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RESUMO

A Serra Gaucha apresenta uma excelente aptiddo enoldgica para produzir vinhos espumantes
de qualidade. O desenvolvimento de algumas tecnologias, como por exemplo, 0 uso de
leveduras selecionadas, tem contribuido em aportar uma maior complexidade e tipicidade aos
espumantes. Neste trabalho foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas
e compostos volateis do vinho base e dos vinhos espumantes naturais elaborados com
diferentes cepas de leveduras pelo Método Tradicional. Foram avaliados oito cepas de
leveduras secas ativas comerciais, sendo Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore VL3®,
Zymaflore X5®, Zymaflore X16%), e Saccharomyces cerevisiae rf. bayanus (Blastosel Delta®,
Maurivin PDM®, Zymaflore Spark®, La Claire SP665°, Lalvin EC1118®). O vinho base e os
vinhos espumantes foram analisados quanto a composicdo basica conforme a metodologia
oficial brasileira. Além disso, foram analisados os compostos volateis, através de
cromatografia gasosa e 0s vinhos avaliados sensorialmente por uma equipe de onze
degustadores qualificados. Os resultados das analises basicas do vinho base e dos espumantes
mostraram que, independente da levedura utilizada na tomada de espuma (segunda
fermentacéo), a fermentacdo foi concluida de forma adequada, apresentando teor alcodlico
médio de 12,01% v/v e acucar residual de 1,78 g/L. Poucas varia¢cdes foram encontradas entre
0s espumantes obtidos quanto as analises basicas. Quanto aos compostos volateis, 0s vinhos
espumantes comparados ao vinho base, apresentaram maior concentracdo de 2-metil-1-
propanol, 2-metil-1-butanol, dietil succinato e dodecanoato de etila, e redugdo nas
concentracdes de 3-metil-1-butanol, acetato de isoamila, cis-3-hexen-1-ol, trans-3-hexen-1-ol,
decanoato de etila, acetato de feniletila e acidos graxos. Nas caracteristicas aromaticas, 0s
espumantes exibiram uma tendéncia geral de reducdo na intensidade de frutado, floral e
vegetal, e aumento significativo na intensidade de levedura, em relagéo ao vinho base. Foram
detectadas importantes diferencas nos compostos volateis e nas caracteristicas organolépticas
entre 0s espumantes obtidos com distintas leveduras. Entre as leveduras avaliadas, os
espumantes obtidos com a levedura X5 apresentaram as maiores concentracfes de butanoato
de etila, acetato de isoamila e hexanoato de etila, compostos responsaveis pelos aromas
frutados (péra, banana, macd), fato que justifica as suas altas notas de intensidade de aroma,
frutados, florais e fineza aromatica. Entretanto, os espumantes obtidos com a levedura SP665
exibiram as melhores caracteristicas considerando os trés parametros relacionados a espuma,
além de intensidade e fineza de aromas e caracteristicas gustativas favoraveis. Quanto a
qualidade global dos espumantes, destacaram-se com as maiores notas as leveduras SP665,
X5 e X16. O presente trabalho contribui para a escolha da levedura mais adequada para o
enologo a partir da comparacdo das caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e a
composicdo aromatica do vinho base e dos vinhos espumantes. Porém, a elevada variabilidade
detectada entre leveduras confirma a necessidade de testes especificos visando a obtencéo de
espumantes com caracteristicas sensoriais particulares.

Palavras-chaves: espumante, leveduras, analise quimica e sensorial.



ABSTRACT

The Serra Gaucha region shows an excellent oenological aptitude for the production of high
quality wines and sparkling wines. The development of some technologies, such as the use of
selected yeasts has contributed to provide a greater complexity and typicity of sparkling
wines. In the present work we evaluate the influence of different yeast strains on the
physicochemical characteristics, organoleptic properties and volatile compounds of natural
sparkling wines elaborated by the Traditional Method. Eight active dry commercial strain of
yeast were evaluated: Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore VL3®, Zymaflore X5%,
Zymaflore X16®), and Saccharomyces cerevisiae rf. bayanus (Blastosel Delta® Maurivin
PDM®, ZymafloreSpark®, La Claire SP665°®, Lalvin EC1118%). The base wine and the
sparkling wines were analyzed for their basic composition according to the Brazilian official
methodology. Besides, volatile compounds were analyzed through gas chromatography and
the organoleptic characteristics evaluated by a team qualified tasters. The results of the basic
analyses of the base wine and the sparkling wines showed that independent of the yeast used
in the second fermentation, the overall process was concluded in an adequate way, showing
an average alcohol content of 12,01% v/v and residual sugar content of 1,78 g/L. The basic
analysis showed minimal variation among the sparkling wines obtained with the different
yeast strains. A comparison of the volatile compounds of the sparkling wines and the base
wine showed an increase of 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-butanol, diethyl succinate and
ethyl dodecanoate, and a reduction in the concentration of 3-methyl-1-butanol, isoamyl
acetate, cis-3-hexen-1-ol, trans-3-hexen-1-ol, ethyl decanoate, phenylethyl acetate and fatty
acids. Considering the organoleptic characteristics, the sparkling wines showed a general
tendency of reduction in the intensity of the fruity, floral and vegetable aroma and a
meaningful increase in the intensity of yeast aroma, in relation to the base wine. Important
differences were detected in the volatile compounds composition and in the organoleptic
characteristics among the sparkling wines obtained with different yeasts. Among the
evaluated yeasts, the sparkling wines obtained with X5 yeasts showed the highest
concentration of ethyl butanoate, isoamyl acetate and ethyl hexanoate, compounds responsible
for the fruity aromas (pear, banana, apple), which justify their high notes of aroma, fruity and
floral intensity, and overall aromatic quality. The sparkling wine obtained with SP665 showed
the best characteristics considering the three parameters related to the foam quality, the
intensity and finesse of aromas, and taste characteristics. Sparkling wines obtained with the
yeasts SP665, X5 and X16 obtained the highest global quality notes. The present work
contributes with the most adequate selection of yeast by winemaker, starting from the
comparison of the organoleptic, physicochemical and the aromatic characteristics of the base
wine and of the sparkling wines. However, the highest variability detected among sparkling
wines obtained with the yeasts evaluated confirms the necessity of specific tests of yeasts in
order to obtain sparkling wines with particular sensory characteristics.

Key words: sparkling wine, yeasts, chemical and sensory analyses



1 INTRODUCAO

A regido da Serra Galcha é a principal produtora de vinhos espumantes do Brasil.
Atualmente, sdo produzidos mais de onze milhdes de litros de vinho espumante natural
(UVIBRA, 2012). Esta regido tem se destacado por apresentar fatores determinantes para
producdo de vinhos espumantes de elevado nivel qualitativo.

Segundo Meneguzzo (2010), entre os fatores que determinam a aptiddo enoldgica e a
tipicidade do vinho espumante da Serra Galcha, destacam-se dois aspectos principais:

1) relacionado ao vinho base, onde interferem a cultivar, a maturagdo, o aspecto
sanitario da uva, além dos fatores naturais de clima e solo, 0 processo de extracdo e
clarificagdo do mosto e a fermentacéo alcodlica;

2) relacionado com a tomada de espuma, onde interferem na aptiddo do vinho base
para a formacdo, persisténcia e combinagdo do dioxido de carbono e os fatores tecnoldgicos
tais como, linhagem de leveduras, temperatura e tempo de fermentacdo e autOlise das
leveduras.

Segundo Zambonelli (2003), a variedade de levedura responsavel pela refermentagédo
tem influéncia marcante na qualidade dos vinhos espumantes j& que durante esta segunda
fermentacdo as condicGes impostas aos microrganismos sdo particularmente estressantes,
porque ela acontece em recipientes fechados que ndo possibilitam a dispersdo de alguns
compostos volateis. Com base nas experiéncias e de quanto se observou em numerosas
ocasides, Zambonelli e Tini (1980) puderam afirmar que:

- a grande maioria das espécies de leveduras S. cerevisiae produzem espumantes de
qualidade aceitavel com diferentes caracteristicas;

- as leveduras podem influenciar na qualidade de um espumante tanto quanto a
variedade e qualidade da uva utilizada. Portanto, a escolha da cepa de levedura tem relagédo
direta com o tipo de espumante que se pretende obter;

- certos vinhos de aromas proprios muito marcantes, se refermentarem com algumas
leveduras, ddo origem a produtos desequilibrados e desagradaveis.

A transformacdo do acucar em alcool ocorre pela acdo das leveduras, sendo que o
rendimento e a velocidade do processo dependem, entre outros fatores, da linhagem
empregada. O papel desses microrganismos na formagdo do aroma foi previsto por Pasteur
em 1876 e confirmado por diversos pesquisadores que o sucederam. Pode-se afirmar que

diferencas entre vinhos obtidos a partir de um mesmo mosto, fermentados por distintas



leveduras, em condicBes idénticas, devem ser atribuidas aos metabdlicos secundarios
formados durante a fermentacdo. Entre estes, os alcoois superiores e ésteres desempenham um
papel preponderante. As leveduras mais alcoogénicas, principalmente da espécie S.
cerevisiae, produzem os teores mais elevados de tais produtos. Porém, as concentracdes
relativas dos diferentes componentes sdo variaveis em funcdo das linhagens que podem,
assim, imprimir um carater particular ao aroma de diferentes vinhos e espumantes (SILVA e
SILVA, 1987).

Diversas marcas comerciais de leveduras secas ativas estdo disponiveis ao endlogo. A
definicdo da cepa de levedura a adicionar na tomada de espuma (segunda fermentacéo) € de
grande importancia. E tarefa do enologo escolher a levedura mais adequada para uma
fermentacdo segura e que atenda a tipicidade e qualidade desejada ao seu produto final.

Existem poucos trabalhos desenvolvidos na caracterizagdo de cepas de leveduras na
producdo de vinhos espumantes. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de leveduras nas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas de vinhos espumantes
elaborados pelo método tradicional, visando oferecer informacdes avalizadas que contribuam
na tomada de decisdo dos profissionais encarregados da elaboracdo de vinhos espumantes.
Para tanto, foram determinadas e comparadas as caracteristicas fisico-quimicas,
organolépticas e composi¢ao aromatica do vinho base e de espumantes produzidas com oito

cepas distintas de leveduras enoldgicas comerciais na segunda fermentacéo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 0 VINHO ESPUMANTE ATRAVES DA HISTORIA

As evidéncias quimicas mais antigas da producédo do vinho datam do periodo Neolitico
(6000 a.C), enquanto que a evidéncia arqueoldgica molecular para producdo de vinho em
grande escala remonta a 5400 a.C.. Em estudos mais recentes, descobertas do DNA de S.
cerevisiae dentro de uma das jarras de vinho mais antigas conhecidas do Egito, indicam que
este organismo foi provavelmente responsavel pela fermentacao do vinho a pelo menos 3150
a.C. (CAVALIERI et al., 2003).

Foi na Franca, na cidade de Reims, em torno de 1668 com o monge Dom Pierre
Pérignon (1638 — 1715), onde surgiram 0s primeiros vinhos espumantes. Foi idéia do monge,
também, a utilizacédo de rolhas de cortica no lugar de tampas de madeira, bem como os cortes
dos vinhos bases na elaboracdo de espumantes (RIZZON et al., 2000). Em 1718, com o
tratado “Maneira de cultivar o vinhedo e fazer o vinho na Champagne”, publicado pelo
conego Jean Godinot, confirma o fato de que a champagne efervescente comegou a ser
comercializada em garrafas especiais em torno de 1695 (SCHLEDER, 2010).

No inicio a atividade passou por algumas dificuldades, tais como: o controle da
fermentacdo e a ruptura das garrafas, que chegava aos 40%. Tais problemas foram resolvidos
gracas aos estudos realizados por um farmacéutico de Chalons-sur-Marne e aos trabalhos de
Louis Pasteur: o primeiro fixou a dose de acUcar antes da tomada de espuma, reduzindo ao
minimo a quebra de garrafas, enquanto o segundo estudou a a¢do das leveduras (SARACCO e
GOZZELINO, 1995).

Aparentemente facil, a elaboracdo de espumantes implica a existéncia de “terroir”
adequado, com peculiaridades que garantam uva de maior acidez e de composi¢do complexa
(SOUSA, 2005).

No Brasil, o inicio da producdo do vinho espumante ocorreu em 1913 em Garibaldi —
RS, no estabelecimento vinicola Manuel Peterlongo. Seguido pelo filho Armando Peterlongo

que aprimorou as instalacdes e 0 método de elaboracdo (RIZZON et al., 2000).



