alcool, de produgdo de H 2S, de temperatura, de

exclusdo por estresse e de produgdo de alcool. Tendo sido selecionada por apresentar bom

desempenho na produgdo alcoodlica e por ter baixa producao de H 2S.

Os processos de isolamento, testes de capacidade fermentativa, producao de sulfeto de

hidrogénio (st)’ exclusdo por estresse, tolerdncia a temperatura e ao etanol, além da

caracterizacdo molecular quanto ao tipo de leveduras (Saccharomyces) através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e identificagdo por eletroforese em gel de agarose foram

realizados por ALVES, 2023 e MARTINS, 2023.

3.4. Escolha da levedura N-Saccharomyces cerevisiae autoctone

A levedura Nao-Saccharomyces utilizada foi isolada da microvinificacdo de Cabernet
Sauvignon da regido da Campanha Gautcha, passando por testes de estresse e sequenciamento
das regides ITS 1 e 2 do rDNA, sendo selecionada por ser uma Lachancea thermotolerans
com a melhor capacidade fermentativa, alta resisténcia ao estresse e a temperatura com nula

produgdo de st (JACOBS, 2016).

3.5. Multiplicacio de levedura autéctone

As leveduras autoctones utilizadas encontravam-se em placas de petri sobre meio
YEPD (glicose, extrato de levedura, pectina e agar). Para a multiplicagdao das leveduras, foi
utilizado o meio de crescimento YEPD liquido, preparado com agua destilada estéril em
erlenmeyer, autoclavado. Na cdmara de Fluxo Laminar previamente esterilizada o contetido
das placas foi diluido com o meio liquido e vertido para dentro do erlenmeyer, tampado com
bucha de algodao e gaze estéril, o crescimento se deu em Incubadora Shaker da marca
ADAMO, em temperatura média de 33 °C por 48 horas, com retirada de amostras para

contagem de células de leveduras no momento 0, 24 e 48 horas, com o objetivo foi alcancar

uma populacdo de 10° de células de leveduras para realiza¢do do indculo, assegurando uma
quantidade de células que teriam capacidade de completar a fermentagdo alcodlica sem
interrupgoes.

Para a inoculacdo foi necessario retirar o sobrenadante de meio de crescimento da
levedura produzida, para tanto os erlenmeyer foram retirados do Shaker e transferidos para a
geladeira por 12 H, a fim de que as leveduras se depositem no fundo do mesmo, do total de

250 ml de meio, 150 ml foram descartados e os 100 ml restantes foram utilizados para
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homogeneizar o deposito de levedura, sendo posteriormente transferidos para tubos falcon de
50 ml para serem centrifugados, o sobrenadante foi novamente descartado e o deposito de
levedura foi lavado para béquer de vidro com agua destilada estéril e o processo de inoculagao

se deu de maneira tradicional, tal qual para uma levedura liofilizada.

3.6.  Processo de vinificacao

As variedades Tannat e Cabernet Sauvignon foram colhidas dos vinhedos da Estancia
Guatambu, localizado em Dom Pedrito, Rio Grande do Sul, (Latitude -30.9855753741855 S,
Longitude - 54.4943688125776 W). A colheita foi realizada manualmente, no dia 08 de
Margo de 2023, e as uvas coletadas foram acondicionadas em cdmara fria da vinicola por 24
H, posteriormente sendo transportadas para a Vinicola Experimental da Universidade Federal
do Pampa (Unipampa) - campus Dom Pedrito, onde foram processadas.

As caixas foram pesadas e igualizadas em peso, Tannat ficando com 17 kg/caixa e
Cabernet com 14 kg/caixa. A vinificagdo ocorreu de acordo com um protocolo
pré-estabelecido pela Vinicola Experimental da Unipampa, padrao para tinto.

As caixas foram processadas individualmente, tendo sido desengacadas porém nao
moidas, com retirada de amostra para analise de mosto e o produto obtido foi transferido para
garrafoes de 20 L identificados, resultando em 9 unidades fermentadoras com 3 tratamentos

para cada variedade, alocados em camara fria para realizacao de Maceracao Pré Fermentativa

de 24 H. Cada garrafao recebeu uma dose de 50 mg. hL™" de Metabissulfito de Potassio (

K 2S 20 5). Posteriormente os garrafdes foram realocados no Laboratorio de Anatomia Animal

da Unipampa. Adicionou-se a dose de 20 g. hL™" de nutriente SUPER STAR ROUGE.

As leveduras foram inoculadas separadamente, sendo T1 com a levedura comercial

Maurivin AWRI 796, dose 30 g. hL_l, T2 com a S. cerevisiae autoctone ¢ T3 com a
Nao-Saccharomyces autdctone com indculo sequencial depois de 5 dias da S. cerevisiae
autoctone. O processo de inoculo de levedura autoctone foi o padrdo para leveduras
liofilizadas. As leveduras (autdctones e comerciais) foram reidratadas com agua estéril a 37
°C e, sendo realizadas dobras com o mosto até atingir-se no maximo 5 °C de diferenca de
temperatura entre o fermento e o garrafao.

Durante o processo fermentativo, os garrafoes foram mantidos em temperatura
ambiente de 20 °C, com duas avaliagdes didrias de temperatura e densidade, com remontagem
abertas a partir do 2° dia no periodo da manha e pigeage, a noite, desde o inicio do processo.

A descuba foi realizada ao atingir-se a densidade de aproximada de 1.020, no 7° dia do
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processo fermentativo para todas as unidades experimentais.

