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RESUMO

Segundo a legislagéo brasileira, vinho é a bebida obtida pela fermentacao alcodlica
do mosto simples da uva s&, fresca e madura. Desde os primordios, o vinho é obtido
pela fermentagdo com uso de leveduras selvagens, naturalmente presentes na
matéria prima, no entanto, com avan¢o dos estudos relacionados ao setor, a
tendéncia da industria vitivinicula esta voltada para a utilizacdo de linhagens de
leveduras selecionadas, comumente da espécie Saccharomyces cerevisiae, com
objetivo de garantir a qualidade dos produtos, e mitigar custos de processamento.
Desta forma, o objetivodo presente trabalho foi avaliar o potencial uso de leveduras
isoladas de dornas de fermentacdode cachaca para a fabricacdo de vinhos. Para tal,
217 cepas da colecao de leveduras do LBCM foram avaliadas quanto a capacidade
de fermentacédo, crescimento em diferentes fontes de carbono (Frutose e Glicose),
perfil de floculagéo, e resisténcia frente as diversas condigdes de estresse inerentes
ao processo de fermentacédo do mosto de uva, como: Tolerancia a diferentes valores
de pH e temperatura (°C), e presenca de diéxido de enxofre (SO,). Também foram
avaliados os desempenhos das cepas em relacdo aos aspectos qualitativos do vinho,
pelo potencial fisiolégico de producdo de ésteres e alcoois superiores, bem como o
baixo potencial de sintese de sulfeto de hidrogénio (H,S). Dentre as 217 cepas
analisadas, 4 expressaram alto potencial biotecnolégico para a producéo de vinho
tinto. Entre elas, 2 linhagens destacaram-se em funcdo da polivalencia frente as
condicbes de estresse testadas, 6timo desempenho nos testes relacionados a
producdo de compostos aroméaticos, somado a inexpressiva producao de diéxido de
enxofe, e capacidade de fermentar frutose.

Palavras-chave: Saccharomyce cerevisiae, Biotecnologia, Vitivinicultura, Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.



ABSTRACT

According to the Brazilian legislation, wine is the beverage obtained by the alcoholic
fermentation of the simple must of sound, fresh and ripe grapes. Since the beginning,
the wine is obtained with the use of wild yeasts, naturally present in the raw material,
however, with the advance of the studies related to the sector, the trend of the wine
industry is directed towards the use of selected yeast strains, usually of the species
Saccharomyces cerevisiae, in order to ensure product quality, and mitigate
processing costs. To this aim, 217 strains from the yeast collection of LBCM were
evaluated regarding the fermentation capacity, and growth in different carbon
sources (Fructose and Glucose), flocculation profile, resistance to several stress
conditions inherent to the fermentation process of grape must, such as: tolerance to
different pH values and temperature (°C), and presence of sulfur dioxide (SO,). The
performance of the strains was also evaluated regarding to the qualitative aspects
of the wine, by the physiological potential for the production of esters and higher
alcohols, as well as the low potential for hydrogen sulfide (H,S) synthesis. Among
the 217 strains analyzed, 4 expressed high biotechnological potential for wine
production. Among them, 2 strains stood out due to their polyvalence under the
stress conditions tested, excellent performance in tests related to the production of
aromatic compounds, plus the inexpressive production of sulfur dioxide, and ability
to ferment fructose.

PRATICAL APPLICATION: This research can bring new perspectives to produce wine
from yeast isolated from Brazilian ecosystem.

KeyWords: Saccharomyce cerevisiae, Biotechnology, Viticulture, Food Science and
Technology.
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INTRODUGCAO

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA,
pelo disposto na Lei n® 7.678, de 8 de novembro de 1988, no Decreto n° 8.198, de 20
de fevereiro de 2014, vinho € a bebida obtida por meio da fermentacédo alcoodlica do
mosto simples da uva sd, fresca e madura. Podendo ser subdivididos em termos de
classe: Vinho de Mesa, Vinho Frisante, Vinho Leve, Vinho Fino, Espumante Natural,
Vinho Gaseificado, Vinho Licoroso e Vinho Composto. A classe dos finos e de mesa,
podem ainda ser subdivididas de acordo com a concentracdo de acuUcar residual,
expresso em gramas de glicose por litro, em: Seco (0 - 4 g/L), Demi-Sec (4 - 25 g/L)
e, Suave (>25 g/L) para vinhos de mesa, sendo estipulado o limite superior de 80 g/L

para vinhos finos suave.

A definicdo da composicao dos vinhos é improvavel, uma vez que se trata de
uma solucéo altamente complexa, formada por milhares de compostos oriundos de
interacOes fisico-quimicas e bioquimicas, envolvendo vias metabdlicas de agentes
microbioldgicos e vegetais. Levando em consideracdo a composi¢cdo média do vinho,
podemos afirmar que a agua (87%) e o alcool etilico (11%) sdo os principais
componentes da bebida, expresso em massa por volume (p/v). Em seguida,
apresenta-se 0s elementos traco, entre eles as vitaminas, aminoacidos, sacarideos e
minerais (1%), seguido pelos acidos organicos (0,5%) majoritariamente o acido
tartarico, e pelo conjunto de compostos volateis (0,5%), com destague aos alcoois
superiores, ésteres, cetonas, polifendis e os acidos graxos de cadeia curta (SUMBY
et al., 2009). Em relacdo a composi¢cdo aromatica e olfativas do produto final, os
grupos de maior relevancia sao os alcoois superiores, ésteres, compostos carbonilicos

(cetona e aldeido), e os acidos orgéanicos extraidos do tecido vegetal das uvas durante
13



0 processo (acido tartarico, malico, citrico e ascorbico), tal qual, os acidos sintetizados
pelos microrganismos viaveis presente no mosto de uva (acido acético, succinico,

piravico e latico) (ROCHA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2007).

Dentre os fatores que afetam a composicdo quimica e sensorial do vinho,
podemos destacar: o tempo e as condi¢cdes de envelhecimento da bebida; método de
processamento empregado; o Terroir, como é denominado o0s elementos que
interferem na composicdo molecular da uva e do vinho, que engloba os fatores
inerentes a regido de plantio das videiras (clima, composicéo solo, altitude), ponto de
colheita (maturacao tecnoldgica e fendlica), tecnologia de manejo e as espécies das
uvas; caracteristicas da microbiota atuantes nas fermentacdes. Trabalhos recentes no
campo da biotecnologia aplicado a vitivinicultura, evidenciam o papel fundamental das
caracteristicas genéticas e fisioldgicas dos agentes bioldgicos inoculados que atuaréo
ao longo da fermentacéao alcoolica, tanto em relacdo aos aspectos qualitativos, como
acerca do rendimento do processo (VALENTIN, 2019; VENTURINI FILHO, 2016;

RAINIERI, PRETORIUS 2000).

Pode-se determinar como pontos criticos de processamento do vinho de fino e
de mesa: a determinacdo do ponto de colheita das uvas (fendlica e tecnoldgica);
prensagem e maceracdo; bem como a fermentacao alcoolica e malolatica (REZENDE
et al., 2014). A figura 4 expressa no Apéndice 3, representa o fluxograma de producéo

de vinho tinto e branco.

A fermentacdo alcoodlica pode ser considerada como a principal etapa no
processo produtivo de bebidas fermentadas como na vinificagdo. Tal qual a
metabolizacdo aerobica dos agucares (respiracéo), preferencial para as leveduras na

presenca de oxigénio em funcdo de um maior saldo energético (ATP) ao final da
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fosforilacdo oxidativa. A via metabdlica fermentativa parte do piruvato, resultante do
catabolismo das hexoses pela via glicolitica e tem como objetivo gerar energia quimica
para realizacdo das reacfes celulares. Assim como evidenciado por Luis Pasteur no
século XIX, em suma, pode-se dizer que a fermentacdo alcoodlica € um processo
bioldgico de transformacéo quimica, catalisada por enzimas a nivel citoplasmatico,
onde ocorre a conversdo das fontes de carbono fermentesciveis (D-glicose e D-
frutose) em etanol (C:HsO) e didxido de carbono (CO2), com consequente formacéao

de ATP. (JACKSON, 2018; MORENO-ARIBAS, POLO, 2009; STANIER et al., 1969).