2.2 PRINCIPAIS VARIEDADES DE UVAS PARA A ELABORACAO DE VINHOS
ESPUMANTES NA SERRA GAUCHA

Muito se fala do solo da Serra Galcha, de substrato basaltico, mas o principal fator
que determina a qualidade das uvas sdo as condic¢Ges climaticas do local. Em geral, elas sdo
desfavoraveis para a perfeita maturacdo de uvas empregadas na producéo de vinhos brancos e
tintos, mas muito adequadas quando seu destino é a producdo de espumantes (AZEVEDO E
VELLOSO, 2006).

Os meses determinantes do ciclo vegetativo das videiras, quando se foca a elaboragao
de espumantes, sdo dezembro, janeiro e fevereiro. Durante este periodo, 0 numero de dias de
chuvas bastante elevado reduz a insolacdo. Ao mesmo tempo, as noites ficam frescas com
temperaturas noturnas bem abaixo dos 20°C (MEVEL, 2006). Estes dois fatores fazem que as
uvas ndo maturem completamente, o que lhes confere elevado teor de acidez e teores
moderados de acgucar, um perfil perfeito para uvas destinadas a producdo de espumantes.
Aliado a isto, a lenta maturacao favorece a formacdo de aromas muito finos e delicados, fator
também essencial para a qualidade do espumante (AZEVEDO E VELLOSO, 2006).

Neste sentido, as uvas apresentam nesta regido, potencial alcodlico baixo (9,5 a 10,5%
v/v), acidez titulavel relativamente elevada (75 a 85 meqg/L) e pH baixo (3,10 a 3,25),
condicgdes necessarias para garantir o frescor aromatico e gustativo, fatores importantes para a
qualidade desses vinhos (RIZZON et al., 2000).

As cultivares mais utilizadas para a elaboragdo de vinhos espumantes sdo a Riesling
Italico e a Chardonnay entre as uvas brancas, e a Pinot Noir entre as tintas. Alem dessas, séo
utilizadas também as cultivares brancas Sémillon e Trebbiano, e em casos mais especificos, a
Cabernet Franc, vinificada em branco (RIZZON et al., 2000).

Um aspecto fundamental para a producgdo de vinho espumante é a qualidade sanitaria
das uvas utilizadas. Uvas com problemas de podriddo comprometem a qualidade do vinho
base e, consequentemente, do vinho espumante, interferindo no aspecto visual através da

oxidag#o e provocando aromas e gostos desagradaveis (RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

2.2.1 Chardonnay

A Chardonnay é originaria da Borgonha, Franca. E uma cultivar de pelicula branca e
de maturagio precoce. E resistente a antracnose, sensivel ao oidio e as podriddes e
moderadamente sensivel ao mildio (GIOVANNINI, 2008).



Apresenta cacho de tamanho pequeno e possui bom potencial de acimulo de agucar na
baga (Figura 1). Origina um vinho branco equilibrado, com pouco aroma varietal, porém de
elevada complexidade, o que torna bastante apreciado pelos consumidores. Para a producéo
de vinho espumante, a uva deve ser colhida com potencial alcodlico que varia entre 9 a 10%
v/v, para garantir o frescor necessario. A Chardonnay contribui com a fineza e a suavidade do
vinho espumante (RIZZON et al., 2000).

Figura 1 - Aspecto do cacho da cv. Chardonnay
Fonte: http://www.vivairauscedo.com/en/catalogo.php (acesso 03/05/2013)

2.2.2 Pinot Noir

A Pinot Noir é originaria da Borgonha, Franca. E uma cultivar de pelicula tinta, de
sabor neutro e de maturagdo precoce. Apresenta cachos de tamanho pequeno e compacto
(Figura 2). E resistente a antracnose, sensivel ao oidio, moderadamente sensivel ao mildio e
altamente sensivel as podridées (GIOVANNINI, 2008).

Figura 2 - Aspecto do cacho da cv. Pinot Noir
Fonte: www.vivairauscedo.com/en/catalogo.php (acesso 03/05/2013)
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Pinot Noir é utilizada para elaboragdo de vinho espumante quando vinificada em
branco e a sua contribuicdo maior € no sentido de aumentar a tipicidade do vinho espumante

da Serra Gaucha e dar maior estrutura do mesmo (RIZZON et al., 2000).

2.2.2 Riesling Italico

E uma cultivar branca, de maturacdo intermediaria, sensivel ao mildio e a podridao do
cacho. Apresenta cacho pequeno e compacto, e possui bom potencial de acimulo de agulcar na
baga (Figura 3). Origina vinho com aroma varietal pouco pronunciado e aroma secundario
suficiente para ser classificado como vinho frutado. Deve ser colhida com um potencial
alcoolico de 9 a 10% v/v para apresentar a estrutura acida necessaria para garantir o frescor do
vinho espumante. A cultivar Riesling Italico contribui para a formacdo de aromas finos,

citricos e leves, especificos do vinho espumante da Serra Galcha (RIZZON et al., 2000).

Figura 3 - Aspecto do cacho da cv. Riesling Italico
Fonte: www.vivairauscedo.com/en/catalogo.php (acesso 03/05/2013)

2.3 ELABORACAO DO VINHO BASE

O vinho que serd utilizado para efetuar a segunda fermentacdo (também chamada de
tomada de espuma ou espumatizacdo) é denominado vinho base. Em geral, os vinhos bases
tem uma graduacao alcodlica ndo muito elevada (10 a 11,5 % v/v), e com um teor de acidez
gue permita a obtencdo de espumantes com um frescor adequado (80 a 90 meg/L de acidez
titulavel e pH aproximado de 3,2). Além disso, sdo parametros importantes, o baixo teor de
acucares residuais (menos de 2 g/L), a baixa acidez volatil (inferior a 10 meg/L) e baixo teor
de diéxido de enxofre (GIOVANNINI e MANFROI, 2009).
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A elaboracdo do espumante segue procedimentos que visam proteger a acidez e a
fineza dos aromas das uvas. Para atingir estes objetivos, a colheita é realizada inteiramente a
mdo, eliminando-se os cachos com problemas e com enchimento moderado das caixas, para
evitar o esmagamento. As uvas sdo rapidamente levadas a vinicola, sendo protegidas, durante
0 transporte, contra o sol, das altas temperaturas e da poeira. Na chegada a vinicola as uvas
sdo classificadas pela variedade, pela origem, pelo teor de aclcar e pelo estado sanitario
(AZEVEDO E VELLOSO, 2006).

Para a elaboracdo dos vinhos base é importante observar os estritos critérios de
qualidade. Entre eles, o uso de técnicas de vinificagdo adequadas as caracteristicas das
diferentes uvas, 0 uso de tratamentos exclusivamente fisicos durante o processo, mantendo o
carater absolutamente natural dos vinhos, e a ado¢do de rigidas normas de higiene. As
técnicas de producdo do vinho base contemplam a cuidadosa extragdo do suco das uvas pela
prensagem dos cachos, direta e delicada ou mediante prévio desengagamento e esmagamento,
seguido de prensagem. A eliminacdo de particulas solidas se faz por simples decantacdo a
baixa temperatura. A fermentacdo alcodlica € realizada com leveduras selecionadas e sob
rigoroso controle de temperatura (AZEVEDO E VELLOSO, 2006).

Na composicao do vinho base, no processo de “assemblage” (definido como sendo a
mescla dos diferentes vinhos utilizados na producdo do vinho base), cada uma das uvas
contribui com caracteristicas bem definidas, dando a cada um dos espumantes personalidade
prépria. Assim, por exemplo, a Riesling Itdlico aporta aromas de frutas citricas frescas e
alguma acidez. A Chardonnay aporta na mescla seus aromas de maca verde, abacaxi e citricos
maduros, reforcando a complexidade aromatica e a acidez, além de preencher o meio de boca,
aumentando a persisténcia final e a Pinot Noir, uva dificil e caprichosa vinificada em branco,
colhida precocemente, apresenta excelente acidez e sutil aromas de frutas vermelhas, com
toques de especiarias, além de conferir mais corpo e estrutura ao espumante. A degustacdo é a
principal ferramenta neste processo (AZEVEDO E VELLOSO, 2006).

Segundo Fensterseifer (2008), a escolha do “melhor corte” (dadas as caracteristicas
desejadas do espumante) para a definicdo do vinho base a partir dos diferentes vinhos
monovarietais disponiveis é um processo que requer ciéncia e arte, pois nao pode ser definido
apenas em funcdo de pardmetros analiticos dos diferentes vinhos, requerendo
fundamentalmente uma analise sensorial.

Uma das caracteristicas do vinho base para espumante é apresentar estabilidade
adequada, por isso ndo deve conter quantidade elevada de substancias proteicas e elementos

minerais, especialmente ferro e cobre, que provocam turvagdes. Recomenda-se reduzir o teor



de potassio e de acido tartarico e de seus respectivos sais através de refrigeracdo (RIZZON et
al., 2000).

Os vinhos que néo realizam a fermentacdo malolatica conservam o carater mais fresco
e aromatico. Entretanto, algumas vinicolas buscam a fermentacdo malolatica em funcéo de
acidez e de estabilidade microbioldgica (FLANZY, 2003).

2.4 ELABORACAO DO VINHO ESPUMANTE (TOMADA DE ESPUMA)

Segundo a atual Legislacdo do Ministério da Agricultura (MAPA) do Brasil, o Artigo
11 da Lei 7678/88 (Lei do Vinho) menciona o seguinte:

“Art. 11. Champanha (Champagne), Espumante ou Espumante Natural € o vinho cujo
anidrido carbdnico provém exclusivamente de uma segunda fermentacdo alcodlica do vinho
em garrafas (método Champenoise/Tradicional) ou em grandes recipientes (método
Chaussepied/Charmat), com uma pressdo minima de 4 (quatro) atmosferas a 20°C (vinte graus
Célsius) e com teor alcoolico de 10% (dez por cento) a 13% (treze por cento) em volume.”

A fermentagdo da sacarose ou do mosto concentrado adicionados ao vinho seco se
consegue tecnologicamente com dois métodos de elaboracéo: método classico ou tradicional e
0 método Charmat, sendo o primeiro de maior relevancia em nivel mundial (LEPE e LEAL,
2004).

Adiciona-se ao vinho base o licor de “tirage”, uma mistura de leveduras e sacarose,
sob temperatura controlada, processo pelo qual o gés carbénico produzido pela fermentagéo
sera naturalmente agregado ao vinho, sdo necessario 24 g/L de acUcar para resultar em 6 atm
de pressdo a 20°C (SARACCO E GOZZELINO, 1995). As leveduras utilizadas sdo cepas de
S. cerevisae, se recomenda inocular com uma populacdo inicial de 10° células/ml
(RIBEREAU-GAYON et al., 2003). A adicdo do licor de “tirage” deve ser feita antes da
colocacdo do vinho na garrafa, quando ainda estiver no tanque, tendo o cuidado de efetuar
uma boa homogeneizacao (RIZZON et al., 2000).

As garrafas com o vinho base sdo armazenadas em locais com condigdes de
temperatura constante de 10 a 12 °C, onde ocorrerd a fermentacdo alcodlica. Depois de
concluida a fase de formacéo de espuma e de permanéncia do vinho sobre as borras, observa-
se na garrafa um depdsito formado por células de leveduras e por produtos enolégicos. Este
depdsito deve ser conduzido lentamente para o bico da garrafa para ser retirado

posteriormente, essa operacdo € feita em “pupitres”. A movimentacdo do deposito é feita



através de pequenos golpes e giros aplicado nas garrafas, o0 chamado “remuage”. A pratica de
“dégorgement” é realizada com a finalidade de eliminar a borra depositada na parte interna da
tampa da garrafa (CAVAZZANI, 1989).

Esta segunda fermentacdo dura em meédia quatro a cinco semanas e, apos seu término,
0 espumante permanece em contato com a levedura por um periodo minimo de quatro meses,
beneficiando-se de uma série de fenbmenos de troca entre as leveduras e o vinho, quando

adquire caracteristicas aromaticas mais complexas, ricas e harmoniosas (FLANZY, 2003).