O liquido obtido foi retornado aos garrafdes e conduziu-se o restante da fermentacdo
no laboratdrio de Anatomia Animal até o 24° dia do processo, quando foram transferidos para
o Laboratério de Produtos de Origem Animal e Vegetal (TPOA/TPOV), com temperatura
média de 18 °C, sendo trasfegados aos garrafdes de 4,6 L ou de 2 L ao atingir densidade
inferior a 0,998 e repeti-la por 3 dias consecutivos. Os garrafoes foram mantidos atestados até

o final da Fermentacdo Malolactica (F.M.L.), que se deu de maneira espontanea, ao fim da

~ . 1 . .. . ™
mesma, com confirmacdo apoés andlise fisico-quimica no aparelho WineScan SO2 , 0S

tratamentos foram sulfitados com 50 mg. AL de Meta K. e engarrafados, exemplificado pela

figura 4.

Figura 4: Fluxograma do processo de vinificagao
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Fonte: Autor, 2023

3.7.  Analises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram determinadas por Espectroscopia de Infravermelho
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por Transformada de Fourier (FT-IR) no equipamento WineScan SO,® (Foss Analytics,
Hillered, Dinamarca), no Laboratorio de TPOA/TPOV da Unipampa de Dom Pedrito. Todas
as medidas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em média = desvio
padrdo, as analises realizadas, para o mosto foram: Densidade, A¢ucar Redutor, pH; Acido
Tartarico, Acido Malico, Acido Gluconico, Amonia, Potassio e Acidez Total. Para o vinho
pronto: Alcool, Acidez Total, pH, Acidez Volatil, Ac¢tcares Redutores, Intensidade de Cor,
Tonalidade de Cor, Glicerol, Acido Malico, Acido Latico e Densidade. As andlises de SO 5

Livre e Total, foram realizadas nos equipamentos, da marca Gibertini, Destilador Automatico
e Quick, no Laboratério de Enoquimica da mesma universidade, e as Antocianinas e Taninos
Totais foram totalizados via espectrofotometro (ZAMORA, 2003), no Laboratorio de
Reproducdo Animal da mesma universidade e a Atividade Antioxidante por DPPH (adaptado
de BRAND-WILLIAMS et al, 1995) no Laboratorio de Analises Fisico Quimicas dos Olivais
do Pampa, da UNIPAMPA campus Bagé.

3.8. Analise Sensorial

A andlise sensorial foi realizada por uma equipe composta por onze avaliadores
treinados. Foi aplicado um teste de Perfil Descritiva Quantitativa (APENDICE J), utilizando
uma ficha de degustacao que foi adaptada para o Google Forms, com escala de intensidade de
nove pontos, sendo 01 - inexistente e 09 - muito intenso, nas variaveis relacionadas aos
aspectos visuais, olfativos e gustativos e descritores aromaticos, as amostras foram

codificadas com trés niimeros aleatorio, num teste as cegas.

3.9. Analise Estatistica

Os dados obtidos das analises fisico-quimicas do mosto e do vinho pronto foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com probabilidade de 5% pelo teste Tukey, utilizando o

Software Statistix 8.

4. APRESENTACAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

4.1. Analise Fisico-Quimica do mosto

A tabela 1 apresenta os dados relativos as andlises fisico-quimicas do mosto das uvas
Tannat e Cabernet Sauvignon, comparando os tratamentos para cada variedade e entre as

mesmas, com as analises de Densidade, A¢ucar Redutor, °Brix, pH, Acido Tartarico, Acidez
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Total, Acido Malico, Acido Gluconico, Amonia ¢ Potassio.
Em relacdo a composi¢ao do mosto € possivel observar na tabela 1 que a concentragdo
de agucares nao difere para a mesma variedade e sim entre elas. Tannat tendo acumulado mais

acucar quando comparada a Cabernet Sauvignon, diferenca essa de aproximadamente 26

g- L7 de acucar. Giovannini (2014) demonstrou que a Tannat acumula em média de 18 a 20
°Brix enquanto a Cabernet Sauvignon varia de 16 a 18 °Brix, dados para a Serra Gaucha,
Triches (2020) identificou acimulo de mais de 22 °Brix para a Tannat para a regido da
Campanha Gatcha e Cunha (2020) identificou que a Cabernet Sauvignon, para o municipio
de Dom Pedrito apresenta acumulo estimado de 21 °Brix. A diferenga na quantidade de
acucar acumulado entre as variedades representa 1,5 °GL de alcool potencial entre elas. Essa
discrepancia também ¢ verificada nos parametros de densidade e °Brix, que seguem a mesma

logica de distingao.

Tabela 2: Caracterizagdo fisico-quimica do mosto de Tannat e Cabernet Sauvignon,
produzidos na safra 2022/2023, com levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (T1),
levedura autoctone Saccharomyces cerevisiae (T2) e leveduras autoctones Lachancea

thermotolerans com co-indculo de S. cerevisiae (T3)

Amostra* Tannat T1 Tannat T2 Tannat T3 Cabernet T1 Cabernet T2 CabernetT3 CV %

Densidade  1.1100a**  1.1127a  1.1070 ab 1.0987 ¢ 1.1017 be 1.0990 ¢ 0,23
Agllcar o0 170 277774 262.57ab 24073 ¢ 249,67 be 24243 ¢ 2,78
Redutor