Entretanto, o conjunto de reacdes que compdem a etapa denominada de
fermentacao alcdolica € extremamente complexa, envolvendo a sintese de diversos
compostos além do metabdlito primario (etanol), fundamentais para a composicao
sensorial do vinho. Estes metabolitos sdo denominados de secundarios, sendo 0s
mais relevantes para a caracterizacdo do vinho os &lcoois superiores, ésteres,
compostos carbonilicos, glicerol, acido succinico, diacetil, acetoina, 2,3-butanodiol.
Além disso, outras reacdes quimicas envolvendo os metabdlitos microbianos e os
componentes oriundos do extrato da uva ocorrem simultaneamente, fazendo que no
final, ocorra a transformacéo do mosto de uva em uma solucao alcéolica denominada

vinho (JACKSON, 2018; MORENO-ARIBAS, POLO, 2009).

Alcool superior representa um vasto grupo de metabdlitos altamente
representativo nas producdes de bebidas fermentadas. Entretanto, em altas
concentracdes, estes acarretam caracteristicas olfativas desagradaveis (LA FUENTE
BLANCO, 2016). Em concentra¢gdes moderadas, estes metabolitos sdo fundamentais
para composicao sensorial do vinho, contribuindo positivamente para os aspectos

aromaticos, principalmente apos sofrerem reacdes de esterificacdo (CORDENTE et
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al., 2018). Segundo Duenas-Sanchez e colaboradores (2014), a via de biossintese
dos aminoacidos aromaticos e alifaticos, precursores dos alcoois superiores, é

modulada pela concentragcédo do produto das reacgdes.

Mecanismos de selecdo de cepas com alta capacidade de producdo destes
compostos aromaticos e alifaticos veem sendo desenvolvidas. Uma das estratégias
validada em diversos trabalhos de selecdo e melhoramento de leveduras
Saccharomyces ssp, se baseia na triagem fenotipica de linhagens que néo
apresentam inibicdo retroativa frente ao acumulo dos aminoacidos, precursores dos
compostos aromaticos, resultando no aumento da capacidade de sintetizar seus
derivados (alcool superior e éster). Para isso, utiliza-se de drogas analogas aos
aminoacidos, p-fluoro-DL-fenilanina (PFP), e 5,5,5-trifluoro-DL-leucina (TFL).
(FUKUDA et al., 1999; CASALONE et at., 1997; VICENTE et al., 2006; DUENAS-

SANCHEZ et al., 2014; CORDENTE et al., 2018).

Segundo YOSHIZAWA (1999), o caproato de etila representa um éster de
extrema importancia na composicdo aromatica dos vinhos. Sua sintese, esta
vinculada com a capacidade da levedura em sintetizar lipideos de cadeia curta (acido
caproico), através da atividade da &cido graxo sintetase. Esta enzima pode sofrer
inibicdo pelo antifungico Celulenina. Logo, a inoculagcédo de cepas de leveduras em
meio contendo cerulenina, pode ser utilizada como estratégia de selecao de cepas de
Saccharomyces ssp com alto potencial de producéo deste éster (YOSHIZAWA, 1999;

TAMURA et al, 2015; VICENTE et al, 2006).

Pode-se dizer que um dos grupos de compostos com maior influéncia na
depreciacdo dos aspectos sensoriais do vinho (off-flavour), sdo os compostos

organosulfurados sintetizados pelas leveduras ao longo das reacdes metabdlicas. O
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sulfeto de hidrogénio (H,S), composto de maior destaque, foi identificado como um
intermediario da via biossintética dos aminoacidos sulfurados, sendo facilmente

detectados devido seu aroma caracteristico de ovo estragado (HUANG et al., 2017).

De acordo com Walker e Stewart (2016), dentre as caracteristicas tecnolégicas
desejadas para as leveduras empregadas na producao de vinho, deseja-se que as
linhagens inoculadas na fermentacdo alcéolica expressem boa capacidade
metabdlica das fontes de carbono que compdem o mosto de uva. No qual, segundo
Crippen e Morrison (1986), em média, apresenta 18° BRIX como fonte de agucares
fermentesciveis, predominantemente como frutose e glicose, nas mesmas proporcdes

(1:2).

Assim como as linhagens enolbégicas devem expressar alta capacidade de
metabolizar as fontes de carbono predominantes do mosto de uva, é de fundamental
importancia a resisténcia as condicdes estressantes inerentes do processo de
vinificacdo. Destaca-se as condi¢des fisico-quimicas intrinsecas do mosto de uva,
como o baixo pH (< 3,6), as temperaturas de processamento da fermentacao situadas
na faixa de 25 a 28°C para vinhos tintos, e de 12 a 18°C para brancos. Bem como os
aspectos quimicos de alta concentracdo de solidos soliveis do mosto, fator de
estresse osmotico acentuado na fase de laténcia da fermentacdo (Lag), e a alta
concentracdo de etanol formados ao longo da fermentacdo. Além dos citados, as
linhagens devem apresentar resisténcia ao sulfito (SO;), amplamente utilizado como
antioxidante, e agente seletivo da ecologia microbiana do mosto. (JAKSON, 2018;
RAINIERI, PRETORIUS, 2000). No Brasil, seu uso ao longo das etapas de vinificacao,
é regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolucao

da Diretoria Colegiada — RDC n° 123, de 4 de novembro de 2016, que determina o
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limite de 0,03 g/100mL ou 300ppm, na forma de didéxido de enxofre anidro sulfuroso,

metabissulfito de potassio e bissulfito de potassio (BRASIL, 2016).

A selecdo de linhagens de leveduras resistentes a fatores inerentes ao
processo fermentativo, e que contribuam para o perfil aromatico é de fundamental
importancia para a industria de vinho moderna, de modo a obter produtos
padronizados, e de qualidade. Nesse contexto, 0 objetivo geral deste estudo foi avaliar
o potencial uso de leveduras isoladas de dornas de fermentacéo de cachaca, que de
forma geral apresentam grande resisténcia a condicdes de estresse extremas e
variacdo fenotipica das linhagens em funcdo do processo, para a fabricacdo de
vinhos. Fizeram parte dos critérios de triagem, fatores tecnolégicos relacionados ao
desempenho fermentativo, como a resisténcia a condicfes estressantes de processo
similares aos parametros reais da fermentacdo do mosto de uva (quimicas e fisico-
guimicas), capacidade de fermentar diferentes fontes de carbono. Assim como a
expressdo de caracteristicas metabdlicas qualitativas, que contribuam para perfil
sensorial. Outro fator tecnolégico avaliado ao longo da selecao, esta relacionado com

a capacidade de floculacao das linhagens (RAINIERI, PRETORIUS, 2000).

Il METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular da Escola de Farmacia — UFOP (LBCM/EF/UFOP). Para a selecéao foram

utilizadas a colecdo LBCM (217), submetidas aos seguintes testes:

2.1 Placa Mae

As leveduras isoladas da colecao LBCM (217), foram incubadas em meio YP

(1% extrato de levedura, 2% peptona), adicionado de 2% de glicose para
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crescimento, por 48 h, em incubadora, a 200 rpm, 30 °C. Apds este periodo, 200 pL
de cada isolado foram transferidos para placa de 96 pocos fundo chato, em triplicata

recebendo o nome de placa mée.