2.5 LEVEDURAS PARA VINHOS ESPUMANTES

Foi o holandés Antonie Van Leeuwenhoek em 1680, gracas ao microscopio fabricado
por ele, que primeiro observou as leveduras a partir de um mosto de cerveja, sem estabelecer,
no entanto, relacdo alguma entre as leveduras e a fermentacdo alcodlica (RIBEREAU-
GAYON et al., 2003). Na Franca, Antoine Lavoisier (1743-1794) estudou a conversdo do
acucar em dioxido de carbono e alcool, e em 1789 publicou a primeira descrigdo cientifica
deste processo. Em 1813, Louis Pasteur provou conclusivamente que a levedura é o
catalisador fundamental na fermentacdo de vinho. Mais tarde, em 1883, Emil Christian
Hansen da Cervejaria Carlsberg obteve a primeira cultura de fermento puro, e poucos anos
mais tarde, em 1890, o alemdo Muller-Thurgau introduziu o conceito de inocular
fermentacdes de vinho com culturas de leveduras puras. Em 1965, as duas primeiras cepas de
leveduras secas comerciais para vinhos foram produzidas por uma vinicola da California, e a
partir dos anos 70, a inoculacdo de culturas de leveduras puras selecionadas tornou-se uma
pratica enologica comumente estabelecida para um melhor controle do processo de
fermentacdo alcodlica (PRETORIUS, 2000).

As leveduras sdo fungos unicelulares (Ascomicetos, Basidiomicetos ou
Deuteriomicetos) e englobam cerca de 80 géneros e 600 espécies. Em termos enoldgicos, as
leveduras mais importantes pertencem ao género Saccharomyces e geralmente a espécie S.
cerevisiae. De acordo com Kurtzman e Fell (1999), o género Saccharomyces é formado por
14 espécies: S. barnetii, S. bayanus, S. castelli, S. cerevisiae, S. dairenensis, S. exiguus, S.
kluyveri, S. paradoxos, S. pastorianus, S. rosini, S. servazii, S. spencerorum, S. transvaalensis
e S. unisporus. Porém, a classificacdo de leveduras com base nas suas caracteristicas
morfolégicas (apiculadas, ovoides, multiplicacdo por gemacdo ou biparti¢do), e propriedades

fisioldgicas (capacidade para fermentar ou consumir agucares ou acidos) é complexa e vem
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mudando consideravelmente com a inclusdo de dados moleculares e genémicas. Assim sendo,
algumas denominagdes comuns no passado como “oviformis”, “bayanus” e “uvarum” sdo
consideradas obsoletas em documentos mais recentes (PEYNAUD e BLOUIN, 2006). Muitas
cepas utilizadas comercialmente na producdo de vinhos antigamente denominadas como S.
bayanus sdo atualmente identificadas como S. cerevisiae ou S. cerevisiae rf. bayanus, onde rf
significa “raca fenotipica”.

Na uva sadia a populacdo de leveduras é relativamente baixa, de 1.000 a 100.000
células por baga. As leveduras mais prevalentes em uvas sadias pertencem a grupos nado
fermentativos ou com baixa capacidade fermentativa como Rhodotorula sp., Kloeckera
apiculata (Hanseniaspora uvarum), Candida sp., Pichia sp., entre outras. A levedura
fermentativa S. cerevisae € pouco abundante sobre a uva, porém é praticamente a Unica
espécie responsavel pela fermentacdo alcodlica durante a producéo de vinhos (PEYNAUD e
BLOUIN, 2006).

As leveduras ndo tém a finalidade expressa de produzir um tipo particular de vinho,
apenas trabalham conforme seu metabolismo. Por isso convém eleger tanto as cepas
selecionadas para 0 mosto que se quer fermentar, como dotadas de propriedades enoldgicas
que sejam de interesse. Esse € o principal objetivo dos trabalhos de selecdo de cepas de
leveduras (RAINIERI e PRETORIUS, 2000; PRETORIUS, 2000; VALADE, 2005).

O processo simplificado da fermentacao alcoodlica, segundo Palacios e colaboradores
(2007): acucar + levedura = élcool etilico + CO, + calor + outras substancias

A fermentacdo alcodlica em condicfes enoldgicas se efetua em ambiente anaerdbico
ou microaerofilico, com concentragdes de oxigénio limitadas (< 10 mg/L de O,). O mosto de
uva é caracterizado por ter uma grande concentracdo de acUcar fermentescivel (glicose e
frutose) em concentracdo de 140 até 260 g/L, dependendo da maturacdo da uva. O mosto
apresenta um pH acido (2,9 - 3,6), quantidades limitadas de nitrogénio e nutrientes (lipidios,
vitaminas) e a presenca de inibidores como SO, (antioxidante e agente antimicrobiano) em
guantidades de 40 a 100 mg/L. O metabolismo de S. cerevisiae nessas condicdes &
principalmente fermentativo. A fermentacdo completa deste mosto por S. cerevisiae produz de
8 a 15% v/v de etanol, e outros produtos secundarios como glicerol (6 a 8 g/L), acidos
organicos, acetatos, succinato e piruvato em quantidades menores (< 1 g/L), e também alcoois
superiores e ésteres (FLEET & HEARD, 1993).

Leveduras séo os organismos predominantes na fermentacdo de vinho e participam na
producdo de aromas e outras propriedades por uma gama de mecanismos e atividades
(PRETORIUS et al., 1999).
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Dada a sua importancia no processo enologico, cepas especificas de Saccharomyces
foram selecionadas e usadas em inoculagdes durante décadas. Mais de 200 cepas selecionadas
estdo disponiveis. Tais cepas comerciais selecionadas em vinicolas ou em vinhedos
apresentam atributos especificos, como tolerancia a etanol, toleréncia de dioxido de enxofre,
tolerdncia a caréncia de nitrogénio, baixa producdo de compostos indesejaveis (como acetatos
e H,S), producdo de ésteres, habilidade para dominar condi¢Ges de fermentacdo diversas,
entre outras (EHSANI, 2007).

Além da escolha da levedura para a producdo do vinho base, a definicdo da cepa da
levedura a ser adicionada juntamente com o licor de “tirage’” constitui uma etapa decisiva
para a qualidade do vinho espumante, visto que, das suas caracteristicas vai depender o
andamento da segunda fermentacdo alcodlica, consequentemente, a qualidade final (R1IZZON
et al., 2000).

A preparacdo da levedura para o licor de “tirage” requer a elaboracdo do pé-de-cuba.
Mediante este procedimento se consegue a adaptacdo das leveduras ao alcool, permitindo a
sua sobrevivéncia na garrafa, mantendo a sua maxima atividade fermentativa. A levedura
selecionada para este processo € a espécie S. cerevisiae, por sua maior resisténcia em
condicBes desfavoraveis. Segundo Lepe e Leal (2004), as cepas selecionadas para a “tomada
de espuma” ou “segunda fermentacdo” em garrafa devem ter uma série de caracteristicas
adicionais as exigidas para a primeira fermentacdo: (i) producao de etanol em meio alcodlico;
(if) minima producédo de acidez volatil; (iii) regularidade na velocidade de fermentacéo; (iv)
tolerancia a baixas temperaturas; (iv) boa formacdo de espuma; (v) boa capacidade de
aglomeracéo e floculacdo; (vi) correto metabolismo de compostos nitrogenados e enxofrados;
(vii) boa capacidade de autofagia e autdlise ap6s o término da fermentacdo; e (viii) baixa
aderéncia ao vidro.

A primeira fermentacdo reduz a quantidade de nutrientes disponivel para as leveduras
sendo, portanto, habitual a adicdo de fosfato diaménico entre 50 e 200 mg/L, assim como

vitaminas e outros compostos, antes da segunda fermentacdo (RANKINE, 2000).
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2.6 A FERMENTACAO ALCOOLICA DO VINHO E AS BIOTRANSFORMACOES
ASSOCIADAS

As leveduras, em particular S. cerevisiae, sdo responsaveis pelas mais importantes
transformacdes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagdo vinica, dentre as quais a mais
evidente ¢ a transformacdo dos acucares do mosto em etanol.

Dependendo da disponibilidade de oxigénio e outros fatores, Saccharomyces pode
degradar agucares utilizando quatro vias: (i) a respiracdo, (ii) a fermentacdo alcodlica, (iii) a
fermentacgdo glicero-pirlvica, e/ou (iv) a via das pentoses fosfato (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006). As trés primeiras vias iniciam-se através de um conjunto de rea¢des denominadas
de glicolise ou via de Embden-Meyerhoff. A glicélise ocorre no citosol e leva a formacéo de

piruvato com a geracao de ATP:

CeH1206 + 2 ATP + 2NAD -2 C3H403 + 4 ATP + 2 NADH

De forma sucinta, a via glicolitica inicia-se pelo transporte e fosforilacdo da glicose
em glicose-6-fosfato pela enzima hexoquinase, a isomerizagdo desta para frutose-6-fosfato
pela fosfoglucose isomerase e uma nova fosforilagdo formando frutose-1,6-fosfato realizada
pela fosfofructoquinase. Saccharomyces apresenta duas hexoquinases e uma glucoquinase
responsaveis pela fosforilagdo de hexoses. A hexoquinase PIl (HXK2) fosforila glicose e
frutose e encontra-se predominantemente durante a fase de crescimento na presenca de alta
concentracdo de acucares. Ja a hexoquinase PlI (HXK1) é parcialmente reprimida por glicose
prevalecendo em baixas concentrac@es de agcucar (PRETORIUS, 2000; RIBEREAU-GAYON
et al., 2006). A entrada de hexoses na célula é mediada por conjunto de transportadores
estereoespecificos de membrana denominados de HXT1-HXT18, GAL2, SNF3 e RGT2.
Entre estes, 0s mais importantes no transporte de glicose e frutose sdo HXT1 a HXT7. Os
transportadores HXT variam quanto a especificidade e afinidade pelo substrato, mas de modo
geral possuem maior afinidade pela glicose do que pela frutose, fato que afeta a taxa de
utilizacdo das duas hexoses presentes nos mostos (WIECZORKE et al., 1999). Entretanto,
estudo realizado por Guillaume et al. (2007) mostrou que leveduras enologicas eficientes
apresentam um alelo mutado do gene HXT3 que determina um transportador com afinidade
aumentada pela frutose.

Na sequéncia da glicolise, a frutose-1,6-fosfato que quebrada pela aldolase formando

gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato. A triose fosfoisomerase garante o acumulo
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de gliceraldeido-3-fosfato o qual é 1,3-bifosfoglicerato com reducdo de NAD a NADH pela
acao da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. O 1,3-bifosfoglicerato é desfosforilado pela
fosfoglicerato quinase gerando 3-fosfoglicerato e ATP. A continuacdo a fosfoglicero mutase e
a enolase levam a formacdo de 2-fosfoglicerato e fosfoenolpiruvato, o qual pela acdo da
piruvato quinase é desfosforilado em piruvato com geracdo de ATP (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006).

Em sistemas aerdbicos, a levedura realiza a decarboxilacdo oxidativa do piruvato pela
acdo da piruvato desidrogenase na presenca da coenzima A e NAD, gerando acetil-CoA,
NADH e CO,. Por sua vez, o acetil-CoA entra no ciclo dos &cidos tricarboxilicos sendo
completamente oxidado a CO,. Durante 0 processo de oxidacdo do acetil-CoA sdo geradas
trés moléculas de NADH e uma de FADH,. Os elétrons destas moléculas entram na cadeia de
transporte de elétrons sendo finalmente transferidos para o oxigénio formando agua. Neste
processo NAD e FAD séo regenerados constantemente voltando ao ciclo. Como um todo, a
respiracdo de um mol de glicose gera 36 a 38 ATP. A utilizacdo preferencial da via
respiratoria na presenca de oxigénio por parte das leveduras é o que se conhece como “efeito
Pasteur”. Entretanto, em altas concentra¢@es de aclcares, mesmo na presenca de oxigénio, as
leveduras optam pela via fermentativa (efeito Crabtree).

Assim sendo, na auséncia de oxigénio e/ou presenca de altas concentragdes de agucar,
a levedura S. cerevisiae, direciona o piruvato gerado na glicolise para a producdo de etanol,
visando fundamentalmente a regeneracdo de NAD. A producdo de etanol envolve duas
reacdes. Na primeira o piruvato é decarboxilado pela piruvato decarboxilase com a
participacdo de tiamina formando acetaldeido e liberando CO,, e na segunda o acetaldeido é
reduzido pela desidrogenase alcodlica gerando etanol e regenerando NAD. Desta forma, na
fermentacdo alcodlica um mol de glicose (180g) leva a produgdo de dois moles de etanol
(92g) e dois moles de gés carbbnico (88g) suprindo a célula com 2 ATP e gerando 25,4 cal

que se desprendem na forma de calor:

CeH12054 22 CoHiO+2 ATP+2CO, + 25,4 cal

Assim sendo, o gas carbbnico pode ser considerado o segundo principal produto da
fermentacdo alcodlica. Dependendo das cepas utilizadas em condicBes enoldgicas, pode-se
considerar um rendimento médio de 0,4 a 0,5 gramas de CO, por grama de agUcar fermentado
(PALACIOS et al., 2007).
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Porém, no inicio da fermentacdo, quando as quantidades de piruvato decarboxilase e
alcool desidrogenase séo limitadas, a levedura realiza a reoxidacdo de NADH em NAD
através da conversdo de diidroxiacetona fosfato em glicerol-3-fosfato, o qual é defosforilado
gerando glicerol. Neste processo, conhecido como fermentacdo gliceropirivica, parte do
piruvato reage com o acetaldeido ativo ligado ao pirofosfato de tiamina gerando acido o-
acetolactico que pode ser transformado em diacetil, acetoina e 2,3-butanediol, compostos que
conferem aroma de manteiga no vinho. Assim sendo, segundo Ribereau-Gayon et al. (2006),
considerando o limitado efeito benéfico do glicerol e os riscos decorrentes do acimulo de
subprodutos, a via gliceropirtvica deve ser minimizada tanto quanto possivel na producao de
vinhos.