°Brix 2550a  2607a 24,83 ab 2320 ¢ 23,93 be 2327 ¢ 2.20

pH 332b 334b 327b 352a 3542 351a 1,43

Acido 523a 530a 5,50 a 4,60 b 4470 4,53 b 4,60
Tartarico

Acidez Total 80,4 a 75,6 a 80,93 a 59,07 a 59,07 a 60,4 a 14,43

Acido Malico 2,23 a 1,93 a 1,87 a 0,97 a 1,07 a 1,17 a 42,28

Acido 067a 0,57 ab 0,47 ab 030D 030b 0,43 ab 2427

Gluconico
Ambnia 5433a  5600a  47,00a 35,00 a 37.00 a 3833 a 19,56
Potissio  634,00ab 637,67ab  538,00b 645,00 ab 661,00 a 673,67 a 6.42

* unidade de medida dos pardmetros: Densidade a 20 °C; Agticar Redutor (g. L_l); pH; Acido Tartéarico (g. L_l);
Acido Malico (g.L™"); Acido Gluconico (g.L "); Aménia (mg.L )); Potassio (mg.L )); Acidez Total

-1
(mEq.L ).
** Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na linha, nfo diferem estatisticamente com 5% de

probabilidade de erro pelo teste Tukey. Fonte: Autor, 2023.
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A concentragdo de Acido Tartarico foi maior para a Tannat do que para a Cabernet
Sauvignon, o que explica o pH mais baixo de Tannat, mesmo que ndo exista diferenca
estatistica na Acidez Total, nem para os tratamentos nem para as variedades. A relacdo da
concentracdo de acido tartarico com o pH dos vinhos ¢ comprovada por Daudt & Fogaca
(2008). Maiores concentragdes de acido tartarico podem ser um problema se ocorrer ainda
uma alta concentracdo de potédssio, uma vez que ao se combinarem ocorre a precipitagdo do
sal bitartarato de potdssio, cujo principal resultado é a diminuicdo da acidez do vinho
(BOULTON, 1980; RIZZON et al, 1998) , o que para este estudo ndo ¢ um problema tendo
em vista a concentracao baixa de potassio na cultivar Tannat.

As concentragdes de Acido Gluconico evidenciam a qualidade sanitiria das uvas
utilizadas, uma vez que este adcido em mostos e vinhos ¢ proprio de fontes acidas. Ele ¢
produzido por fungos e/ou bactérias que oxidam a glucose em acido gluconico, que nao ¢
utilizado pelas leveduras ou bactérias (NUNES, 2008 apud ZOECKLEIN, 2006) sendo usado
como um indicador de deteriora¢do de frutas (HAMM, 2017), justificando a baixa dose inicial

de S 02 empregada.

O Acido Malico é um produto intermediario do metabolismo do cacho e sua
concentragdo diminui & medida que a uva amadurece, uma vez que ele pode ser transformado
em agucar mas principalmente sofre combustdo devido a pouco resistente a respiracao
oxidativa (TOGORES, 2011; RIZZON, 2007), além de que ¢ o acido que sobre uma segunda

fermentagdo, a maloldtica, tendo em vista que ¢ metabolizado por bactérias lacticas,

apresentando-se em concentragdes que variam de 0,2 a 7 g. L_l(VICENTE, 2022). A Amonia
¢ uma das fontes de nutricdo mais importantes para as leveduras durante o processo
fermentativo e sua deficiéncia impacta desde a produgdo de compostos aromaticos até a para
completa da F.A. (BELL et al, 2005), motivo pelo qual sua anélise ¢ utilizada para determinar
a adicdo de nutrientes ao mosto. O Acido Malico e a Amonia ndo apresentaram diferengas
estatisticas.

A concentragdo de Potassio foi muito semelhante para ambas as uvas, mesmo que
estatisticamente T2 e T3 de Cabernet Sauvignon sejam diferentes, os valores em si s3o pouco
discrepantes. Presenga muito elevada de potidssio no mosto podem ser relacionadas a
diminui¢do da acidez total e aumento do pH, importante fator de conservagdo, sobretudo da
estabilidade das antocianinas, a pH menor que 4 (STEIN et al., 2018). Os valores encontrados

diferem significativamente dos observados por Aloy (2023), no qual a concentragao inicial de
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. -1 . . .. e A
potassio ¢ proxima a 1000 mg.L , evidenciando o qudo significativo ¢ a influéncia do
terroir sobre as variedades, tendo em vista que as uvas originaram-se do municipio de Bagé e

as deste estudo sdo de Dom Pedrito.

4.2.  Analise Fisico-Quimica dos vinhos

A tabela 2 demonstra os resultados dos vinhos, comparando os tratamentos para cada
variedade e entre as mesmas, com as analises de Densidade, Alcool, pH, Agucares Redutores,
Acidez Total, Acidez Volatil, Glicerol, Acido Malico, Acido Latico, Intensidade de Cor,

Tonalidade de Cor, Taninos Totais, Antocianinas Totais, Atividade Antioxidante, S 02 livre e

total.
A respeito da densidade fica evidente que apenas o T2 de Tannat apresentou diferenca
estatistica, isso ocorreu pois foi o uUnico tratamento que ndo completou a fermentagdo

alcodlica, evidéncia confirmada pelo resultado dos agticares redutores, que ¢ o mesmo, tendo

esse tratamento permanecido com residual de aglicar de aproximadamente 18 g. L_l, 0 que
representa 1°GL de dalcool potencial (TOGORES, 2011) nao utilizado. Mesmo que
estatisticamente ndo tenha ocorrido diferenca significativa para o dalcool dentro deste
tratamento fica evidente que a sua producdo foi menor, em 0,75 % v/v, comparavel com os
resultados encontrados por Hranilovic (2021).