2.2 Crescimento em Diferentes Fontes de Carboidratos

Para os testes de crescimento, as leveduras contidas na placa mée foram
inoculadas por meio do replicador de 96 pinos, em placas de 96 pocos fundo chato,
contendo meio YP com 2% de cada carboidrato (glicose, sacarose, frutose).
Posteriormente foram incubadas a 30 °C por 48 h. O resultado do crescimento foi
avaliado visualmente em grau de intensidade, em 6tima (4), alta (3), média (2), baixa

(1) e zero (0).

2.3 Testes de Sensibilidade as Condicdes de Estresse

Para o teste de resisténcia as condicbes de estresse, as leveduras foram
transferidas da placa mée para as placas contendo os meio de teste. Os meios
utilizados foram constituido por: YP com frutose (YPF), a 10, 15 e 20%; YPF 2%
suplementado com etanol PA a 8, 12 e 16%; YPF 2% suplementado com
metabissulfito de potassio 25, 50, e 75 ppm; YPF 2% com pH ajustado com &cido
tartarico, em 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 e 4,0. As transferéncias das leveduras para as placas
com o0 meio teste foram feitas por replicador de 96 pinos. No teste de estresse
térmico, as leveduras foram transferidas para microplacas contendo o meio de
cultura YP com 2% de frutose, e incubadas a 18°C, 28°C e 37°C por 48 horas. Apos,
as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por um periodo de 48 horas. As
leveduras que cresceram nesses pocos foram consideradas resistentes ao
estresse. O resultado foi avaliado visualmente em grau de intensidade de

crescimento, em o6tima (4), alta (3), média (2), baixa (1) e zero (0).
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2.4 Teste de producéo de H,S

Para o teste de producdo de sulfeto de hidrogénio, as leveduras foram
transferidas da placa méae, para as placas de Petri contendo meio agar sulfito de
bismuto (Acumedia®) por meio de replicador de 96 pinos, distribuido em triplicata.
As placas foram incubadas em estufa a 30 °C, por 72 h, e a intensidade de producao
foi avaliada de acordo com a formacéao de halo preto, e a intensidade de coloragéo
deste, em alta (3), média (2), baixa (1) e zero (0). Para controle positivo foi utilizado
a levedura Candida albicans ATCC18804. (JIRANEK; LANGRIDGE; HENSCHKE,

1995 a; b).

2.5 Teste de resisténcia ao 5,5,5-trifluoro-DL-leucina (TFL)

Os Pré-indculos foram preparados em microplascas de 96 pocos de fundo
chato, contendo 200 pL de meio minimo: 0,17% (YNB - DIFCO) sem aminoéacido e
sulfato de amonio, 0,5% de sulfato de amonio e, 2% de glicose. Em seguida, foram
incubadas a por 30 °C, por 72h. Posteriormente,-utilizando-se de replicador, os pré-
inoculos foram transferidos para microplacas, contendo meio minimo com 2% de
glicose, suplementando com 0,5 mM de 5,5,5-trifluoro-DL-leucina (TFL) Sigma®, e
incubadas a 30°C, por 72h. Os resultados foram avaliados em grau de intensidade
de crescimento, em alta (3), média (2), baixa (1), e zero (0). Sendo consideradas

resistentes as cepas que apresentarem crescimento (ASHIDA et al., 1997).

2.6 Teste de resisténcia a Cerulenina

O preparo dos pré-inoculos do teste de resisténcia a cerulenina seguiu o

protocolo do teste de resisténcia ao TFL. Para o teste, foi utilizado o meio minimo
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(YNB 0,17% sem aminoécidos e sulfato de amonio, com 0,5% de sulfato de amdnio
e, 2 % de glicose), suplementado com 25 uM de cerulenina (Sigma®) e incubadas
a 30 °C, por 72 h. Avaliacao se deu pela intensidade de crescimento, em alta (3),

meédia (2), baixa (1), e zero (0). (ARIKAWA et al., 1991).

2.7 Pré-Selecao

A partir da combinacao dos resultados da selecdo dos testes relacionados de
producdo de compostos aromaticos, resisténcia a condicdes estressantes, e baixa
producédo de sulfeto, foram pré-selecionadas dois conjuntos de cepas com potencial:
Conjunto A, contendo as estirpes que apresentaram bom perfil de aromatico e de
resistencia; Conto B, sendo as cepas selecionadas devido ao perfil de aromatico
exclusivamente. As leveduras pré selecionadas foram isoladas em meio sélido (YPD

Agar), e destinadas para as proximas etapas de selecéo.

2.8 Teste qualitativo de floculagéo

As leveduras foram inoculadas em tubos contendo 4 mL, de meio YP com 2%
de frutose, e posteriormente incubadora a 30 °C, 200 rpm por 48 h. Apds este
periodo, as cepas foram homogeneizadas em vortex, a baixa rotacdo, por 5
segundos. A floculacao foi avaliada visualmente apds os tubos serem deixados em
pé, em superficie plana em repouso, e o tempo cronometrado (120 minutos). Foram
avaliadas em grau de intensidade de floculacdo em apos repeticéo do procedimento
em triplicata. As cepas utilizadas como controle foram as cepas LBCM 761

(Altamente floculante), e a Etanol Red (N&o floculante).
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2.9 Teste fermentativo em Tubos de Durham

Os pré-inéculos foram crescidos em tubos com 3 mL de YP e 2% de Frutose
(YPF 2%) em incubadora a 30 °C, 200 rpm, por 48 h. Apds, 10 uL do pré-indculo foi
transferido para outro tubo com 4 ml de meio liquido YP com 2% de frutose. O
microambiente foi fechado com tampa de rosca, contendo em seu interior 1 tubo de
Durham invertido. Os tubos foram incubados a 30 °C de 48 a 72 h. Este procedimento
foi realizado em triplicata, onde os resultados obtidos, deve-se a observacdo da
turvacdo do meio e formacao de gas evidenciado pelos espacos tomado no interior do
tubo de Durham. Foi utilizado como controle negativo o meio sem inoculacéao (Branco).
A avaliacao se deu pela classificacdo em: (2) Alta, quando o tubo de Durham esteve
com mais de um quarto do seu volume completo de gés, (1) regular quando o tubo
esteve com menos de um quarto preenchido de ar, (-) ruim quando o tubo esteve

totalmente preenchido pelo meio.

2.10 Teste fermentativo Tubos de Durham, adicionado de Antimicina

O protocolo aplicado seguiu 0 do Teste Fermentativo em Tubos de Durhan,
porém o meio YPF 2% foi suplementado com Antimicina - A (2 ppm). O critério de

avaliacao dos resultados foi 0 mesmo do teste fermentativo em tubos de Durham.

lll. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Capacidade de Metabolizar Frutose e Glicose

A capacidade de crescimento das leveduras em diferentes fontes de carbono,
foi avaliada e os resultados obtidos foram que das 217 cepas, 100% apresentaram
crescimento em meio composto por 2% de frutose, dentre elas, 95% apresentaram
otima intensidade, e 5% alta intensidade. Quanto ao crescimento em sacarose e
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glicose, foi possivel verificar que as 217 cepas cresceram, com 100% apresentando

intensidade de crescimento 6tima.

Diferentemente da producdo de cachaca onde os acucares fermentesciveis
majoritarios sao glicose e sacarose. Segundo Drumont et al (2008) o mosto de uva &
composto majoritariamente por frutose e glicose, em média has mesmas proporcoes.
Se tratando de linhagens isoladas de dornas de fermentacéo de cachaca, as cepas
gue apresentaram intensidade crescimento 6tima e alta nos meios contendo

diferentes fontes de carbono (Frutose), representam o interesse do presente trabalho.

3.2 Resisténcia as CondigOes de Estresse

Em relacdo aos testes de sensibilidade frente as condi¢cbes de estresse:
osmotico o; baixo valor de pH; térmico (°C); SO, e tolerancia ao etanol. Os resultados
foram expressos na tabela 1 e 2, e os critérios adotados para os testes, foram

apresentados no Apéndice 1, Figura 1.