Outro composto derivado do metabolismo das leveduras durante a fermentacdo de
acucares € o &cido acético, produzido a partir de acetil-CoA (VERDHUYN et al., 1990) ou
pela oxidacdo do acetaldeido mediada pela acetaldeido desidrogenase, principalmente ALD6
(BLONDIN et al., 2002).

Além de energia e carbono, supridos pelo metabolismo de acucares, a levedura
necessita de nitrogénio para a sintese de aminoécidos, bases nitrogenadas e outras moléculas
que contém nitrogénio. Desta forma, durante a fermentacdo vinica sdo gerados diversos
produtos derivados do catabolismo e anabolismo de compostos nitrogenados, entre 0s quais
diversos alcoois superiores e seus ésteres. O desbalanco carbono-nitrogénio é a causa primaria
de fermentacdes lentas e paradas de fermentacdo (JIRANEK et al., 1995).

Os aminoé&cidos podem ser obtidos diretamente do mosto ou sintetizados pela célula.
A sintese de aminoacidos em leveduras se processa de forma similar a outros organismos,
com papel essencial do glutamato e da glutamina (ZAMORA, 2009). A NADP'-glutamato
desidrogenase ¢ responsavel pela producao de glutamato a partir de amonia e a-cetoglutarato,
um intermediario do ciclo dos &acidos tricarboxilicos. Por outro lado, a glutamina sintase
produz glutamina utilizando glutamato e amodnio. ReacbGes de transaminacdo com a
participacdo de piridoxal fosfato como cofator possibilitam a transferéncia do grupo amino do
glutamato para um conjunto de intermediérios da glicolise, do ciclo dos acidos tricarboxilicos
e do ciclo das pentose fosfato gerando os distintos aminoacidos (Figura 4).
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AMINOACIDO a-CETOGLUTARATO < » NADH + NH,

GLUTAMATO

DESIDROGENASE

a-CETOACIDO < > GLUTAMATO NAD + H,0

Figura 4 - ReacOes de transaminacéo envolvidas na sintese de glutamato.

De acordo com a sua natureza e precursor, a biossintese de aminoacidos é classificada
em seis familias: (i) glutamina, prolina e arginina derivados do acido a-cetoglutarico; (ii)
metionina, lisina, treonina e isoleucina derivados do oxalacetato via aspartato; (iii) alanina,
valina e leucina derivados do piruvato; (iv) serina, glicina e cisteina com 3-fosfoglicerato com
percursor; (v) histidina formada a partir de ribose-5-fosfato; e (vi) tirosina, fenilalanina e
triptofano que tem o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato como precursores.

Dependendo da disponibilidade de aminoacidos e aménia no mosto, a levedura passa a
utilizar o “pool” de aminoacidos, exceto prolina, como fonte de amonia para a sintese de
outros aminoacidos e compostos nitrogenados. Neste caso, aminotransferases ou
transaminases transferem o grupamento amino dos aminoacidos para o0 &cido a-cetoglutarico
gerando glutamato. Durante o processo de desaminacdo sdo gerados &cidos cetbnicos que
devem ser decarboxilados nos aldeidos correspondentes e reduzidos a alcodis para serem
excretados. Assim através de reagdes de Ehrlich (Figura 5) sdo formados diversos alcodis

superiores.

~

=)
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R CO, desaminagio R CO, descarboxilagio R H reducio
R OH
\I/ i \( _—\- T e ~
.\l‘ﬂz " ® (o] (o] I;' ¥
NH, co_.l NADH NAD

Acido ceténico Aldeido Alcool primério

Aminodcide

Figura 5 - Producdo de &lcoois superiores a partir de aminoacidos (Reacao de Ehrlich).

Cabe ressaltar que alguns alcoo6is superiores, como 1-propanol e 1-butanol, ndo séo
derivados do catabolismo de aminoacidos, e que de acordo com dados experimentais, a
producdo de alcodis superiores ndo estd diretamente relacionada com a concentracdo de
aminoacidos no mosto (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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Tabela 1 - Principais alcoois superiores e seus aminoacidos precursores (adaptado de
RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Alcool superior Aminoacido Concentracéo em
precursor vinhos mg/L

Alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) Leucina 80-300
Alcool amilico (2-metil-2-butanol) Isoleucina 30-100
Alcool isobutirico (2-metil-1-propanol) Valina 50-150
Feniletanol Fenilalanina 10-100
Tirosol Tirosina 20-50
Triptofol Triptofano 0-1
Butirolactona Acido glutamico 0-5
Metionol Metionina 0-5
1-Propanol 10-50
1-Butanol 1-10

Com excecdo do feniletanol, que outorga aroma de rosas, 0s alcoois superiores
apresentam aromas desagradaveis definidos como solvente (&lcool isoamilico) ou repolho
cozido (metionol). Porém quando acetilados, através da atividade esterasica das préprias
leveduras, ddo origem a ésteres que podem apresentar aroma agradaveis como o acetato de
isoamila (banana) ou acetato de feniletila (rosas). Além destes, ésteres etilicos de acidos
graxos de cadeia média, formados pela condensacdo de acetil-CoA, sdo importantes
componentes aromaticos com descritores como flores e frutas. Os ésteres sdo em geral
hidrolizados durante o envelhecimento em garrafa, sendo caracteristicos de vinhos jovens.

Assim como outros compostos oriundos da fermentacdo, a producdo de alcodis
superiores, seus ésteres e ésteres de acidos graxos sdo altamente dependentes da cepa de
levedura, sendo a sua producdo objeto do melhoramento genético destes organismos
(PRETORIUS, 2000).

Além da energia, carbono e nitrogénio, as leveduras necessitam de enxofre para a
sintese de alguns aminoacidos (metionina e cisteina) e outros componentes importantes da
estrutura e metabolismo. Em fermentacfes vinicas as fontes de enxofre utilizadas pelas
leveduras séo sulfatos, sulfito, enxofre elementar e aminoécidos sulfurados. O sulfito é
usualmente adicionado durante a producdo de vinhos brancos e tintos como agente
antimicrobiano e antioxidante, sendo em parte metabolizado pela levedura. J& o sulfato e
aminoacidos estdo presentes na uva e, consequentemente, nos mostos. Se por um lado o
enxofre ndo representa um sério problema nutricional na vinificagdo, os compostos volateis
do seu metabolismo estdo entre os produtos com menor limiar de deteccdo podendo,

dependendo do composto, apresentar efeito benéfico ou prejudicial em vinhos.
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Os principais compostos sulfurados volateis em vinhos sdo o sulfeto de hidrogénio,
sulfetos, tiois, tiolesteres, alcoois superiores com enxofre, compostos heterociclicos
sulfurados e tidis volateis com aromas frutados (ex. 4-mercapto-4-metilpentan-2-one, 3-
mercaptohexanol, e 3-mercaptohexil acetato). A presenca e concentragcdo destes compostos no
vinho depende da variedade, condi¢Bes edafoclimaticas, tratos culturais, cepa de levedura e
condigdes de fermentacdo. Segundo Swiegers e Pretorius (2007) é possivel atraves de selecdo
e melhoramento de leveduras controlar a producdo de compostos sulfurados de forma a
otimizar as caracteristicas varietais e reduzir os defeitos associados & producdo de alguns
destes metabdlitos. Um dos produtos de aroma desagradavel gerados no metabolismo de
enxofre é o gas sulfidrico oriundo de compostos inorganicos e cisteina. A sua producdo €
afetada pela composicdo do meio e pelas caracteristicas metabolicas da cepa de levedura,
especialmente a atividade de sulfato permease, ATP-sulfurilase e sulfito redutase, e a
producdo de moléculas capazes de sequestrar H,S como acetilserina e acetilhomoserina
(PRETORIUS, 2000; MENDES-FERRREIRA et al., 2010).

Outros compostos sulfatados de relevancia em vinhos sdo 0s mercaptanos originados
pela reacdo do gés sulfidrico com etanol (etil mercaptano) ou acetaldeido (etanetiol), ou ainda
dietildisulfito decorrente da reacdo entre duas moléculas de etil mercaptano, ou
mercaptohexanol e mercaptohexilacetato formados pela reacdo do etil mercaptano com os
acidos graxos correspondentes (MOREIRA et al., 2002).

Além dos subprodutos do metabolismo, as leveduras participantes da fermentacéo
vinica sdo responsaveis por diversos processos de biotransformacéo de precursores presentes
nos mostos alterando as caracteristicas organolépticas dos vinhos produzidos. Apenas como
exemplos, diversas espécies de leveduras no-Saccharomyces e algumas cepas de
Saccharomyces produzem B-glicosidases com atividade em baixo pH capazes de liberar os
terpenos dos seus respectivos O-glicosidios ndo volateis presentes nos mostos de uvas
aumentando a intensidade de aromas varietais (HERNANDEZ et al., 2003; FIA et al., 2005).
Além disso, algumas cepas de Saccharomyces sdo capazes de produzir quantidades
substanciais de monoterpenos (geraniol, linalol, citronelol, a-terpineol) (CARRAU et al.,
2005) ou biotransformar os monoterpenos (KING e RICHARD DICKINSON, 2000)
acrescentando ou alterando caracteristicas organolépticas aos vinhos.

Por outro lado, leveduras ndo-Saccharomyces, particularmente Brettanomyces
bruxelliensis (SUAREZ et al., 2007), mas também algumas cepas de Saccharomyces
(CHATONNET et al., 1993; GRANDO et al., 1993), possuem a capacidade de produzir

fenois volateis (etil ou vinilfendis) a partir de acidos hidroxicinamico, cumarico e ferdlico
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presentes nos mostos. Dependendo da concentracdo, estes fenois volateis podem imprimir
caracteristicas desejaveis ou indesejaveis nos vinhos.

As leveduras durante a fase de crescimento multiplicam-se durante 6 ou 7 geracdes,
gerando uma populagdo méxima de aproximadamente 120 a 130x10° células por mL, para um
inoculo inicial de 10° células por mL (FLANZY, 2003). Porém, durante a fase adiantada da
fermentacdo, e particularmente, ao término da mesma, as leveduras entram num declinio
metabolico que acaba em morte da maior parte da populacdo. As deficiéncias nutricionais e o
estresse imposto pelo acumulo de etanol e outros compostos induz a um processo de reciclo
de constituintes celulares denominado de autofagia. A autofagia, definida como um processo
intracelular que envolve a degradacdo de componentes citoplasmaticos, inclusive organelas,
em lisossomos/vacuolos, apresenta um complexo sistema de regulacdo e é induzida
principalmente por deficiéncia no suprimento de nitrogénio (KLIONSKY, 2005; FARRE et
al., 2009). Se inicialmente a autofagia garante a sobrevivéncia celular, com o passar do tempo
e mantidas as condic¢des de deficiéncia nutricional e estresse, a autofagia leva a morte celular
e autolise das leveduras. Quando a célula de levedura sofre autdlise libera no meio uma ampla
gama de compostos intracelulares pré-processados pelo sistema autofagico, além de
componentes de membrana celular e parede (manoproteinas e glucanos) que contribuem de
forma importante nas caracteristicas organolépticas dos espumantes (SARACCO e
GOZZELINO, 1995; LEPE e LEAL, 2004; ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER,
2006).

2.7 ANALISE SENSORIAL DOS VINHOS ESPUMANTES

As caracteristicas de um vinho, sejam qualidades ou defeitos, estdo evidentemente
ligadas a sua composicdo quimica e as substancias que ele contém por sua natureza de bebida
fermentada a base de uva (PEYNAUD e BLOUIN, 2010).