A diferenca de producdo alcoolica entre as variedades ¢ explicavel em funcdo do
acimulo inicial de cada uva, com a variedade Cabernet Sauvignon acumulando menos
acucares do que a Tannat (TRICHES, 2020; CUNHA, 2020).

A Acidez total diferiu no T1 para ambas as variedades, iSso ocorreu pois esses
tratamentos nao completaram a FML, mesmo que o parametro acido latico ndao apresente
diferenca significativa, o acido malico se difere no Tl de Tannat e o Tl de Cabernet
Sauvignon ¢ estatisticamente igual a ele. Hranilovic (2021) e Sgouros (2020) apresentam
resultados contrastantes, uma vez que ao utilizar uma L. thermotolerans co-inoculada com S.
cerevisiae a producgdo de acido latico foi aumentada, em consequéncia da diminui¢ao do pH, o
que nao acontece aqui, pois a producao de acido latico para T3 foi a menor registrada.

A FML foi conduzida de forma espontinea e paradas de fermentacdo nesses casos nao
sdo incomuns. Uma hipotese para isso € que, devido a caracteristica da fermentacdo, ali
ocorram varias estirpes de Bactérias Acido Laticas (BAL) e estas possuem diferentes niveis
de tolerancia ao alcool, a capacidade de sobrevivéncia e crescimento das BAL decresce a

medida que as concentragdes de etanol aumentam (INES, 2008). Importante ressaltar que, o
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T1 de Cabernet Sauvignon chegou a realizar mais da metade da sua FML o oposto do T1 de
Tannat, que ndo chegou a metade, o T1 de Tannat ¢ o tratamento com maior concentragdo de

alcool dessa variedade.

Tabela 3: Caracterizagdo fisico-quimica de vinhos Tannat e Cabernet Sauvignon,
produzidos na safra 2022/2023, com levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (T1),
levedura autoctone S. cerevisiae (T2) e leveduras autoctones Lachancea thermotolerans com

co-inoculo de S. cerevisiae (T3)

Tannat Tannat Tannat Cabernet Cabernet Cabernet
Amostra* CV %
T1 T2 T3 T1 T2 T3
Densidade  0,9927b  09979a  0,9924b  0,9931b 0,9939 b 0,9927 b 0,13
Alcool 1546a 14,71 abc 14,95 ab 13,35 ¢ 13,74 be 13,48 be 3,93
pH 3,42 be 3,61 ab 3,49 abc 3,39 ¢ 3,58 abc 3,63a 2,04
Aglcares 2,77b 1783 a 470 b 1,77b 340D 237b 67,38
redutores
Acidez Total 121,732 97,33 b 98,27 b 1156 a 99.6 b 89,73 b 5.11
Acidez volatil 0,47 ¢ 047 ¢ 0,73 b 0,57 be 047 ¢ 0,97 a 13,36
Glicerol  1320ab  14,00a 12,30 bed 11,00 d 12,47 be 11,77 cd 4,1
Acido Malico 1,68a  0,24b 0,17b 0,57 ab 041b 0,36 b 76,87
Acido Latico 1,23 a 1,5a 1,37 a 2,03 a 1,60 a 1,13a 32,61
Intensclgfde de 3570 3254 308a 2,08b 1,65 be 1,40 ¢ 8,72
Tona'é‘éide de h62c 0,61 ¢ 0,59 ¢ 0,65 be 0,72 a 0,71 ab 4,17
Taninos totais 2,80 a 295a 2,45a 1,50b 1,61b 1,63 b 10,38
Am‘t’(‘)’t‘:ir:nas 466,382 464,63a 387,042 280,29 b 295,10 b 24549 b 9,11
Atividade g9 30 598, 85.14a 59.38 b 60,49 b 5893 b 532
Antioxidante
S0, Livre 18,102  747a 14,93 a 10,20 a 12,33 a 30,43 a 57,1
S0, Total 66,772  30,20a 45,20 a 57,40 a 45,20 a 49,83 a 41,23

* unidade de medida dos pardmetros: alcool ( % v/v); Acidez Total (mEq. L_l); pH; Acidez volatil (g. L7 de
acido acético); Agucares redutores (g. L_l); Intensidade de cor; Tonalidade de Cor; Glicerol (g.L_l); Acido
Malico (g. L_l); Acido Latico (g. L_l); Densidade a 20 °C; Taninos totais (g. L_l); Antocianinas Totais (mg. L
); Capacidade Antioxidante (% de inibigdo); SO, Livre (mg. L Hes 0, Total (g. L.

Meédias seguidas pela mesma letra, mintiscula na linha, ndo diferem estatisticamente com 5% de probabilidade de

erro pelo teste Tukey. Fonte: Autor, 2023.
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A variag¢do da acidez volatil se deu no T3 que foi destaque entre os tratamentos para

ambas as variedades, a literatura traz que o aroma caracteristico de vinagre ¢ decorrente dessa

acidez e passa a ser perceptivel a partir de 0,8 g. L™ (GABBARDO & JACOBS, 2023). O
principal resultado encontrado da utilizacdo de uma L. thermotolerans em sequéncia de uma
S. cerevisiae (T3) ¢ um aumento nos teores de glicerol associado a diminuicdo da acidez
volatil (MORATA, 2018), fato que ndo ocorreu neste estudo, ja que os maiores valores de
glicerol se deram em ambos T2, além que de ambos os T3 apresentaram maiores valores de
acidez volatil, no entanto Sgouros (2020) apresenta aumento da acidez volatil em tratamento
com L. thermotolerans em sequéncia de uma S. cerevisiae, Benito (2018) apresenta dados
semelhantes, em que ao utilizar L. thermotolerans em sequéncia de uma S. cerevisiae ocorre
uma variagdo na acidez volatil de aproximadamente 50%.