Tabela 1: Resultado percentual dos testes de resisténcia as condi¢cdes estressantes:
Alta osmolaridade, concentracdo de etanol, sulfito, e diferentes temperaturas.

Intensidade de Crescimento OTIMA (4) ALTA (3) MEDIA (2) BAIXA (1) ZERO (0)
N° Cepas 34 181 1 1 0
Frutose 10%
Percentual 15,67% 83,41% 0,46% 0,46% 0,00%
N° Cepas 26 187 3 0 1
Frutose 15%
Percentual 11,98% 86,18% 1,38% 0,00% 0,46%
N° Cepas 26 183 7 1 0
Frutose 20%
Percentual 11,98% 84,33% 3,23% 0,46% 0,00%
N° Cepas 210 2 2 2 1
SO;: 25ppm
Percentual 96,77% 0,92% 0,92% 0,92% 0,46%
N° Cepas 208 8 1 0 0
SO,: 50ppm
Percentual 95,85% 3,69% 0,46% 0,00% 0,00%
N° Cepas 176 25 4 3 9
SO;: 75ppm
Percentual 81,11% 11,52% 1,84% 1,38% 4,15%
N° Cepas 166 46 2 3 0
Etanol 8%
Percentual 76,50% 21,20% 0,92% 1,38% 0,00%
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N° Cepas 76 79 25 26 12
Etanol 10%

Percentual 35,02% 36,41% 11,52% 11,98% 5,53%
N° Cepas 33 12 17 26 129
Etanol 16%
Percentual 15,21% 5,53% 7,83% 11,98% 59,45%
N° Cepas 210 6 1 0 0
18°C
Percentual 96,77% 2,76% 0,46% 0,00% 0,00%
N° Cepas 206 11 0 0 0
28°C
Percentual 94,93% 5,07% 0,00% 0,00% 0,00%
N° Cepas 200 15 2 0 0
37°C
Percentual 92,17% 6,91% 0,92% 0,00% 0,00%

Fonte: Elaboracao do Autor (2022)

Tabela 2: Resultado percentual do teste de resisténcia a diferentes valores de pH.

Intensidade de Crescimento ALTA (3) MEDIA (2) BAIXA (1) ZERO (0)
pH: 2,0 N° Cepas 0 8 9 200
Percentual 0,00% 3,69% 4,15% 92,17%
pH: 2.5 N° Cepas 148 23 5 41
Percentual 68,20% 10,60% 2,30% 18,89%
pH: 3,0 N° Cepas 188 11 7 11
Percentual 86,64% 5,07% 3,23% 5,07%
pH: 3,5 N° Cepas 194 10 3 10
Percentual 89,40% 4,61% 1,38% 4,61%
pH: 4,0 N° Cepas 196 9 12 0
Percentual 90,32% 4,15% 5,53% 0,00%

Fonte: Elaboracdo do Autor (2022)

De acordo como Rainieri e Pretorius (2000), apesar do mosto de uva possuir
fatores nutricionais para o crescimento das leveduras, sua alta acidez média, atrelado
a alta concentragcdo de hexoses (alta osmolaridade) compondo o meio, sé&o
considerados fatores de estresse para as células, principalmente nas etapas iniciais
da fermentacdo, denominada fase de laténcia (Lag). Segundo Heinisch e Rodicio
(2017), passado a fase adaptativa (Lag), as células inoculadas iniciam denominada
fase exponencial, metabolizando os acucares em baixa pressao de oxigénio na qual
preferencialmente a (Frutose:Glicose), e concomitantemente sintetizando de forma

vigorosa principalmente o etanol e o dioxido de carbono, associado com a liberagéo
24



de energia na forma de calor, causando um aumento gradativo da temperatura do
mosto. Portanto, o crescimento de cepas Saccharomyces cerevisiae em condi¢des de
estresse acido, osmatico, de calor, e em concentracbes de etanol similares as
condicbes de fermentacdo do mosto de uva, se apresentam como uma etapa

essencial de selecdo das cepas com potencial enoldgico.

A alta concentracdo de acUcares do mosto de uva na etapa de inoculagéo,
impdem as células microbianas a condicao de alta osmolaridade, caracterizado pela
perda da turgidez celular, resultante da fuga de agua que compdem o0 meio
intracelular, podendo representar grande impacto na viabilidade das células
inoculadas, resultando na queda do desempenho fermentativo. Segundo Crippen e
Morrison (1986), estima-se em média, através da determinacdo do teor sdlidos
soltveis (°BRIX), a concentracdo de 180 g/L (Frutose:Glicose). Atribuicéo feita, pois
segundo Amerine e Ough (1976), os acucares fermentesciveis compdem
aproximadamente 90% dos sélidos sollveis totais (SST) da uva madura (WALKER,
STEWART, 2016; HEINISH, RODICIO, 2017; MORENO-ARIBAS, POLO, 2009;

CRIPPER, MORRISON, 1986).

Atrelado a esta condicdo, o baixo valor de pH do mosto de uva no inicio da
fermentacao representa um importante estresse celular para as leveduras. Segundo
Heinisch (2017), com o fluxo de H+ para o meio intracelular, o0 meio citoplasmatico
sofre gradativa acidificacdo, fato que pode resultar a desnaturacdo de enzimas
citosolicas, podendo causar apoptose celular a depender das condi¢bes. Portanto,
cepas de Saccharomyces cerevisiae selecionadas para praticas enologicas, devem

apresentar resisténcia ao crescimento em meios acidos, visto o pH 6timo para
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fermentacdo de vinhos tintos, e brancos estarem estabelecidos entre: (3,3 - 3,6), e

(3,1 - 3,4), respectivamente (JACKSON, 2018)

Estudos desenvolvidos por Morgan e colaboradores (2019), com o objetivo de
avaliar o impacto do sulfito em leveduras Saccharomyces cerevisiae enologicas
comerciais, demonstraram a importancia da selecdo das leveduras resistentes a
concentracdes de SO,. Nesse estudo, os resultados apontaram respostas diferentes
das duas cepas avaliadas, frente a concentracdes de 50 mg/l (ppm). Uma das cepas
analisadas (QA23) apresentou maior sensibilidade, observada pelo retardo do
crescimento populacional, assim como para atingir a etapa final da fermentacéo,
evidenciada pelo esgotamento da fonte de carbono. O mecanismo de acédo
antimicrobiana, ocorre através do produto de dissociacao dos sais, o SO, livre, que
em contato com o vinho reage com a agua, formando diferentes produtos. A depender
do pH, o dioxido de enxofre pode estar na forma de sulfito molecular (SO,), ion
bissulfito (HSO3-) ou sulfito ionizado (SO3-). O sulfito molecular, bem como suas
derivacdes inibem certas reacdes intracelulares dos microrganismos, hidrolisando
enzimas e proteinas essenciais para o metabolismo celular dos microrganismos néo

resistentes (DIVAL et al., 2012; ROTTER, 2011).

3.3 Sulfeto de Hidrogénio (H,S)

Quanto a capacidade de producdo de H,S pelas leveduras, os resultados
encontrados mostraram que, entre as 217 cepas testadas, 39 ndo apresentaram
producdo de H,S, representando um percentual de aproximadamente 18%. Os
resultados apontaram também diferenca acerca da intensidade dentre o percentual
(82%), que sintetizam certa quantidade de H,S. A classificagdo da capacidade de

producdo deste composto foi expressa no Apéndice 1, Figura 2.
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De acordo com Jiranek, Langridge e Henschke (1996), o fator de maior
influéncia para producdo de sulfeto, esta atrelado a baixa concentracdo de
aminoacidos presente no mosto de uva durante a fermentacdo, resultando no
desencadeamento de reacdes metabdlicas, com objetivo de sintetizar e assim suprir
os deficitarios, cisteina e metionina (<20 mg/L), fundamentais para as funcdes vitais
das leveduras. O “atalho metabdlico” em questéo, via biossintética de assimilacdo de
sulfato (SAP) se traduz na reducdo do sulfato presente em grande quantidade no
mosto (> 160 mg/L) em sulfeto, precursor dos aminoacidos sulfurados (RAUHUT,

2009; UGLIANO, HENSCHKEU, 2009; HUANG et al., 2017).