Os mecanismos da percepgdo sensorial entre um determinado estimulo e a resposta do
degustador constam de trés passos. O estimulo aciona o 6rgdo do sentido, é convertido em
sinal nervoso e € transmitido ao cerebro. Tendo uma experiéncia prévia memorizada, o
cérebro interpreta, organiza e integra as novas sensacdes em percep¢do. Por fim, uma resposta
é formulada, fundamentada nas percepcées do degustador (MIELE e MIOLO, 2003).

A avaliacdo sensorial do vinho espumante pressupde a passagem por quatro etapas

distintas: apreciacdo atraves dos sentidos — visao, olfato, gosto, tato e audicdo; descricdo das
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sensacOes percebidas; comparacdo dessas sensacdes com a de outros vinhos e julgamento
através de um parecer. A avaliacdo sensorial do vinho espumante, devido a presenca do
diéxido de carbono, é mais complexa em comparacdo aos vinhos brancos tranquilos. As
borbulhas além do prazer visual e gustativo que despertam, contribuem com a fineza
aromatica detectada tanto através do olfato como no gosto (MIELE E MIOLO, 2003).

No exame visual, o vinho espumante elaborado pelo processo champenoise apresenta
cor amarela-palha com pouca intensidade, e encontra-se limpido e brilhante na maioria dos
casos. O vinho espumante libera uma quantidade elevada de bolhas de diéxido de carbono,
elas potencializam o aroma e o gosto e também protegem o vinho de oxidac¢Ges. Em relacdo a
espuma deve-se observar sua cor, reflexos, suas caracteristicas e persisténcia (TONET, 2007).
Avalia-se a qualidade da espuma pela sua fineza, pela persisténcia da liberacdo e pelo
alinhamento do cordéo de bolhas na parede do copo (PEYNAUD e BLOUIN, 2010).

O aroma do vinho espumante pode ser percebido por via nasal direta e através da boca,
na via retro nasal. A olfacdo representa a fase da degustacdo mais complexa e mais
interessante. E através das sensaces olfativas que estdo os critérios mais importantes do
julgamento da qualidade dos vinhos espumantes. Em relacdo ao aroma do vinho espumante, a
sua qualidade se expressa na presenca de aromas primarios, originados da propria uva, de
aromas secundarios, produzidos pelas leveduras na fermentacdo alcodlica e na tomada de
espuma e por aroma terciario, originario da autolise das leveduras, que contribuem na
complexidade aromaética e que sdo considerados verdadeiros marcadores qualitativos (LONA,
1999; HERNANDEZ, 2003).

Na analise gustativa, os sabores do vinho base devem se destacar. A harmonia
acidez/acucares/gas carbonico se verifica quando nenhum dos trés componentes se destaca
(LONA, 1999). A presenca de gas carbbnico influencia diretamente nos equilibrios
fundamentais dos sabores (PEYNAUD e BLOUIN, 2010).

A persisténcia € expressa em relacdo ao tempo da sensacdo gosto-olfativa na boca,
medida em segundos depois de ter ingerido o vinho. A sensac¢do final deixada pelo vinho
espumante € devida aos estimulos produzidos pela reagdo quimica da saliva com o resto de
vinho que fica na boca. Esta sensacdo é positiva quando se percebe um aroma fino, frutado e
suave, formando um conjunto harménico perfeito (CAVAZZANI, 1989).

A taca ideal para avaliacdo do vinho espumante apresenta a forma de tulipa ou “fluté”
(LONA, 1999). Os modelos oficiais da Associacdo Francesa de Normas Técnicas (AFNOR) e
Instituto Nacional de Apelacéo de Origem (INAO) podem ser utilizados. As tagas utilizadas

para avaliacdo sensorial do vinho espumante devem ter volume suficiente para evitar a perda
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do dioxido de carbono e um aumento rapido da temperatura; altura suficiente, importante para
avaliar a migracdo das borbulhas para a superficie (perlage); borda superior inclinada para
dentro na parte superior, para favorecer a concentracdo do aroma (MIELE E MIOLO, 2003).

A avaliagdo sensorial cientifica deve ser realizada em uma sala adequada sem odores
que interfiram (como perfumes, pinturas) e sem ruidos tanto internos como externos. A
luminosidade deve ser luz branca semelhante a luz do dia. A temperatura ndo deve ser nem
muito quente nem muito fria, de 18 a 20 °C é a mais adequada. A mesa deve ser branca. Os
degustadores devem estar isolados para evitar comentarios e gestos e garantir o siléncio no
ambiente. Os degustadores ndo devem fumar e ingerir café antes das avaliagdes (MIELE E
MIOLO, 2003).

Para que a avaliacdo sensorial dos vinhos espumantes permita a comparacdo dos
mesmos e o tratamento estatisticos dos resultados, sdo utilizadas fichas de degustacéo onde os
degustadores atribuem nota na escala de 1 a 5, a cada um das principais descritores: visuais,
olfativos e gustativos. A nota da qualidade global (1 a 100) e independente das notas parciais.

Uma vez realizada a avaliacdo sensorial, as fichas sdo processadas e os valores obtidos

sdo explorados estatisticamente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 VINHO BASE

A elaboracdo do vinho base e os experimentos foram realizados na Vinicola Cia
Piagentini. Foi utilizado um vinho base branco, safra 2012, elaborado com as variedades
Chardonnay e Pinot Noir oriundas da Serra Gaulcha.

Para a escolha do vinho base foram observados os principais parametros para
elaboracdo de vinhos espumantes de alta qualidade. O *“assemblage” do vinho base foi
realizado ap6s o término da fermentagcdo alcodlica, sendo a composi¢do final de 70%
Chardonnay e 30% Pinot Noir.

Né&o foi realizada a fermentacdo malolatica ao vinho base. Foi realizada a estabilizacéo
protéica com a adicdo de 50 g/hL de bentonite enoldgica (Pentagel®- Perdomini I0C) durante
oito dias, também foi submetido a estabilizacdo tartarica a frio por dez dias a temperatura
controlada de - 3°C.

Previamente a inoculacdo das leveduras, o vinho base passou por uma filtracdo em
modulos filtrantes de 0,4 micras, a fim de remover leveduras e bactérias indesejaveis.

Todo o processo de producdo do vinho base seguiu as rotinas da vinicola na qual os

experimentos foram conduzidos.

3.2 LEVEDURAS UTILIZADAS NA SEGUNDA FERMENTACAO

Tabela 2 — Leveduras selecionadas comerciais secas ativas utilizadas na segunda fermentacao

Identificagdo Nome comercial Produtor Espécie”

VL3 Zymaflore VL3® Laffort S. cerevisiae

X5 Zymaflore X5® Laffort S. cerevisiae

X16 Zymaflore X16® Laffort S. cerevisiae
Delta Blastosel Delta® Perdomini- I0C S. cerevisiae rf. bayanus
PDM Maurivin PDM® Maurivin S. cerevisiae rf. bayanus
Spark Zymaflore Spark® Laffort S. cerevisiae rf. bayanus
SP 665 La Claire SP665® Perdomini- I0C S. cerevisiae rf. bayanus
EC1118 Lalvin EC1118® Lallemand S. cerevisiae rf. bayanus

“rf - raca fenotipica
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Segundo seus fabricantes as leveduras possuem as seguintes caracteristicas:
- Zymaflore VL3®
Cepa com excelente capacidade para revelar os aromas varietais do tipo tidis (Sauvignon
blanc, Albarino e Verdejo). E indicada para a elaboracdo de vinhos brancos varietais e
elegantes. Apresenta boa tolerdncia ao &lcool (até 14,5% v/v), elevadas necessidades de
nitrogénio, amplo intervalo de temperaturas de fermentacdo (15 - 21°C), baixa producédo de
acidez volatil e boa aptiddo para envelhecimento sobre borras. E classificada como S.

cerevisiae.

- Zymaflore X5®

Selecionada por meio de uma nova tecnologia de cruzamento desenvolvida pelo Laboratério
SARCO da Laffort Oenologie em colaboragdo com a Universidade de Bordeaux. Excelente
cepa na revelacdo de aromas varietais do tipo tidis e uma boa producdo de aromas
fermentativos. Indicada para a elaboracdo de vinhos brancos frescos e complexos, Demonstra
forte cinética fermentativa e tolerancia ao alcool (até 16% v/v), mesmo em mostos de baixa
turbidez e a baixas temperaturas. Produz baixos teores de acidez volatil e de H,S. E
recomendada para variedades brancas aromaticas como Pinot Gris, Riesling, Gewdrztraminer

e Sauvignon Blanc. E classificada como S. cerevisiae.

- Zymaflore X16°®

Estirpe proveniente de cruzamento, conjugando uma excelente producdo de ésteres
fermentativos, conservando um perfil aromatico fino e nitido e uma seguranca fermentativa
mesmo em condi¢bes dificeis com baixa turbidez e temperatura. Levedura para vinhos
brancos modernos e aromaticos com forte producdo de aromas fermentativos. Apresenta uma
cinética de fermentacdo particularmente rapida, com boa tolerancia ao alcool (até 16% v/v),
baixas necessidades de nitrogénio, baixa producdo de acidez volatil e de H,S. Cepa pof (-):
ndo possui cinamate descarboxilase, responsavel pela formacdo de vinis-fendis,
“mascaradores” de aromas ou responsaveis por notas pesadas. E classificada como S.

cerevisiae.

- Blastosel Delta®
Levedura com alta tolerancia ao alcool (até 18% v/v), com baixa exigéncia nutricional, ampla
temperatura de fermentagdo (12 - 35 °C), é caracterizada por baixa producédo de acidez volatil

e de acetaldeido, assim como de SO, e H,S. As caracteristicas fermentativas, nutricionais e
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aromaticas sugerem a sua utilizacdo tanto na elaboracéo de vinhos brancos quanto na tomada

de espuma na garrafa ou em autoclave. E classificada como S. cerevisiae rf. bayanus.

- Maurivin PDM®

Selecionada por suas caracteristicas aromaticas médias, é adequada para fermentacdo a baixas
temperaturas devido a seu vigor inerente e € um fermentador rapido a temperaturas mais
elevadas (20 - 30°C). Apresenta uma tolerancia alcodlica no intervalo de 15 - 17% v/v, acidez
volatil inferior a 0,3 g/L. E uma cepa de formagio de espuma baixa a moderada, tem
propriedades excelentes de sedimentagio apos a fermentagdo alcodlica. E considerada média
produtora de SO, (até 40mg/L SO, Total), produz niveis moderados a baixos de compostos
aromaticos e de sabor no vinho. E uma cepa de levedura para fins gerais, recomendada para a
producdo de vinhos brancos e tintos, e também € adequada para producdo de vinhos
espumantes pelo Método Champenoise. E classificada como S. cerevisiae rf. bayanus.

- Zymaflore Spark®

Cepa especificamente selecionada por sua destacavel fineza aromatica e sua resisténcia
fermentativa as condi¢cBes mais dificeis. Adequada para fermentacdo de vinhos brancos,
rosados e tintos em condicBGes extremas, na tomada de espuma e nas refermentacdes de
mosto/vinhos em situacdo de parada de fermentacdo. Apresenta alta tolerancia ao alcool (até
17% v/v), ampla temperatura de fermentacdo (10 - 32°C), baixas necessidades de nitrogénio,
baixa producdo de acidez volatil e de H,S, fase de laténcia muito curta. E classificada como S.

cerevisiae rf. bayanus.

- La Claire SP 665/P®

Cepa de levedura isolada e selecionada na regido de Champagne, Franca. Elegéncia, fineza e
complexidade aromatica sdo caracteristicas organolépticas exaltadas por esta cepa. Levedura
produtora de elevados niveis de acetatos, ésteres e alcoois superiores, com alta tolerancia ao
alcool (até 18° v/v), ampla temperatura de fermentacdo (10 - 30 °C), elevada resisténcia ao
SO,, producdo baixa de SO, producdo insignificante de acidez volétil, producdo
insignificante de H,S, boa producdo de glicerina, possui fator Killer e baixa necessidade de
nutrientes. Levedura selecionada para vinhos brancos, espumantes e para o tratamento de

fermentagdes dificeis ou interrompidas. E classificada como S. cerevisiae rf. bayanus.
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- Lalvin EC1118®

Fermenta bem a baixas temperaturas, flocula bem, formando borras compactas. E
adequada para a elaboracdo de vinhos base para espumantes, para a tomada de espuma
(sequnda fermentacgdo), para reiniciar paradas fermentativas e também para a elaboracéo de
vinhos com uvas de colheita tardia. E também muito utilizada para fermentag&o em barricas
de carvalho. Sob condi¢des de baixos niveis de nutrientes, no entanto, produz muito SO, (até
30 ppm) e, como consequéncia, pode inibir a fermentacdo malolatica. Fermenta relativamente
rapido e tem excelentes propriedades organolépticas. Sua toxicidade alcodlica é de 18% v/v.
Tolera temperaturas de 4 a 35°C, porém ndo € tolerante as fermentacGes alcodlica e

malolatica simultaneamente. E classificada como S. cerevisiae rf. bayanus.