A cor do vinho ¢ o resultado das diferencas de comportamento com relagao as luzes
que tém comprimentos de onda entre 420 e 620 nm, ou seja, as cores visiveis do amarelo ao
azul, passando pelo laranja, vermelho e purpura. A intensidade de cor ¢ calculada pela soma
das absorbancias de 420 nm (amarelo), 520 nm (vermelho) e 620 nm (azul), a tonalidade ¢
calculada através da relagdo entre a absorbancia de 420 nm e 520 nm (PEYNAUD &
BLOUIN, 2010). A intensidade nos dd uma ideia da quantidade de cor em um vinho, a
tonalidade nos indica a importancia relativa da cor amarela sobre a cor roxa (ZAMORA,
2003).

Ribeiro (2018) aponta que a maturagdo fenolica das uvas ¢ um fator de grande
influéncia na intensidade de cor, ja que os resultados por ela encontrados foram abaixo dos
recomendados por Ribéreau-Gayon (2006), devido a colheita muito antecipada da uva,
situacdo que nao ocorreu para este estudo. A variedade Tannat ndo apresentou diferenca
estatistica, no entanto o T3 de Cabernet Sauvignon se difere dos demais tratamentos, isso ¢
compreensivel tendo em vista o pH do mesmo, ja que quanto mais alto o pH mais baixa a
intensidade de cor, uma vez que o pH ¢é o principal fator de relevancia para a conservagao da
coloragdo do vinho (CASSIANO, 2014), isso ocorre pois o pH tem alta influéncia na
estabilidade do cation flavilium, em pH proximo a 1 ele é vermelho e proximo a 3,5-4,0 (caso
dos vinhos) a cor puxa para o roxo
(PINA et al, 2015).

A tonalidade indica a evolugdo da cor em pigmentos amarelos devido a reagdes de

oxidag¢do e/ou reducgdo no teor de antocianinas, quanto maior a tonalidade maior a oxidacao do
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vinho. Uma vez que se trata do quociente entre a absorvancia a 420 nm (amarelo) e a 520 nm
(vermelho), tende a ser superior em vinhos mais velhos, dado que, com a oxidagdo, os
pigmentos adquirem tons mais amarelados ou acastanhados. Segundo Ribéreau-Gayon et al.
(2006), este parametro toma valores na ordem dos 0,5-0,7, em vinhos jovens, até valores de
1,2-1,3, em vinhos envelhecidos, demonstrando que os vinhos deste estudo sdo classificados
como jovens.

Os Taninos Totais e as Antocianinas Totais se diferenciam entre as variedades, o que
se explica pelo potencial de acimulo maior da Tannat em comparagdo com a Cabernet
Sauvignon, essa caracteristica da variedade ¢ também demonstrada em outros trabalhos
realizados na regido da Campanha Gaucha (SARTORI, 2011; ZOCCHE, 2016). Sabe-se que
as antocianinas totais sdo diretamente influentes na intensidade de cor dos vinhos, uma vez
que ¢ basicamente composta por flavonoides, que ddo a cor aos vinhos (CABRITA et al,
2003), essa relagdo é comprovada por outros pesquisadores (POTTER et al, 2010).

A atividade antioxidante (A.A) apresentou variacdo apenas entre as variedades, ndo
tendo os tratamentos exercido influéncia sobre a mesma. Antioxidantes sdo substancias que
retardam a velocidade de oxidagdo, através de mecanismos distintos, como a inibi¢cdo de
radicais livres ou complexacdo de metais, nos vinhos os antioxidantes sao os compostos
fendlicos, motivo pelo qual a atividade antioxidante ¢ associada a maior concentracdo de
antocianinas, logo, maior atividade antioxidante maior concentracdo de antocianinas, motivo
pelo qual a Tannat apresenta maior A.A. do que a Cabernet Sauvignon (LINS, 2014;
IVANOVA-PETROPULOS, 2016; MAIA, 2018).

A legislacdo brasileira ndo estabelece um minimo ou maximo para o S 02 Livre, porém

a literatura recomenda um minimo de 30 mg. L_l(WATERHOUSE et al, 2016) para vinho
pronto, e um maximo estabelecido por lei ¢ de 300 mg. L des 02 total para vinho pronto, os

vinhos produzidos encontram-se dentro dos parametros estabelecidos por lei (BRASIL, 1988).

4.3. Cinética de Fermentacao

A figura 5 apresenta a evolugdo da fermentagdo alcodlica para o Tannat, a diferenca
inicial de densidade entre os tratamentos foi em média de 0.010, o0 mesmo se manteve para o
meio do processo. O T3 apresentou inicio de F.A. com trés dias de diferenca. Uma das
repeticoes do T2 teve parada de fermentagdo a densidade 1.003. O fim do processo se deu

com oito dias de diferencga entre o tratamento controle e os demais.
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Figura 5: Grafico de acompanhamento da evolucdo da fermentacdo de Tannat pela

diminui¢do da densidade através do tempo
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Acompanhamento da evolugdo da densidade, inicio em 1.115 em 11/03/2023 e final em 0.995 em 30/03/2023.
Fonte: Autor, 2023.