3.4 Teste Relacionado a Produ¢ao de Compostos Aromaticos: TFL e
Cerulenina

Os testes de resisténcia as drogas TFL e cerulanina, sédo relacionados a
potencial capacidade metabdlica das leveduras em sintetizar compostos aromaticas,
desejaveis para as caracteristicas sensoriais das bebidas fermentadas. A escala
utiizada para avaliacdo visual, foi baseada na intensidade de crescimento,

evidenciada pela turvacdo do meio, como expresso no Apéndice 1, Figura 2.

Os resultados obtidos apds a incubacao das 217 cepas, em meio contendo
cerulenina, foi de 127 cepas resistentes a droga (58,53%), dentre elas 87 (40,09%) e
15 (6,91%) cepas expressaram respectivamente, alta e média intensidade de
crescimento. Quanto ao teste de resisténcia em meio adicionado de 5,5,5-trifluoro-DL-
leucina (TFL), verificou-se o total de 133 cepas resistentes (61,23%), das quais 107
cepas apresentaram intensidade alta de crescimento (49,31%), e 11 cepas com média

intensidade (5,07%).
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As estirpes capazes de resistir ao meio contendo TFL, analogo ao aminoacido alifatico
Leucina, sdo caracterizadas pela insensibilidade a modulacédo alostérica frente ao
produto final da via de biossintese, sendo capazes de acumular este aminoacido, e
logo apresentam alto potencial de producdo de moléculas como: Alcool isoamil e seu
éster isoamil acetato, responsaveis por notas frutadas e adocicadas (FUKUDA et al.,
1999; CASALONE et al., 1997; VICENTE et al., 2006; DUENAS-SANCHEZ et al.,
2014; CORDENTE et al., 2018). Assim como a resisténcia das linhagens ao meio
adicionado de cerulenina, esta caracteristica esta ligada com a atividade da acido
graxo sintetase, responsavel pela sintese de acido caproico, precursor do éster
(caproato de etila) ap6s reacdo com o etanol. O éster caproato de etila é caracterizado
por contribuir com aromas frutado em bebidas fermentadas (YOSHIZAWA, 1999;

TAMURA et al, 2015; VICENTE et al, 2006).

3.5 Pré-Selegao

Cinco estirpes foram selecionadas no conjunto A (Tabela 3). Estas foram as
gue apresentaram intensidade de crescimento igual ou superior que trés (3) em nas
condi¢cOes de estresse testadas, exceto em pH: 2,0, pois 92,27 % das estirpes nao
cresceram nesta condicdo extrema. Somado a este filtro, foi aplicado outra selecao,
sobrepondo os resultados das andlises relacionadas a producdo de compostos
aromaticos, selecionando as linhagens que apresentassem intensidade menor ou
igual a um (<1) no teste de producéo de H,S, e intensidade maior ou igual a trés (=3)

no teste de TFL e cerulenina.

28



Tabela 3: Cepas selecionadas baseado nas caracteristicas fenotipicas relacionado a resisténcia as
condicbes estressantes, e apresentem alto potencial de producdo de compostos aromaticos foram
expressas (Conjunto A). Selecionadas em fungdo do potencial de producdo de compostos aromaticos
(Conjunto B).

Conjunto A Conjunto B

97 110 42

SELEGAO

©
i
©
ol
N
N
o
N
[N
©
©

2 % Glicose

2% sacarose

2% Frutose

H2S

TFL

Cerulenina

10% Frutose

15% Frutose

20% Frutose
SO, 25ppm
SO, 50ppm
SO, 75ppm

8% Etanol

10% Etanol

16% Etanol
18°C
28°C
37°C

pH 2,5

pH 3,0
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Fonte: Elaboraca

3
do Autor (2022)
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Quando ao conjunto B, foram identificadas 3 cepas de interesse, Tabela 3. A
selecdo se baseou em critérios voltados para caracteristicas qualitativas de
fermentacao, onde foram filtradas apenas as linhagens que apresentaram intensidade
menor ou igual a um (1) no teste relacionado a producéo de H,S, bem como
intensidade de crescimento maior ou igual a trés (=3), em meio contendo TFL e
cerulenina. Os resultados dos testes de resisténcia ndo foram avaliados para selecao
deste conjunto. Apos a definicdo da pré-selegéo, as 8 cepas pertencentes ao conjunto
A e conjunto B foram destinadas aos testes de floculagdo e fermentacao,

respectivamente.
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3.6 Floculagao

Dentre as 8 cepas testadas quanto a sua capacidade floculativa (Apéndice 2,
Tabela 4), nenhuma apresentou comportamento semelhante ao controle positivo
(LBCM 761). Entretanto, as que apresentaram melhor desempenho foram as cepas
97, 110 e 126 interpretadas como moderadamente floculante (2). J& as cepas 94 e 95,
apresentaram-se como pouco floculante (1), enquanto as cepas 2, 42, 199 nao

apresentaram nenhum tipo de sedimentac¢éo ao longo do periodo estipulado.

Segundo Varela e colaboradores (2020), de modo geral, cepas comerciais
destinadas a vinificacdo ndo apresentam o fenétipo altamente floculante, em funcao
do risco de promoverem uma fermentacao arrastada, ou incompleta ao flocularem
demasiadamente logo apo0s a inoculacdo. Apesar da rapida separacdo natural da
biomassa das leveduras representar um fator importante na reducao de custos gerais
da producéo, no contexto de producdo de vinhos, desejam-se linhagens de leveduras

gue apresentem robusta floculacdo somente apés o término da fermentacao alcoolica.

3.7 Potencial de Fermentagao

Quanto a capacidade fermentativa das leveduras, foram aplicados os testes
presuntivos de fermentacdo em tubo de Durham, nos quais capacidade de
fermentacdo da frutose foi avaliada de acordo com a intensidade de formacéo do
diéxido de carbono. Por se tratar de organismos anaerobios facultativos, é incorreto
assumir que a formagéo de CO: € resultado da fermentagédo. Em decorréncia disso,
os resultados foram confrontados com o mesmo teste (YP 2% frutose), adicionado de
Antimicina-A. Esta droga possui agdo inibitéria da respiracdo, atuando na cadeia
transportadora de elétrons (mitocondria), bloqueando o complexo 3, e impedindo
assim a transferéncia de elétrons entre o citocromo B para o citocromo C (LODOLO
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et at., 1998). Os resultados do teste foram expressos no Apéndice 2, Tabela 5, assim

como critério de avaliacao foi apresentado no Apéndice 1, Figura 3.

Por fim, as cepas selecionadas foram as que apresentaram maior vigor em
relacdo ao desprendimento de gas resultantes da fermentacédo, em meio adicionado
de Antimicina-A, foram: 110, 42, 94 e 199. O desempenho geral das 4 linhagens
selecionadas ao final deste trabalho foram expressos no grafico de barras no

Apéndice 1, Figura 4.

V. CONCLUSAO

Diversos séo os fatores que interferem na qualidade final dos vinhos, dentre
eles, as caracteristicas fenotipicas da levedura inoculada na etapa de fermentacéo
alcoolica, representa um dos principais elementos. Diante disso, recentes estudos no
campo da biotecnologia veem sendo desenvolvidos, com objetivo de identificar
linhagens de Saccharomyces cerevisiae que contribuam para os aspectos sensoriais
e tecnoldgicos, assim como elucidar os mecanismos envolvidos na expresséo dessas
caracteristicas. Uma estratégia ja consolidada, é por meio do isolamento e selecéo de
leveduras oriundas de diferentes processos bhiotecnol6gicos, expostas a condi¢des de
processo variadas, realizando a triagem das cepas que apresentem bom desempenho
frente as condi¢cdes de processo submetidas, baseadas nos parédmetros fisico-
quimicas, quimicos e fisicos do processo a ser desenvolvido.