3.3 REIDRATAGCAO, PE-DE-CUBA E SEGUNDA FERMENTACAO ALCOOLICA

Para a reidratagdo das leveduras, foi utilizado o preparador de leveduras (Superstart® -
Laffort), na dosagem de 30 g/hL, este produto aporta durante a reidratacdo da levedura, 0s
elementos essenciais que constituem a membrana, melhoram a fluidez, a resisténcia ao alcool
e 0 bom funcionamento dos transportadores de agutcares.

As preparacdes dos pés de cuba e a suas inoculacGes foram realizadas seguindo os
processos enoldgicos tradicionais, com indculos entre 2 a 3x10° cel/mL determinada por
contagem microscopica.

Para a segunda fermentacdo, o nitrogénio prontamente assimilavel (NPA) foi corrigido
para 180 mg/L, com fosfato de amdnia e tiamina (Thiazote® - Laffort).

Foi adicionado ao vinho base 20 g/hL (Bioarom® - Laffort), que é um bioproduto de
levedura com alto poder redutor (glutation), para protecdo de aromas. Também foram
adicionados 24 g/L de acucar (sacarose) no vinho base, para obter uma pressdo final natural
de seis atmosferas e 5 g/hL de bentonite (Pentagel®- Perdomini 10C).

A segunda fermentacdo e o periodo de envelhecimento sobre as borras ocorreram em
ambiente climatizado, onde foi controlada a temperatura no intervalo de 12 a 14°C.

Ap0s a maturagdo de seis meses sobre as borras, 0 espumante passou pelo processo de
“remuage” onde foi colocado em pupitres de madeira durante 20 dias. Posteriormente a parte
superior da garrafa foi submersa em uma solucdo hidroalcodlica na temperatura de
aproximadamente -20°C para que o precipitado congelasse, facilitando a remocdo. Em

seguida, as garrafas foram novamente fechadas com tampas metalicas. Nesta etapa nao foi
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adicionado o licor de expedicéo para nao interferir nas caracteristicas organolépticas do vinho
espumante.
Foram elaborados 15 garrafas de espumante para cada cepa distinta de levedura e

também foram engarrafadas 15 garrafas do vinho base, totalizando 135 garrafas.

3.4 ANALISES DO VINHO BASE E ESPUMANTES

3.4.1 Analises fisico-quimicas
As analises classicas foram realizadas no Laboratorio Lavin e as analises dos
compostos volateis foram realizadas no Laboratorio de Referéncia Enoldgica (LAREN) da

Secretaria de Agricultura e Agronegdécio do Estado do Rio Grande do Sul.

3.4.1.1 Anélises classicas

As analises classicas foram realizadas segundo as recomendacdes estabelecidas pela
legislagdo vigente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL 2005).

Foram analisadas as variaveis basicas: Densidade (g/ml), Alcool (% v/v), Acidez total
(meg/L), Acidez volatil (meg/L), Acidez fixa (meg/L), pH, Extrato seco (g/L), AcUcares
redutores (g/L), Extrato seco reduzido (g/L), Relacdo alcool/extrato seco, Cinzas (g/L),
Absorbancia (420nm), SO livre (mg/L) e SO, total (mg/L).

3.4.1.2 Andlise dos compostos volateis
3.4.1.2.1 Determinagéo de alcoois superiores, etanal, acetato de etila e metanol

As determinacbes do conteddo de etanal, acetato de etila, metanol, 1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol foram realizadas simultaneamente
por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), conforme
procedimentos de Bertrand (1981).

A anélise partiu do destilado de 100 mL de vinho, sendo que sobre uma aliquota de 5
mL foram adicionada 70 uL. de uma solugdo 5 g/L de 4-metil-2-pentanol (padréo interno). O
cromatograma obtido foi comparado com o cromatograma de uma solucdo dos padrdes
envolvidos, segundo 0 método do padréo interno.

Para esta analise, 1,0 uL da amostra foi injetada no cromatdgrafo no modo “split” com
divisdo 60 mL/min a 220 °C. Foi utilizada uma coluna capilar CPWax 57CB de 60 m de
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comprimento, 250 um de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. O gas vetor foi
hidrogénio 5.0 em fluxo de 2,0 mL/min e nitrogénio, como gas auxiliar, a 37 mL/min. As
condicdes de temperatura do forno foram: 40 °C por 5 min; 40 a 100 °C a 3 °C /min; 100 a
220 °C a 7 °C /min; 220 °C por 10 min. A combustdo foi mantida com fluxo de ar sintético
em 400 mL/min e hidrogénio 5.0 em 35 mL/min. A temperatura do detector foi controlada em
230 °C. Uma solugdo estoque dos padrdes, em solucdo hidroalcodlica 50 % v/v na
concentracdo de 1,0 g/L, foi preparada e conservada sob refrigeracdo. O controle foi feito com
solucdo estoque diluido em 2:10 e a linearidade e a repetibilidade do método observadas

conforme procedimento da analise descrito anteriormente.

3.4.1.2.2 Determinacdo de acetatos, ésteres e acidos graxos

A determinacdo do conteido de acetatos, ésteres e &cidos graxos foi realizada por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), conforme
procedimentos de Bertrand (1981). Em 50 mL da amostra foram adicionados 1 mL de 3-
octanol e 1 mL de &cido heptandico, ambos a 50 mg/L como padrbes internos, sendo a
mistura acidificada com 0,3 mL de &cido fosforico 1:3. Nestas condic¢Ges, foram submetidas
trés extrages liquido/liquido sucessivas na ordem volumétrica 4:2:2 de uma mistura dos
solventes organicos éter/hexano (1:1). A fase organica foi mantida em contato com a amostra
por meio da agitacdo intensa em agitador magnético durante 5 min. Os extratos de cada
extracdo foram entdo recolhidos através da separacdo das fases em funil de separacdo e
colocados em "vial" para serem analisados em CG-DIC. O cromatograma resultante permitiu
identificar e quantificar ésteres.

Os picos cromatograficos obtidos foram comparados com aqueles encontrados no
cromatograma da solucdo de padrdes (concentragdes conhecidas) das substancias envolvidas,
conforme método do padrdo interno. Uma solugdo estoque dos padrGes, em solugdo
hidroalcodlica 50 % v/v em concentracdes proximas a 1,0 g/L, foi preparada e conservada sob
refrigeracdo. O cromatograma padrdo foi obtido pela diluicdo da solugédo estoque em 1:100,
seguindo o procedimento de analise descrito anteriormente.

Para esta analise, 2,0 uL da amostra foram injetados no cromatografo no modo
"splitless” com divisdo 60 mL/min a 240 °C. Foi utilizada uma coluna capilar CP Inowax de
30m de comprimento, 250 pm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. O gas
vetor foi hidrogénio 5.0 em fluxo de 2,0 mL/min e nitrogénio, como gas auxiliar, a 37
mL/min. As condigdes de temperatura do forno foram: 40 °C por 5 min; 40 a 230 °C a 3°C
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min; 230 °C por 20 min. A combustao foi mantida com fluxo de ar sintético em 400 mL/min e

hidrogénio 5.0 em 35 mL/min. A temperatura do detector foi de 230 °C.

3.4.1.2.2 Valor Olfativo Ativo (OAV) e limiares de percepgédo

O valor olfativo ativo é definido como a relacéo entre a concentragcdo de um composto
e o seu limiar de percepcdo. Este valor € geralmente utilizado para avaliar a contribuicdo
sensorial de um dado composto (GUTH, 1997).

No presente trabalho foram empregados os limites de percepcdo citados por
Lambrechts e Pretorious (2000) e por Louw et al (2010) no caso do dietil succinato.

3.4.2 Avaliagéo sensorial

As analises sensoriais foram realizadas seis meses apds a tomada de espuma na sala de
degustacdo do Laboratério de Anélise Sensorial da Embrapa (CNPUV) de Bento Gongalves -
RS. O vinho base e os espumantes foram avaliados por um painel de onze degustadores
experimentados. A avaliacdo foi realizada através de andlise sensorial utilizando metodologia
de andlise quantitativa descritiva (LAWLESS e HEYMANN, 1998). Os vinhos foram
avaliados imediatamente ap6s a abertura das garrafas. Os degustadores avaliaram um
conjunto de descritores que incluiram caracteristicas visuais, olfativas e gustativas. A
intensidade de cada atributo foi ranqueado numa escala de 0 a 5, onde: 0 — indicador nédo
percebido, 1- muito baixo, 2- baixo, 3- intermediario, 4- elevado e 5- muito elevado. Os
degustadores outorgaram uma nota (0 a 100) para qualidade global considerando a percepgéo
organoléptica geral. Durante o experimento, as notas e opinides dos degustadores
permaneceram confidenciais. Os vinhos foram servidos no mesmo tipo de taca. Cada
degustador avaliou o vinho base e duas amostras de cada espumante em esquema de blocos

casualizados.

3.4.3 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico através do programa
SPSS 12.0 for Windows. Apds a constatacdo da distribuicdo normal dos resultados, os dados
foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA e comparadas as médias pelo teste de Tukey
ao nivel de 0,05 de significancia. Além destes, foi realizada a andlise de Componentes
Principais (CP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 CARACTERISTICAS ANALITICAS DO VINHO BASE E DOS ESPUMANTES

O vinho base, obtido a partir de mistura de vinhos Chardonnay e Pinot Noir safra
2012, apresentou teor alcoolico de 11,43 % (v/v), baixa concentracdo de aclcares redutores
residuais (1,2 g/L), acidez total e volatil relativamente baixas, 84,57 e 55 meqg/L,
respectivamente, e concentracdo relativamente baixa de dioxido de enxofre livre (26,23
mg/L). Estes e outros parametros apresentados na Tabela 3 sdo semelhantes aqueles
encontrados por Poerner et al. (2010) numa avaliacdo de vinhos base Chardonnay e Pinot Noir
da Serra Gaucha, indicando que o vinho base utilizado no presente trabalho representa aqueles
tipicos da regido. O vinho base empregado encontra-se dentro dos padrdes de qualidade
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para vinhos brancos
finos secos (BRASIL, 1998) e nas normas do MERCOSUL (2002).

Apos a adicdo de agUcar, leveduras e coadjuvantes para inicio da segunda fermentacéo
ou tomada de espuma, o0 vinho apresentou 24,1 g/L de acUcares totais, com consequente
aumento do extrato seco e densidade, 10,80 % (v/v) de alcool, sem importantes alteracdes no
pH, e reducdo na acidez total e volatil e na concentracdo de dioxido de enxofre total e livre
(Tabela 3).

Os espumantes obtidos, independente das leveduras utilizada na segunda fermentagéo,
apresentaram teor alcodlico médio de 12,01 % (v/v) e acucar residual de 1,78 g/L (Tabela 3),
indicando que em todos 0s casos a segunda fermentacédo foi concluida de forma adequada. De
um modo geral, apesar de baixas concentragdes, 0S espumantes apresentaram maior acidez
volatil do que o vinho base, particularmente naqueles conduzidos com as leveduras VL3,
Delta e EC1118. A comparacao entre 0s espumantes mostrou diferencas significativas no pH,
com valores menores nos espumantes obtidos com as leveduras Delta, PDM, Spark, SP665 e
EC1118, e acidez total com valores mais elevados para os espumantes obtidos com as
leveduras X16, Delta, PDM, Spark e SP665.

O pequeno aumento de acidez total durante a segunda fermentacdo pode ser atribuido
a producdo de acidos intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos, particularmente acido
succinico (RIBERAU-GAYON et al, 2006), enquanto o0 aumento na acidez volatil pode estar

relacionado com a producdo de acido acético pela levedura ou pelo processo de hidrolise dos
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ésteres ao longo do envelhecimento do espumante (LAMBRECHTS e PRETORIOUS, 2000;
RIBERAU-GAYON et al., 2006).