A figura 6 apresenta a evolugdo da F.A. da Cabernet Sauvignon, a diferenca de
densidade inicial entre dos tratamentos foi de aproximadamente 0.020, 0 mesmo se manteve
no meio do processo fermentativo. O inicio do processo foi mais lento para o T3 se
relacionado aos demais tratamentos e todas as repeti¢des terminaram o processo fermentativo,

com diferenca de 4 dias entre elas.
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Figura 6: Grafico de acompanhamento da evolucdo da fermentacdo de Cabernet Sauvignon

pela diminui¢do da densidade através do tempo
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Acompanhamento da evolucdo da densidade, inicio em 1.102 em 11/03/2023 e final em 0.991 em 27/03/2023.
Fonte: Autor, 2023.

Blanco (2020) apresenta situacdo semelhante, em seu estudo ela utilizou leveduras L.
thermotolerans comerciais e autoctones, e as autoctones apresentaram atraso de dois dias para
inicio do processo de fermentagdo, sugerindo que a levedura foi incapaz de aumentar sua
populagdo devido a microbiota do meio. Binati (2020) comparou a utilizagao de S. cerevisiae
autoctone e L. thermotolerans autdctone sequenciada a uma S. cerevisiae autoctone para
fermentagdo e o mesmo resultado ¢ percebido, um atraso de 2 a 3 dias no inicio da
fermentagdo da L. thermotolerans. Esse atraso para iniciar o processo pode ser mais um dos
fatores que justificam os elevados valores de acidez volatil detectadas na andlise fisico

quimica.
4.4. Analise Sensorial

A figura 7 (A) apresenta a andlise visual dos vinhos Tannat, tratando-se da intensidade
de cor o tratamento com S. cerevisiae comercial (T1) foi destaque, porém na avaliagdo geral o
destaque foi a S. cerevisiae autdctone (T2), ainda que todos tenham ficado muito proéximos.
No parametro de limpidez, a utilizacdo de L. thermotolerans autdctone em co-indculo da S.

cerevisiae autoctone (T3) teve influéncia positiva.
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De maneira geral, a S. cerevisiae autoctone (T2) teve o maior destaque nos paradmetros
olfativos (B), com incremento na percep¢do do aroma frutado, na nitidez e intensidade de
aromas. O tratamento com S. cerevisiae comercial € com inoculagdo sequencial de leveduras
autoctones teve percepcao muito semelhante, com destaque para o aroma floral no T1 e para o
herbaceo para o T3.

Como demonstrado nos apéndices D, E e F, os avaliadores atribuiram mais descritores
aromaticos aos tratamentos com leveduras autoctones (T2 e T3), com incremento dos aromas
de especiarias, defumacgdo e maior descricdo de aromas especificos, como framboesa, violeta,
e amora do que simplesmente as familias aromaticas. O T1 sendo descrito principalmente
como um vinho frutado, o T2 sendo frutado com citagdo de aroma de especiarias e defumagao
e o T3 sendo o mais complexo, mesmo que com citacdo de alguns defeitos aromaticos
(esmalte ou aroma quimico) isso ndo foi pontuado pelo avaliadores, ¢ a sua complexidade
aromatica se destaca.

Para a avaliagdo gustativa (C) todos os tratamentos se apresentaram de forma similar,
sem destaques negativos, mesmo que na analise fisico-quimica o T1 seja o destaque aqui o T3
foi avaliado com maior percepcao acida, esse resultado € comparavel ao de Hranilovic (2021).
Para a avaliacdo global (D), o T2 foi o tratamento em evidéncia, com dois pontos a mais de

diferenga em relagdo aos demais.
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Figura 7: Avaliacdo sensorial dos vinhos Tannat, produzidos na safra 2022/2023 vinificado
com levedura S. cerevisiae Comercial (T1), levedura S. cerevisiae autoctone (T2) e
Lachancea thermotolerans co-inoculada com S. cerevisiae autoctones (T3): analise visual
(A); analise olfativa (B); andlise gustativa ( C ) e avaliacao global (D).
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Fonte: Autor, 2023

A figura 8 (A) apresenta a analise visual dos vinhos Cabernet Sauvignon, nesta
variedade os tratamentos com leveduras autdctones foram melhor avaliados, sendo que a
intensidade de cor foi maior para o T2 e a limpidez e avaliagdo geral foram melhor para o T3.

Para a avaliagdo olfativa (B) o tratamento utilizando levedura comercial foi melhor
pontuado por parte dos avaliadores, com exce¢do de um leve incremento na percep¢ao do
aroma floral no T3. Interessante ressaltar que a caracteristica aromatica “herbacea/vegetal”
ndo ¢ de muito interesse para a variedade, e ambos os tratamentos utilizando as leveduras
autdctones tiveram menor percepcao por parte dos julgadores, sendo menor para T2 seguida
do T3, Morata (2019) identificou menor aroma herbaceo ao utilizar um L. thermotolerans em
sequéncia de uma S. cerevisiae. Embora o T3 tenha apresentado elevado valor de acidez
volatil ¢ importante destacar que isso ndo foi apontado como defeito pelos avaliadores, e para
este tratamento o aroma floral foi mais perceptivel.