Dentre as 217 linhagens de levedura (LBCM) isoladas de dornas de
fermentacao de cachaca, oriundas de diversos alambiques do Brasil, 4 apresentaram-
se com alto potencial biotecnoldgico para a producao de vinho tinto, sdo elas: 110, 42,
94 e 199. Essas, expressaram polivaléncia quanto a todas as condi¢cdes de estresse

intrinsecas a fermentacao do mosto de uvas tintas, assim como bom desempenho nos
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testes relacionados a producdo de compostos aromaticos e, capacidade de fermentar

frutose e glicose.

As cepas isoladas neste trabalho abrem caminho para a possibilidade da
descoberta de linhagens de levedura da ecologia microbiana nacional, com potencial
aplicacdo na producédo de vinhos, ressaltando a vasta variacdo de linhagens de

Saccharomyces cerevisiae com potencial tecnoldgico inexplorado.

Como perspectiva, novos estudos como a fermentacdo em escala reduzida,
determinacdo dos metabdlitos primarios e secundarios pés fermentacdo e andlise
sensorial devem ser desenvolvidos, para que se amplie os dados sobre as linhagens

selecionadas.
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VI. APENDICE 1: INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Figura 1: O lado A representa o critério de intensidade avaliado nos testes de resisténcia as condi¢des de estresse:
osmadtico, térmico (°C), SO, e etanol, em placas de 96 wells (Lado A) o hexagono destacado em verde, representa
as cepas que apresentaram 6tima intensidade de crescimento (4). Em roxo, amarelo, vermelho, e branco foram
interpretadas com intensidade de crescimento alta (3), média (2), baixa (1), sem crescimento (-), respectivamente.
Quanto ao lado B, o hexagono destacado em verde, representa as cepas que apresentaram alta intensidade de
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crescimento (3). Em amarelo, vermelho e branco, foram interpretadas com intensidade de crescimento média (2),
e baixa (1), e sem crescimento (-), respectivamente.O lado B, é uma imagem do teste que representa a
interpretacgédo do teste de resisténcia a baixos valores de pH. o hexagono destacado em verde, representa as cepas
que apresentaram alta intensidade de crescimento (3). Em amarelo, vermelho e branco, foram interpretadas com

intensidade de crescimento média (2), e baixa (1), e sem crescimento (-), respectivamente.

Fonte: Elaborag&o do Autor (2022

Figura 2: O lado A da Figura representa a interpretacdo do teste de producdo de H2S em Placa de Petri. O
hexagono destacado em verde, representa as cepas apresentaram alto de producéo (3). Os indculos destacas em
amarelo, foram interpretadas como produtoras moderadas de H2S (1). Ja as cepas assinaladas com a cor
vermelha e branca, representam linhagens com baixa e ndo produtoras respectivamente. O In6culo usado como
controle positivo (Candida albicans), esta destacada com a roxo. O lado B representa a interpretacéo do teste de
com TFL e Cerulenina. o hexagono destacado em verde, representa as cepas que apresentaram étima intensidade
de crescimento (4). Os in6culos destacas em roxo, amarelo e vermelho, foram interpretadas com intensidade de
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crescimento alta (3), média (2), baixa (1) respectivamente. J& os pogos destacados em branco, apontam as cepas
gue ndo cresceram (-).

Fonte: Elaboragdo do Autor (2022)

Figura 3: Figura representativa dos testes de fermentagdo em tudo de Durham. Os tubos foram dispostos aos
pares e apresentam a numeragdo da cepa inoculada. A letra A+ simboliza o mesmo indculo, adicionado de
Antimicina. O controle foi representado com o tudo sem inoculagéo de células.

Branco

Fonte: Elaboragdo do Autor (2022)

Figura 4: Grafico de barra com os resultados das 4 cepas selecionadas (110, 199, 42 e 94), nos testes
de resisténcia as condicOes de estresse testadas, testes relacionados a sinteses de aromaticos (TFL,
Cerulenina e H,S), fermenta¢do em tubo de Dulham.
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VIl.  APENDICE 2: TABELA DOS RESULTADOS
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Tabela 4: O quadro represente o resultado do teste qualitativo de floculacao.

Cepa

Intensidade de Floculacéo

94

1

95

97

110

126

2

42

199

LBCM 761

RO OOININDNPF

E. RED

0

Fonte: Elaboracdo do Autor (2022)

Tabela 5: O quadro representa os resultados do teste de fermentacdo em tubos de

Durham em YPF 2%, adicionado e ndo adicionado de Antimicina.

Cepa

YPF 2%

YPF 2% + Antimicina

94

2

2
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Fonte: Elaboracdo do Autor (2022)
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Tabela 6: O quadro representa os resultados dos testes de resisténcia ao estresse,

producado de dioxido de enxofre, producdo de compostos arométicos, e fermentacdo em

tubos de Durham adicionado e sem Antimicina-A.

Testes x Cepas
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VIII. APENDICE 3: REFERENCIAL TEORICO

8.1 Historico

As evidéncias atualmente consideradas como a prova mais antiga do processo
intencional de vinificacdo, envolvendo o cultivo de videiras (Vitis vinifera) € datado de
aproximadamente 5.400 - 5.000 a.C. Entretanto, residuos organicos relacionados com
transformacdo quimica do mosto de uva em vinho, como &cido tartarico e seu sal
tartarato de potassio encontrados na regido denominada Oriente-Préximo (8.000 —
4.000 A.E.C), sugerem como primordios da vitivinicultura, o periodo que se estende
desde os primeiros milénios da era neolitica (10.000 — 3.000 A.E.C), acompanhado
do surgimento da revolucao agricola. Ja o primeiro registro de equipamentos utilizados
e desenvolvidos exclusivamente para producao do vinho, possui datacéo de 4.100 a
4.000 A.E.C, localizado em uma caverna na regiao sul da Arménia. Somente milhares
de anos depois, a vitivinicultura se espalharia para os demais continentes.

(ESTREICHER, 2017).

No Brasil, as videiras (Vitis vinifera) foram introduzidas pela primeira vez junto a
chegada das grandes navegacdes, no século XVI, onde hoje se situa o estado de Séo
Paulo, antiga capitania de S&o Vicente. Entretanto, apds a incidéncia de doencas
fungicas oriundas de uvas importadas da América Norte, a vinicultura colonial veio a
decadéncia. Fato que resultou a substituicho das castas europeias
predominantemente cultivadas no periodo, por castas como: Isabel, Niagara e Seibel
(Vitis labrusca). Somente no Século XX, através de investimentos governamentais, a

regido do Rio Grande do Sul voltou parcialmente com o cultivo de castas europeias, e
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posteriormente expandindo o cultivar para outras regides do sul e sudeste do pais,

macrorregiao hoje denominada de viticultura tradicional (PROTAS et al., 2002).