Por sua vez, a diminuicdo na concentracdo de dioxido de enxofre livre observada nos
espumantes avaliados pode ser atribuida a conjugacdo do SO, com diversos compostos,
principalmente aldeidos e cetonas, nas condi¢des de baixo pH, alta concentragdo de etanol e
relacdo redox encontrada durante a segunda fermentacdo e envelhecimento dos espumantes
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

De um modo geral, poucas variacOes foram encontradas entre os espumantes obtidos
com as oito leveduras avaliadas quanto as andlises bésicas, fato também observado por
Torrens et al. (2010).



Tabela 3 - Analises basicas do vinho base e dos espumantes obtidos com oito cepas de leveduras.

Acucares totais

Extrato seco total

Extrato seco

Relacéo alcool/ESRed

, . Aol o
Densidade relativa Alcool % viv (g/L) (Q/) reduzido (/L) (g/L) pH
Vinho base 0,9920 + 0,0002° 11,43+0,10° 12+0,1%¢ 18,50 +1,73° 18,30 +1,67% 5,00 + 0,36 3,210,024
Base comacicar  1:0019 +0,0001* 10,80 +0,10° 24,1+0,1° 42,20 + 1,73 19,01 +1,67% 4,50 +0,31° 3,20 + 0,01
VL3 0,9919 +0,0002% 12,06 £0,15" 18+0,1° 20,30 +1,53° 19,50 + 1,474 4,90 +0,30"° 3,21+0,00%
X5 0,9916 + 0,0001° 12,07 +£0,15" 18+0,1° 19,50 + 2,08° 18,70 +2,03" 5,20 + 0,45" 3,21+0,01°
X16 0,9917 +0,0001° 12,06 +0,10" 18+0,1° 19,80+1,73° 19,00 +1,67% 5,10 + 0,36 3,18 +0,02°
Delta 0,9919 +0,0002%¢ 12,01 £0,10* 17+01° 20,00 +2,08° 19,30 2,03 5,00 +0,44%° 3,15+0,00°
PDM 0,9917 + 0,0001° 11,99 £0,10" 18+0,1° 19,40 +1,73° 18,60 + 1,67" 5,20 +0,37" 3,16 £0,01°
Spark 0,9918 +0,0001°"* 11,97 +£0,15" 18+0,1° 19,80 +1,53° 19,00 + 1,474 5,00 +0,32%° 3,15 +0,00°
SP665 0,9917 +0,0001° 12,01+0,15" 17+0,1° 19,70+1,73° 19,00 +1,67% 5,10 + 0,33 3,15+ 0,00
EC1118 0,9919 + 0,0001° 11,95 +0,10" 18+0,1° 19,90 +1,53° 19,10 + 1,48" 5,00 +0,33*® 3,16 £0,01°
Acidez total (meq/L) AC'((rfezq\/lﬁl)at" Acidez fixa (meg/L) SO, livre (mg/L) SO; total (mg/L) Cor (abs 420nm) Cinzas (g/L)
Vinho base 84,57 +0,15" 5,50 + 0,50 79,07 +£0,35" 26,23 +2,52" 148,30 + 6,56" 0,071 +0,001* 1,8+0,1"°
Base com aciicar 82,33+ 1,15° 4,83+0,32° 77,50 + 1,47° 15,80 £ 3,00° 109,57 + 8,08° 0,065 +0,002° 17+01°
VL3 82,13 +0,06° 7,20 +0,26"° 74,73 +0,29° 9,90 + 3,00 114,80 + 10,00° 0,067 +0,001° 20£01"
X5 82,00 + 0,00 6,30 +0,26°° 75,70 +0,26° 7,07 +2,52° 107,47 + 8,08° 0,070 +0,003*® 17+0,1°
X16 83,30 +0,00° 6,87 +0,29% 76,43 +0,29% 8,47 +2,08° 111,70 £ 10,00° 0,066 + 0,002 19014
Delta 83,30 +0,00° 7,67 +0,55" 75,63 + 0,55°° 10,70 + 3,00 121,50 + 9,00 0,064 + 0,005° 18+0,0"
PDM 82,67 0,58 6,10 + 0,26° 76,57 +0,84°C 7,37 £2,08° 115,00 + 10,00° 0,065 + 0,001° 1802
Spark 83,27+0,12° 6,80 0,265 76,47 +0,325 10,70 £ 3,00° 124,60 + 10,00° 0,061 +0,002° 1,8+0,1%
SP665 83,330 +0,10° 6,90 + 0,26° 76,40 +0,20% 7,87 +2,08° 122,43 +9,02° 0,063 +0,002° 18+0,1"°
EC1118 82,00 + 0,00 7,23£0,32"® 74,77 £0,32° 7,73 £2,52° 120,67 +9,50° 0,064 + 0,003° 18+0,0"

* Médias seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).
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A concentracdo (mg/L) de 27 compostos aromaticos no vinho base e 0s espumantes
(segunda fermentacéo) obtidos com as oito leveduras encontra-se na Tabela 4. Como pode ser
observado, apenas ndo foram detectadas diferencas significativas no contelido de acetato de
hexila, acido butirico e &cido hexanodico. Por outro lado, diferengas significativas entre o
vinho base e 0s espumantes foram constatadas para cis-3-hexen-1-ol, trans-3-hexen-1-ol,
acetato de feniletila, docecanoato de etila, e os acidos graxos (acido octanoico, decandico e
dodecandico).

Dependendo da levedura empregada na segunda fermentacdo, 0s espumantes
apresentaram variacdo no contetdo de etanal (acetaldeido) com concentracGes inferiores ao
vinho base no caso das leveduras X5, X16 e Delta. A variacdo na concentracao de etanal em
vinhos obtidos com distintas leveduras tem sido atribuida a diferencas na atividade de alcool
desidrogenase (PEREZ-COELHO et al., 1999) e a diminuicio deste composto & sua
associacdo com sulfito (ANTONIELLI et al., 1999). Cabe observar que os vinhos com maior
concentracdo de etanal foram aqueles com menor concentracdo de acetato de etila, resultando
uma correlacdo negativa e significativa entre estes compostos (R= - 0,560"). Esta relacio
pode estar associada & reacdo de Fisher correspondente a esterificacdo espontanea do
acetaldeido com 4&cido acético. O acetaldeido em baixas concentragcdes é considerado um
componente aromatico favoravel, porém, em altas concentragdes pode contribuir
negativamente para as caracteristicas aromaticas do vinho (LAMBRECHTS e PRETORIUS,
2000). Segundo Rizzon (2000), os teores de etanal em espumantes devem variar de 60 mg/L a
70 mg/L. As concentragOes evidenciadas nos espumantes obtidos no presente trabalho foram
inferiores ao limiar de percepcdo em vinhos (100 mg/L) (LAMBRECHTS e PRETORIUS,
2000), com valor olfativo ativo (OAV) entre 0,3577 e 0,7680.

Variagéo significativa foi detectada na concentragcdo de metanol entre os espumantes,
com valores relativamente baixos quando comparados com aqueles citados por Louw et al.
(2010) em um conjunto de vinhos Chardonnay. Por outro lado, as concentracGes de 1-
propanol foram relativamente elevadas em relacdo a vinhos Chardonnay jovens (LOUW et
al., 2010), porém muito inferiores ao limiar de percep¢do de 306 mg/L (LAMBRECHTS e
PRETORIOUS, 2000).



Tabela 4 - Compostos volateis no vinho base e espumantes obtidos com oito cepas de leveduras.
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Butanoato de

Etanal Metanol 1-propanol 2-metil-1-propanol 2-metil-1-butanol 3-metil-1-butanol Acetato de etila etila Acetato de isoamila
Vinho Base 65,13 + 6,56" 24,30 +2,115¢ 44,61 + 2,168 9,42 +0,62° 8,80 +0,29° 74,39 +1,50* 14,74 + 4,77° 0,35 +0,01* 2,88 +0,03*
VL3 64,73 + 3,64" 28,47 + 2,475¢ 37,50 £ 0,788 12,16 + 0,88"B¢P 14,48 + 0,818 60,47 + 2,348 41,20 + 8,29* 0,32 +0,00® 0,74 +0,05°
X5 40,46 + 19,215¢ 26,72 + 3,445¢ 44,54 + 1,858 14,98 + 2,46"8¢ 15,16 + 1,074 62,03+2,728 36,25 + 0,618 0,30 + 0,028 0,90 + 0,05°
X16 35,77 +1,27° 25,01 +1,125¢ 39,52 + 3,37° 13,36 + 0,49/E¢P 12,58 + 3,578 67,33 + 1,958 35,77 + 1,278 0,28 + 0,01°PF 0,74 +0,01¢
Delta 43,59 + 2,005¢ 22,05 + 4,56° 36,42 +1,78° 11,21 +2,13°P 11,46 + 4,12°8 61,59 + 6,57° 43,59 + 2,00" 0,29 +0,01°° 0,72 +0,00°
PDM 68,02 + 2,62° 25,00 + 3,395¢ 40,81 + 3,678 11,77 + 0,805<P 11,28 + 0,918 61,06+ 1,578 29,66 + 11,70"8¢ 0,28 + 0,01°PF 0,73 +0,02°
Spark 65,22 + 2,27* 31,60 +2,9778¢ 41,85 + 4,318 14,96 + 1,04"5¢ 12,67 +0,38"8 63,73 + 2,59"8 17,17 + 4,58° 0,30 +0,01°¢ 0,63 +0,04°
SP665 57,72 +1,24"® 33,22 + 7,098 46,56 + 8,63° 15,51 + 1,978 13,90 + 2,438 68,13 + 8,58"® 20,03 + 4,06° 0,26 +0,02° 0,61 +0,03°
EC1118 76,80 + 0,88" 39,90 + 2,374 51,89 + 3,90* 16,04 + 1,44" 14,60 + 1,478 65,94 + 3,538 23,96 + 1,525¢ 0,26 +0,01°¢ 0,60 + 0,02°
Hexanpato de Acetato de hexila Hexanol 2-fenil etanol Dietil succinato Acet_ato_ de Octanoato de etila Decanqato de Dodecapoato de
etila feniletila etila etila
Vinho Base 1,00 +0,03* 0,07 +0,00* 0,37 + 0,018 7,87 +0,36"8 0,21 +0,01° 0,15 +0,00* 1,08 + 0,014 0,49 +0,03* 0,02 + 0,018
VL3 0,89 + 0,09”8¢0 0,07 +0,00* 0,32 + 0,06"® 7,45 +2,13° 2,13 £ 0,418 0,06 +0,01° 1,05 + 0,108 0,17 +0,015¢ 0,07 £ 0,00%
X5 0,95 + 0,06"° 0,05 +0,03* 0,28 + 0,018 7,39 +0,74° 1,79 + 0,078 0,07 + 0,008 1,03 +0,06"® 0,18 + 0,025¢ 0,07 +0,00*
X16 0,94 +0,03"® 0,07 +0,00* 0,32 + 0,058 8,02 + 1,418 1,92 +0,218 0,07 +0,01° 1,09 + 0,04 0,18 +0,015¢ 0,05 +0,03*
Delta 0,87 +0,015P 0,07 +0,00* 0,36 + 0,018 9,16 + 0,228 2,12 +0,01%® 0,07 +0,018 1,06 + 0,028 0,19 +0,01° 0,07 +0,00*
PDM 0,92 + 0,00°8¢ 0,07 +0,00* 0,32 + 0,028 9,14 +0,51%° 2,02 +0,06"® 0,07 +0,00° 1,09 + 0,024 0,19 + 0,025¢ 0,07 £ 0,00%
Spark 0,79 + 0,06° 0,07 +0,00* 0,38 +0,03" 10,41 + 1,077 2,45+0,17* 0,06 + 0,00° 0,93 +0,06® 0,14 +0,00¢ 0,07 +0,00"
SP665 0,80 + 0,04°P 0,07 +0,00* 0,33+ 0,018 8,64 +0,27°8 2,07 £0,07%® 0,06 +0,01° 0,94 + 0,04 0,15 +0,018¢ 0,07 +0,00*
EC1118 0,83 + 0,035¢P 0,07 +0,00* 0,33 £0,03"® 8,61 +0,99°° 2,10 £ 0,148 0,06 + 0,00° 1,00 + 0,048 0,17 +0,025¢ 0,07 £ 0,00%
Cis-3-hexen-1-ol  Trans-3-hexen-1-ol Ac. isobutirico Ac. butirico Ac. isovalérico Ac. hexanéico Ac. octandico Ac. decanéico Ac. dodecandico
Vinho Base 0,09 +0,00% 0,10 +0,01* 1,00 + 0,098¢ 1,89 + 0,234 0,75 + 0,02°8¢ 5,47 +0,26% 6,77 +0,52% 1,93 +0,124 0,32 +0,01*
VL3 0,000,018 0,04 +0,01° 1,78 £0,39% 2,32 +0,46" 1,00 £ 0,25% 5,38 +1,02* 5,53 + 0,09° 0,63 +0,04% 0,11 +0,01°
X5 0,00 + 0,00® 0,03 +0,02° 0,61 +0,47° 1,70 £0,19* 0,52 + 0,06° 4,98 +0,23* 5,69 +0,19° 0,75 + 0,09 0,11 +0,01®
X16 0,01 +0,018 0,04 +0,01° 1,11 + 0,158 2,04 +0,21* 0,75 + 0,12°8¢ 5,54 +0,63* 5,81 +0,16° 0,69 +0,05° 0,11 + 0,008
Delta 0,01 40,018 0,05 +0,01° 1,29 + 0,048 2,30+0,07* 0,85+ 0,028 6,15 + 0,06" 5,75 0,148 0,72 + 0,06 0,11 +0,00°
PDM 0,00 + 0,00® 0,04 +0,02° 0,85 + 0,115¢ 2,00+0,11* 0,58 + 0,03%¢ 5,48 +0,36* 5,73 +0,23° 0,75+ 0,07 0,10 + 0,00°
Spark 0,01 +0,00® 0,05 + 0,00° 1,27 £0,16"® 2,17 +£0,15* 0,80 % 0,08"8¢ 6,26 +0,49* 5,31 +£0,08° 0,59 £ 0,018 0,10 +0,00°
SP665 0,00 + 0,018 0,03+ 0,038 0,99 + 0,045¢ 1,86 + 0,08* 0,69 + 0,025¢ 5,60 +0,10* 5,40 + 0,078 0,65 + 0,032 0,10 + 0,008
EC1118 0,000,018 0,05 +0,01° 1,13 £0,125¢ 1,88 £0,23* 0,72 £ 0,0748¢ 5,45 +0,38" 5,36 £ 0,118 0,68 + 0,04% 0,11 +0,01°