Os apéndices G, H e I demonstram os descritores aromaticos percebidos pelo
avaliadores para a Cabernet Sauvignon, o tratamento com levedura comercial apresentou
maior quantidade de descritores percebidos, como ja citado, foi o preferido dos avaliadores,

com grande citacdo de descritores aromaticos especificos (framboesa, acai, ameixa, flores,
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etc.); enquanto que o T2 foi mais descrito com carater floral, inclusive com apontamento da
flor “Dama da Noite”, da “Violeta” e de “Rosas Vermelhas”; e o T3, mesmo que o aroma
acético tenha sido citado ele ndo foi marcado como defeito e o carater complexo do
tratamento ¢ o maior destaque, uma vez que se cita bastante as especiarias (cravo, hibisco e
pimenta) e os aromas terciarios (manteiga e tostado) para além das frutas e flores, a
complexidade aromadtica desse tratamento ¢ também descrita por outros autores (BENITO,
2018; BRANCO, 2020; HRANILOVIC, 2021).

Mesmo que o tratamento mais destacado pelos avaliadores para a avaliagcao gustativa (
C ) tenha sido o T1, é importante ressaltar que para o equilibrio e a avalia¢do geral o T3 foi o

escolhido, fato que se confirma com a avaliagdo global (D) na qual o T3 foi o mais pontuado.

Figura 8: Avaliagdo sensorial dos vinhos Cabernet Sauvignon, produzidos na safra
2022/2023 vinificado com levedura S. cerevisiae comercial (T1), levedura S. cerevisiae
autoctone (T2) e Lachancea thermotolerans co-inoculada com S. cerevisiae autdctone (T3):
analise visual (A); analise olfativa (B); analise gustativa ( C ) e avaliagdo global (D).
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Fonte: Autor, 2023

Fica evidente que as amostras fermentadas com leveduras nativas destacaram-se na
avalia¢do global para ambas as variedades. Para a Tannat, o grupo de avaliadores identificou
que o melhor resultado se deu da utilizacdo apenas da S. cerevisiae autdctone, enquanto que
para Cabernet Sauvignon o preferido foi o que fez uso de inoculagdo sequencial entre uma

N-Saccharomyces e uma S. cerevisiae autoctone, demonstrando o potencial de aceitacao
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destas leveduras, o que ¢ condizente com os resultados encontrados por Callejon (2010),

Jacobs (2016), Gabbardo (2020) e Correia (2022).
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5.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados encontrados pode se concluir que:

O periodo de 48 H para o meio liquido YEPD ¢ o suficiente para produgao de células
de leveduras vidveis para a fermentacdo de mosto de uva.

As leveduras autoctones conseguiram se adaptar ao meio fermentativo, conduzindo a
fermentacdo, em sua maioria at¢ o final, produzindo alcool de maneira muito
semelhante a levedura controle;

Os tratamentos com levedura autoctones influenciaram positivamente a Fermentagao
Maloldatica, tendo em vista que foi conduzida de forma espontinea, e estes foram os
tratamentos que a completaram;

Ao contrario do que tras a literatura, a utilizagao de L. thermotolerans nao aumentou a
acidez total do vinho produzido, nem impactou na produgdo de acido latico ou
glicerol;

A S. cerevisiae autdctone aqui empregada foi capaz de aumentar a produgdo de
glicerol do vinho;

A associagdo especifica desta S. cerevisiae e L. thermotolerans autdctones produziu
uma quantidade maior de 4cido acético;

A cinética de fermentagdo foi influenciada pelas leveduras autdctones, para a S.
cerevisiae influenciando em uma nao F.A. completada dado o potencial alcodlico
muito alto do mosto e para L. thermotolerans resultou em um atraso para iniciar a F.A.
e consequente demora para a conclusdo da mesma;

Sensorialmente, para a Tannat, a S. cerevisiae autoctone teve influéncia positiva sobre
os aromas, incrementando principalmente a percep¢do do aroma frutado, além da
citagdo dos aromas de especiarias, defumacao e maior descricado de aromas frutados
especificos para ambos os tratamentos com leveduras autdctones;

Sensorialmente, para a Cabernet Sauvignon, o T2 teve maior percep¢ao de aromas
florais especificos e o T3 foi descrito como mais complexo e equilibrado, ambos os
tratamentos tiveram impacto positivo sobre o aroma “vegetal/herbaceo”, diminuindo

sua percep¢ao;

10) Para ambas as variedades os tratamentos com leveduras autoctones foram melhor

pontuados pelos avaliadores, sendo os preferidos;

Os resultados aqui encontrados demonstram o grande potencial de emprego de leveduras
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autoctones para a producdo de vinhos finos, tanto para as caracteristicas fisico-quimicas

quanto sensoriais dos mesmos.
6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os vinhos produzidos neste trabalho passardo por andlises cromatograficas para
caracterizacdo do perfil volatil através de CG-MS e do perfil fenolico através de HPLC em

parceria com o Laboratério de Andlise Instrumental do IFSC - Campus Sao Miguel do Oeste.
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APENDICES

Para acompanhamento da multiplicacdo do fermento, foram realizadas conferéncias no
tempo 0, 24 e 48 H. Os erlenmeyers foram agitados a fim de homogeneizar o deposito, e
foram retiradas amostras em microlitros que foram diluidas por diluicdo seriada com

realizagdo da contagem em Camara de Neubauer. A conta da dilui¢cdo utilizada foi:

150 * 10 * Fator de diluigao
4

Togores (2011) diz que inicialmente, para realizar-se a fermentacdo ¢ ideal que se

tenha de 10” a 10° células vidveis.mL ™ de leveduras.
Apéndice A - Contagem de levedura no tempo 0 horas, 24 horas e 48 horas da

levedura N-S. cerevisiae CS45.