O Brasil, diferentemente dos principais paises produtores pertencentes ao “Velho
Mundo” e “Novo Mundo” da vitivinicultura, devido sua dimenséao continental, variagao
climatica e geografica, atualmente possui trés macrorregides produtoras de vinhos
comerciais, com caracteristicas distintas, em funcdo das condicbes climaticas
(temperado, subtropical, tropical, entre outros), técnica de manejo do vinhedo, altitude,

e composicdo do solo (PEREIRA et at., 2020)

Segundo Giuliano e colaboradores (2020), a macrorregido denominada de
produtora dos vinhos tradicionais, € considerada como a pioneira no setor da
vitivinicultura nacional, caracterizada por sistemas de colheita e poda anual do
vinhedo, regides de clima temperado e subtropical (ambos Umidos), altitudes de 50 a
1.400m, compreendendo as regides do estado do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parand (tropical amido), e localidades dos estados de S&o Paulo, Espirito Santo, e
Minas Gerais (subtropical imido). J& a viticultura tropical, referente aos sistemas de
producao praticados nas regides de clima tropical semiarido, como o Vale do Rio Sao
Francisco, com destaque para os polos de Petrolina-PE/Juazeiro-BA, tem se
desenvolvido desde os anos 70, inicialmente com foco no cultivo de uvas de mesa, e
atualmente com producdes de diversas variedades destinadas para elaboracédo de
vinhos. Dentre as diferencas entre o sistema de producao tropical para o tradicional,
pode-se destacar o uso de sistemas de irrigacdo nas regides produtoras dos vinhos
tropicais, possibilitando a vegetacdo das videiras todos os meses do ano,
proporcionando ao produtor o controle do melhor periodo para execugédo da poda, e

consequentemente da colheita, total ou parcial do vinhedo (PEREIRA et at., 2020).
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A terceira macrorregido vitivinicola, produtora dos vinhos de inverno, vem sendo
desenvolvida nas ultimas décadas, através do desenvolvimento de novas tecnologias
de manejo dos vinhedos. Este sistema compreende as producfes de climas
subtropical e tropical de altitude, com altitude média de oitocentos metros, sendo
caracterizado pela técnica de manejo denominada de dupla poda, ou poda invertida,
com dois ciclos viticolas no ano, com uma colheita anual, no inverno (agosto), assim
como na viticultura tradicional. Os “vinhos de inverno” teve suas primeiras producdes
nas regides cafeeiras do Sul de Minas Gerais, Norte de Sdo Paulo, e atualmente
segue em expansao para outras regides com clima tropical de altitude, como
localidades pertencentes aos estados da Bahia (Chapada Diamantina, Rio de Janeiro,

Espirito Santo, Mato Grosso e Tocantins (PEREIRA et al. 2020; PROTAS et al., 2002).

De acordo com o ultimo levantamento dos dados de 2019, a vitivinicultura brasileira
compreende a area de 75.731 ha, onde aproximadamente 63% desta, esta
concentrada no Rio Grande do Sul. Em termos quantitativos, 90% da producéo de
vinho, e 85% dos espumantes nacionais advém do estado do Rio Grande do Sul.
Entretanto com o avanco da tecnologia no campo da vitivinicultura, principalmente no
manejo em climas subtropicais e tropicais de altitude, outras regides ganharam
espaco no cenario do vinho fino, como em regides do Sul Minas Gerais. Fato que s6
foi possivel, através de investimentos em pesquisas (IBGE, 2020; MELLO,

MACHADO, 2020).

8.2 Legislagao

Tendo em vista a Instrucdo Normativa (IN) n°48, de 31 de agosto de 2018,
entende-se por vinho fino, exclusivamente a bebida resultante da fermentagao

alcodlica do mosto de uva da variedade Vitis vinifera, onde o teor de alcool etilico deve

42



apresentar valores entre 8,6% (v/v) — 14% (v/v). Ja para o Vinho de Mesa, entende-
se o produto final oriundo da fermentacdo do mosto de uva simples sem restricao de
espécie, com o mesmo intervalo de graduacéo alcodlica do vinho fino, podendo ser
adocado através da adicdo de mosto de uva simples, concentrado retificado ou
sacarose sOlida, assim como o vinho fino. Além da classificacdo de acordo com a
concentracéo final de acucares totais do produto, pode-se subdividir a bebida obtida

pela fermentacdo do mosto de uva, em vinho tinto, branco e rose (MAPA, 2018).

8.3 Processo Produtivo
Como reflexo dos adventos cientificos e tecnolégicos, as praticas aplicadas no
processo de vinificagdo sofreram diversas contribuigdes ao longo do tempo. A Figura

1 apresenta o fluxograma esquematico da producédo de vinho tinto e branco.

8.3.1 Colheita e Desengace

Determinar o ponto ideal de colheita, € considerado um dos pontos criticos de
controle do processo para obtencdo do vinho. Na pratica, o estagio de maturacao é
determinado a partir da avaliacdo dos parametros tecnoldgicos e sensoriais da uva. A
maturacdo tecnoldgica deve ser determinada por meio de amostragem, no qual as
bagas devem apresentar o valor desejado em relacdo a concentracdo de acucar,
(°BRIX), acidez total e pH. Entretanto, além do parametro citado acima, para se obter
um produto com aspectos visuais, aromaticos e gustativos ideais, faz-se necessario a
determinacdo da maturagéo fenolica. Esta, é estabelecida através da experimentagéo
das uvas, ou por meio de modelos que identificam o potencial de proto-antocianinas
e antocianinas presente nas bagas. Atualmente, o sistema de colheita pode ser
realizado de forma automatizada, ou de forma manual (MELENDEZ et al, 2013;

MORATA, 2019).
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No recebimento, com intuito de garantir o estado sanitario, e impedir a oxidacéo de

seus componentes, as uvas sdo armazenadas em ambientes refrigerados. A adicdo

dos aditivos conservadores, nos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira,

também é uma técnica utilizada nos processos industriais. No recebimento, a

aspersao de sulfito, combinado com a refrigeracdo, pode impedir 0 crescimento de

agente biologicos indesejados, além de atuar com um antioxidante (JACKSON, 2018).

Figura 4: Processo de produc¢éo do vinho
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Na etapa seguinte, inicia-se o desengace, que consiste na retirada do material
vegetal adjacente as bagas de uva, como folhas e galhos (engaco). Em seguida, as
uvas sao esmagadas e mantidas juntamente com o mosto extraido para a maceracao
(no caso de vinho tinto). Em vinhos tintos, a etapa de maceracéo é fundamental para
extracdo dos componentes que constituem o mesocarpo, endocarpo e pericarpo.
Além da modificacdo fisica, a etapa de esmagamento, seguida da maceracao,
influencia diretamente a composicdo molecular do mosto, visto que a presséao exercida
mecanicamente, leva a difusdo de nutrientes, e ao rompimento das células vegetais,
resultando na liberacdo e ativacdo de enzimas, capazes de sintetizar moléculas
aromaticas e, ou hidrolisar macromoléculas, possibilitando a acdo dos microrganismos
nas etapas subsequentes. Em relacao ao vinho tinto, o tempo de maceracéao deve ser
calculado com base na sanidade da uva, idade da planta e caracteristica de produto,
para que as reacdes resultantes das interacfes ocorram de forma satisfatoria

(JACKSON, 2018).

Quando se destina a producéo de vinhos compostos por aromas delicados, como
os vinhos branco, em grande medida, industrialmente, adiciona-se a etapa de
clarificacdo, antes do mosto receber o in6culo para a fermentacédo. Esta etapa se
destina a precipitacdo dos solidos dispersos no mosto (esterais, lipidios, polifendis e
proteinas), impedindo assim a interacdo deste com o0s agentes biologicos, com
objetivo de inibir a formagdo de metabdlitos arométicos indesejaveis. A clarificacdo
que antecede a fermentacdo, normalmente é garantida pela técnica de decantagéo
estética pelo frio (debourbage). Também pode-se empregar métodos dinamicos, como
centrifugacéo, filtragdo, bem como a adicdo de agentes precipitantes (COCITO,

DELFINE, 1997).
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8.3.2 Esmagamento e Maceragao

Pode-se dizer que a transformacao dos compostos do mosto de uva no processo
de vinificac&o, inicia a partir do momento que as uvas sao esmagadas, na chamada
fermentacdo espontanea. Ao serem esmagadas, estas levam consigo uma grande
quantidade de leveduras e bactérias que naturalmente estdo presentes na microbiota
destas uvas. Esta biodiversidade varia de acordo com inimeros fatores, como a casta
(variedade) da uva, estagio de maturacao da colheita, microclima da regido de plantio
e pré-tratamento antimicrobiano das uvas. Apesar da fermentagédo espontanea iniciar
no momento do esmagamento, grande parte das praticas enologas atuais, utilizam-se
de in6culos de levedura com caracteristicas conhecidas para um desenvolvimento
fermentativo guiado. Onde, apds a maceragdo, o mosto é transferido para um tanque,
e a etapa é finalizada sem o contato com as bagas de uva (JACKSON, 2018;

MORENO-ARIBAS, POLO, 2009).

8.3.3 Fermentacao alcdolica

De acordo com Lima e colaboradores (2001) a fermentacéo alcodlica pode ser
dividida em trés fases: fase Lag, exponencial e estacionaria. Ao inocularmos as
leveduras no mosto de uva, as células devem adaptar-se aos parametros do meio
(fisico-quimicos e nutricionais), dando inicio a fase de laténcia ou Lag. Nesta fase, a
metabolizacdo das fontes de carbono é desviada majoritariamente para a respiracao
aerdbia, em funcdo do maior saldo energético ao final das reacdes. Ao longo desta
etapa, observa-se breve desprendimento de CO2, com ligeiro aumento da
temperatura. Neste momento, deseja-se intenso crescimento populacional, para uma

boa capacidade fermentativa na fase seguinte.

Ao inicio da fase exponencial, ou tumultuosa, pode-se evidenciar um vultuoso

desprendimento de gas, formacdo de espuma, aumento gradativo da acidez e da
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concentracdo de alcool etilico. Nesta fase, a concentracdo de oxigénio se encontra
baixa, e o metabolismo é desviado para a via anaerdbia fermentativa, resultando
intensa conversao dos acucares em etanol, e dioxido de carbono, com a dissipacao
de calor. A temperatura deve ser controlada através de sistemas de trocadores de
calor. Segundo Moreno-Aribas e Polo (2009), a fase exponencial pode demandar

entre 3 a 6 horas. (VENTURINI FILHO, 2010; LIMA, et al 2001).

Na denominada fase estacionaria, o teor de acucares sollveis se encontra
baixo, assim como a pressdo de oxigénio, e os valores de pH, fato que resulta na
estagnacédo do crescimento populacional, caracterizado pela manutencédo do niumero
de células viaveis no meio. Apesar do fato que a conversao das fontes de carbono em
etanol ndo apresentar mais intensidade, a inda ha atividade celular, com destaque a
sintese de compostos secundarios da fermentacao. Ao final, deseja-se a deplecéo de
fontes de carbono e alto rendimento alcdolico, e perfil aromatico agradavel. Esta etapa
varia entre 2 a 10 dias. Posteriormente, a fase de declinio celular é iniciada, e a
populacdo de leveduras viaveis tende a praticamente zero, em resposta a baixa
concentracdo dos fatores nutricionais, altas concentracbes de etanol, e outros
metabolitos que causam estresse celular extremo. (VENTURINI FILHO, 2010; LIMA,

et al., 2001; MORENO-ARIBAS, POLO, 2009).

De acordo com Moreno-Aribas e Polo (2009), a fermentacdo alc6olica tem um
rendimento energético menor comparado a respiracao aerobica. Ao final da via, cada
molécula de glicose dara origem a duas moléculas de etanol, contabilizando um saldo
de 2 ATP. Entretanto, a fermentacdo s6 pode ser processada por organismos com

“aparatos genéticos” especificos. Ja na respiracéo, apos a degradacéo total da cadeia
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carbonica, o saldo é de 32 ATP (JACKSON, 2018; MORENO-ARIBAS, POLO, 2009;

STANIER et al., 1969).

8.3.4 Fermentacao Maloléatica

Terminada a etapa de fermentacéo alcodlica, inicia-se a segunda fermentacéo. A
fermentacdo malolatica, pode ser expressa como a conversdo do L-Acido Malico, em
L-Acido Latico e Didxido de Carbono (COz), catalisados por bactérias lacticas. De
forma geral, os processos produtivos de vinhos tintos passam por esta etapa com
objetivo de diminuir a acidez do vinho. Porém, os objetivos da fermentacao malolatica
nao se resumem apenas na desacidificacdo através do aumento do pH. Adicionado a
este objetivo, podemos ressaltar o potencial de modificacdo do perfil aromético do
vinho. Os compostos adicionados como fonte de SOz nas fases iniciais da vinificagéo,
podem ser ajustados ao longo das etapas seguintes. Esta pratica apresenta grande
importadncia para as vinicolas industriais, principalmente quando as uvas nhao
apresentam sanidade, pelo seu papel no controle da ecologia microbiana do mosto, e
na acdo antioxidante dos compostos do vinho. O atesto da concentracdo de SO,
disponivel no meio é esséncial, pois sua concentracdo é reduzida ao longo do
processo, devido a ligacdes com constituintes do mosto, como polifendis, carbonilas

e hexoses (LERM et al., 2010; JACKSON, 2018).

8.3.5 Correcdes e estabilizagdes

Apés a determinacgéo do final das fermentagdes, o vinho deve ser transferido, de
forma que a borra resultante da precipitacdo de microrganismos, e outros constituintes
do meio, sejam separados da solu¢do que seguird para a etapa de maturacao e, ou
clarificacdo e estabilizacdo. Depois da trasfega, o0 mosto apresenta-se como uma
solucdo coloidal, assim como uma suspensao coloidal. Os coloides presentes em

solugdo no mosto fermentado, sdo moléculas que apresentam o tamanho de 1 e 1000
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nm, onde o0s principais sdo, 0os compostos fendlicos, proteinas e polissacarideos. As
particulas suspensas, ou agregados coloidais em suspensao, diferentemente dos
coloides, possuem tamanho superior a 1000 nm, e sado formados por interacdes entre
moléculas e macromoléculas, residuos do tecido vegetal das bagas de uva e

biomassa de microrganismos (KEMP et al, 2021; JACKSON, 2018).

Devido a instabilidade dos aspectos organolépticos, caracterizado pela turbidez do
meio fermentado, na inddstria, com objetivo de atingir os parametros desejados,
caracterizado pelo alto brilho, baixa turbidez, alta estabilidade sensorial e fisico-
quimica, faz-se necessario que o fermentado de uva sofra as opera¢cées denominadas
de clarificacdo e estabilizacdo. Ambas as técnicas possuem grande importancia se
tratando de vinhos, pois juntas, contribuem para qualidade do vinho final. (KEMP et

al, 2021; MORATA, 2019; JACKSON, 2018).

As técnicas de estabilizacdo, tem como proposito garantir a estabilidade
sensorial e microbiolégica do vinho, desde a Ultima etapa do processo produtivo, até
o0 momento de consumo. As préaticas de estabilizacdo se baseiam na precipitacdo
acelerada das particulas em suspensdo, através da adicdo dos agentes ligantes,
organicos ou inorganico (bentonite, albumina, polivinilpolipirrolidona (PVPP), gelatina,
entre outros). De forma que facilite a clarificacdo, por meio da filtracdo, ou
sedimentacdo nos tanques, seguido da trasfega. Os principais componentes que se
deseja mitigar com esta etapa, sdo precipitados proteicas, cristais de bitartarato de
potassio e oxalato de calcio, que ao longo do tempo tendem a formar precipitados no
fundo das garrafas, influindo negativamente na qualidade do vinho (MORATA, 2019;

JACKSON, 2018).
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RELEVANCIA DO TRABALHO

O presente trabalho tem como relevancia a possibilidade de fornecer ao setor da
vitivinicultura, principalmente aos produtores do territério nacional, uma alternativa
viavel para a producdo de vinhos de qualidade, através da utilizacdo de cepas
genuinamente brasileiras que expressem contribuicdes em termos sensoriais, tal qual

apresentem resisténcia as condi¢cdes de processo de vinificacao.

POTENTIAL USE OF ISOLATED YEAST FROM CACHACA FERMENTATION

VATS FOR WINE PRODUCTION

CACHACA'’S YEASTS FOR WINE PRODUCTION
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