Amostra Tempo 0 H Tempo 24 H Tempo 48 H*
CS45 1 37.500 805.000 7.150.000
CS45 2 185.750 765.000 7.525.000
CS45 3 126.500 815.000 4.875.000
CS45 4 98.000 1.272.500 5.225.000
CS45 5 161.250 750.00 9.025.000
CS45 6 91.500 812.500 6.500.000

*células viaveis. mL_l. Fonte: Autor, 2023.

APENDICE B - Contagem de levedura no tempo 0 horas, 24 horas e 48 horas da

levedura S. cerevisiae TE7a

Amostra Tempo 0 H Tempo 24 H Tempo 48 H*
TE7a 1 327.750 592.500 7.425.000
TE7a 2 332.000 992.500 6.525.000
TE7a3 124.250 677.500 4.875.000
TE7a 4 315.000 895.000 6.675.000
TE7a 5 106.250 995.000 5.425.000
TE7a 6 207.500 767.500 6.500.000
TE7a7 114.000 850.000 5.325.000

*células vidveis. mL_l. Fonte: Autor, 2023.
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APENDICE C - Contagem de levedura no tempo 0 horas, 24 horas e 48 horas da

levedura S. cerevisiae TE7a para co-indculo

Amostra Tempo 0 H Tempo 24 H Tempo 48 H*
TE7al.l 116.250 1.157.500 8.475.000
TE7a2.1 99.250 712.500 5.075.000
TE7a 3.1 110.500 775.000 3.675.000
TE7a 4.1 105.000 990.000 7.850.000
TE7a 5.1 85.250 1.482.500 8.900.000
TE7a 6.1 85.500 667.500 5.725.000

*células vidveis. mL_l. Fonte: Autor, 2023.

APENDICE D - Nuvem de palavra T1 Tannat

Bala de iogurte FI O ra |
L cer N\ O r_a n Llcoroso

HOI’te|a Geleia de frutas vermelhas Fruta
Violeta I I I O I IEspeoamas

Frutas vermelhas  Pmenepreta

Pimenta doreino [)()C@  Rosas vermelhas

Fonte: Autor, 2023.

APENDICE E - Nuvem de palavra T2 Tannat

Morango

Licoroso
s AMoray -

meixa Violeta

“Frampoesa>:

Cereja Floral
J E S p e C | a r I a SFrutas vermelhas maduras
Groselhg Pefmae

Fonte: Autor, 2023.
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APENDICE F - Nuvem de palavra T3 Tannat

Vegetal Floral  Frutas roxas

Ame|xaFrUtaS neqgras

Qu|m|co Vinoso -Fl’uta °

Especiariasrer

Pimenta preta Plcante mora
FrUtaS Vermelhas Erva doce

Framboesa”™™™ frutade Violeta

Fonte: Autor, 2023.

APENDICE G - Nuvem de palavra T1 Cabernet Sauvignon

Ameixapreta

Morango ervas

Flores  rrytavermelhamadura Cravo

ogurte Frutasvermelhas

Pimentapreta Folhadetomate
N\entaF ra m O e S aEucaIipto
Vegeta @] A Violeta
Ce"eJaF do Floral

Ameixa

Fonte: Autor, 2023.
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APENDICE H - Nuvem de palavra T2 Cabernet Sauvignon

Defumado

RO\?earsmelhas | O u r te Frutado

Leveacetico Frutasvermelhas DO e
Ment
smena ) JCOUIO
Flordamadanoite
Violeta

Fru a S Frutasnegras
weonsESPECIAraS Hoisco

Morango Amora

Fonte: Autor, 2023.

APENDICE I - Nuvem de palavra T3 Cabernet Sauvignon

Frutasvermelhas
logurte F|Ora| Couro Ameixapreta

Acético  Herbaceo ® Cravo
Frutado Morango
Vlnoso Pimenta

Hb Tempero
Il\/l\se(r:]?aV|O|e aRAt[nora
Especiarias

Fonte: Autor, 2023.
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APENDICE J - Modelo ficha de avaliagdo do perfil sensorial dos vinhos

FICHA PARA ANALISE SENSORIAL DE VINHOS
Degustador: Data: ) )

Vock foi convidado a participar de uma andlise sensorial descritiva quantitativa de vinhos espumantes. Para isso, vocé deve avaliar cada uma das amostras de
acordo com a intensidade dos descritores ou caracteristicas solicitadas. A escala selecionada é de 0 (inexi a 9 (muito int ).

0 (zero) 9 (nove)

I S S S T T — A— —

Inaxistante / pouco intenso Muita intenso

Caracteristicas do vinho (Amostra n® (Amostra n® Amostra n® Amostra n® Amostra n® Amostra n®

Intensidade de cor

Tonalidade (preencher com
texto)

VISUAL

Intensidade

Qualidade

Frutado
Floral

Frutas secas
Microbiologicollacteo
Especiarias

OLFATIVO

Defeitos (acético, redugdo)

1° Descritor + intenso
(preencher com texto)

2° Descritor + intenso
(preencher com texto)

3% Descritor + intenso
(preencher com texto)

(Acidez

(Adstringéncia

Corpo

'Eq uillbrio

Persisténcia

GUSTATIVO

Cremosidade

Goslo indesejavel

[Qualidade geral (60 & 100)

Fonte: Autor, 2023.