ConcentracGes expressas em mg/L. * Médias seguidas por letras distintas sédo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Entre os alcoois superiores, variacdo significativa foi evidenciada para 2-metil-1-
propanol (isobutanol) com maior concentragdo nos espumantes em relacdo ao vinho base, e
com variacdo entre espumantes (Tabela 4). O 2-metil-1-propanol é formado pela reacdo de
Ehrlich a partir da valina (LAMBRECHTS e PRETORIOUS, 2000; RIBERAU-GAYON et
al., 2006; HAZELWOOQOD et al., 2008), variando de acordo com o metabolismo de cada cepa
de levedura. As concentracfes observadas nos espumantes foram muito inferiores ao limiar de
percepcao em solucdo hidroalcodlica (75 mg/L) e vinhos (500 mg/L) (LAMBRECHTS e
PRETORIOUS, 2000), tendo portanto baixa contribui¢do nas caracteristicas arométicas. Da
mesma forma, as variacdes observadas nas concentracdes de 2-metil-1-butanol (&lcool
amilico), 8,8 a 15,16 mg/L, e 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico), 60,47 a 74,39 mg/L, nédo
devem afetar de maneira importante as propriedades organolépticas ja que sdo inferiores aos
limiares de percep¢édo, 65 mg/L (solucdo hidroalcodlica) para alcool amilico e 300 mg/L em
vinhos para alcool isoamilico (LAMBRECHTS e PRETORIOUS, 2000).

O acetato de isoamila, associado a aromas frutados (banana, péra), apresentou reducao
significativa nos espumantes em relacdo ao vinho base (Tabela 4), o espumante elaborado
com a levedura X5 apresentou a maior concentracdo (0,90 mg/L). Mesmo assim, as
concentrages finais foram superiores ao limiar de percepgéo (0,26 mg/L) com valor olfativo
ativo (OAV) entre 2,3 e 3,5. Da mesma forma, foi detectada reducdo significativa
(aproximadamente 3 vezes) na concentracdo dos ésteres decanoato de etila e acetato de
feniletila. Também houve uma pequena reducdo no hexanoato de etila (macd), onde a
levedura X5 apresentou, novamente, a maior concentragdo (0,95 mg/L). Em conjunto, esta
reducdo pode ser responsavel pela diminuigédo das notas florais e frutadas nos espumantes.

Por outro lado, apesar de ndo significativa, os espumantes obtidos com as leveduras
Delta, PDM, Spark, SP665 e EC1118 (S. cerevisiae rf. bayanus) apresentaram maior
concentracdo de 2-fenil etanol, importante componente aromatico (rosas e florais), quando
comparados ao vinho base e espumantes obtidos com as trés cepas de S. cerevisiae (Tabela 4).
Associacao entre as subespécies de Saccharomyces, a producdo de 2-fenil etanol e de alcoois
superiores tem sido constata por diversos autores, sendo dependente da cepa de levedura
(RIBERAU-GAYON et al.,, 2006). A producdo de 2-fenil etanol esta associada ao
metabolismo da fenilalanina (LAMBRECHTS e PRETORIOUS, 2000; RIBERAU-GAYON
et al., 2006; HAZELWOOD et al., 2008).

Para obter uma visdo geral das variacdes detectadas na composi¢cdo de componentes
aromaticos, foi realizada uma analise multivariada (Componentes Principais). Conforme pode

ser evidenciado na Figura 6, os vinhos espumantes, independente da levedura empregada,
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apresentam diferencas importantes na composicdo de compostos volateis quando comparados

com o vinho base, sendo claramente separados deste pelo Componente Principal 1 (CP 1).
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Figura 6 - Analise de componentes principais com base na composicdo de compostos volateis
do vinho base e dos espumantes obtidos a partir dele. Os dois primeiros componentes
acumulam 66,22% da variancia total.

As diferencas mais importantes que levaram a separacdo do vinho base e 0s
espumantes foram a reducédo da concentragédo de: acetato de isoamila de 2,88 para 0,71 mg/L;
de cis-hexen-1-ol e trans-hexen-1-ol de 0,09 para 0,005 mg/L e 0,10 para 0,04 mg/L,
respectivamente; decanoato de etila de 0,49 para 0,17 mg/L; acetato de feniletila de 0,15 para
0,06 mg/L, e dos &cidos graxos (Cs - C12) que em conjunto tiveram uma reducdo de 9,02 para
6,36 mg/L. Por outro lado, 0s espumantes apresentaram um aumento na concentracao de dietil
succinato da ordem de 10 vezes (0,21 para 2,07) e dodecanoato de etila de 0,02 para 0,07
mg/L.

A reducdo na concentracdo de ésteres, particularmente acetatos, durante o

envelhecimento de vinhos e producdo de espumantes foi evidenciada em diversos trabalhos
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(CHISHOLM et al., 1995; RIBEREAU-GAYON et al., 2006; RIU-AUMATELL et al., 2006),
e tem sido atribuida a lenta hidrélise espontanea dos esteres fugases (ésteres do acido acético)
até os mesmos atingirem o equilibrio de massas (FERREIRA et al., 1995). A reducdo na
concentracdo de ésteres esta relacionada com a perda de caracteristicas frutais geralmente
constatadas na comparacédo entre o vinho base e os espumantes (TORRENS et al., 2010).

A diminuicdo da concentracdo de acidos graxos e seus ésteres nos espumantes (Cg -
C12) tém sido constatada durante o envelhecimento de vinhos (DIAZ-MAROTO et al., 2005)
e pode ser atribuida & adsor¢do e/ou utilizagdo dos mesmos pelas leveduras ou pela absorcao
nas borras de leveduras. A reducdo na concentracdo de &cidos graxos pode ter uma
contribuicdo positiva nas caracteristicas do espumante, ja que 0S mesmos apresentam uma
correlacdo negativa com a formacdo e estabilidade da espuma (GALLART et al., 2002).

O aumento da concentracdo de dietil succinato durante a segunda fermentacdo de
espumantes tem sido constatado em diversos trabalhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006;
RIU-AUMATELL et al., 2006). O dietil succinato é produzido por uma reacdo de
esterificacdo espontanea entre o 4cido succinico e o etanol a qual € dependente da
concentracdo destes dois compostos e das condi¢des fisico-quimicas do sistema (temperatura,
pH, oxigénio, etc.), e segundo Bautista et al. (2007), é favorecido pela presenca da borra.
Assim sendo, a concentracdo de dietil succinato aumenta ao longo do tempo de
envelhecimento de vinhos e espumantes, sendo considerado por varios autores como um
marcador de envelhecimento (RIU-AUMATELL et al., 2006). Em termos organolépticos, o
dietil succinato é considerado um constituinte de aroma suavemente frutado que lembra meldo
(JORDAN et al., 2002). Entretanto, as concentracdes obtidas no presente trabalho, tanto no
vinho base quanto nos espumantes, sdo muito inferiores ao limiar de percepcdo (200 mg/L)
(LOUW et al., 2010).

A comparacdo da composicdo de compostos volateis entre os espumantes obtidos com
as oito leveduras avaliadas permitiu a separacao de quatro grupos, formados por: Grupo 1 -
leveduras SP665 e EC1118; Grupo 2 - leveduras Spark; Grupo 3 - leveduras X5 e Grupo 4 -
levedura VL3, X16, Delta e PDM (Figura 7).

Os grupos 1 e 2 separaram-se do restante (grupos 3 e 4) pelo componente principal 1
sendo caracterizados por menor concentracao de esteres etilicos (hexanoato de etila, octanoato
de etila e decanoato de etila) com média de 1,93 mg/L comparado com 2,15 mg/L dos Grupos
3 e 4; menor concentracdo de acetato de etila (20,39 versus 37,29 mg/L); menor concentragéo
de acetato de isoamila (0,61 versus 0,77 mg/L) e maior concentragcdo de metanol com média
de 34,91 mg/L contra 25,45 mg/L. Ja o espumante obtido com a Spark (Grupo 2) apresentou
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concentracdo média menor de 1-propanol e 2-metil-1-propanol e maior concentracédo de acido
butirico e butanoato de etila do que os espumantes obtidos com as leveduras SP665 e

EC1118, porém nem todas significativas (Tabela 4).
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Figura 7 - Anélise de componentes principais com base nos compostos volateis de
espumantes obtidos com oito cepas de leveduras. Os dois primeiros componentes acumulam
66,14% da variancia total.

Os espumantes obtidos com a levedura X5 (Grupo 3) exibiram concentracdo
relativamente alta de 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, acetato de isoamila e
hexanoato de etila, e baixa concentracdo de hexanol, acido isobutirico, acido butirico, acido
isovalérico, dietil succinato e acido hexanaoico.

Sabidamente as leveduras, através do seu metabolismo e durante o processo
autofagico/autolitico afetam de forma significativa a concentracdo de compostos aromaticos
nos vinhos e espumantes (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Assim sendo, distintos
gendtipos de Saccharomyces, com diferencas metabdlicas e de autofagia/autolise, imprimem
caracteristicas organolépticas proprias nos vinhos por eles fermentados (FLEET, 2003;
TORRENS et al., 2008; MOLINA et al., 2009; POZO-BAYON et al., 2009).
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Uma comparacdo entre 0s espumantes obtidos com as cepas “prise de mousse”,
classificadas tradicionalmente como S. cerevisiae rf. bayanus (leveduras Delta, PDM, Spark,
SP665 e EC1118) e as cepas de S. cerevisiae recomendadas para fermentacdo de brancos
(VL3, X5 e X16), observa-se apenas uma pequena diferenca na concentracdo de hexanoato de
etila, acido hexanoico e 2-fenil etanol. Estes dados discordam até certo ponto daqueles obtidos
por outros autores que apontam claras diferencas entre vinhos fermentados com S. cerevisiae
rf. bayanus e S. cerevisiae (ANTONELLI et al., 1999; MASNEUF et al., 2002; COLORETTI
et al., 2006). Entretanto, a grande variacdo entre cepas de cada uma destas subespécies quanto
a producdo dos distintos metabdlitos (LAMBRECHTS e PRETORIOUS, 2000), associado a
dificuldades de identificacdo em nivel de subespécie e a ocorréncia de hibridos naturais e
artificiais, impede qualquer conclusdo geral sobre a contribuicdo particular de S. cerevisiae rf.

bayanus e S. cerevisiae em vinhos.

4.3 AVALIACAO SENSORIAL DO VINHO BASE E DOS VINHOS ESPUMANTES

Conforme descrito previamente, o vinho base e 0s espumantes obtidos com oito
leveduras comerciais foram submetidos a degustacdo a cegas por parte de um painel formado
por onze degustadores com experiéncias em degustacdo de espumantes. Para fins de analise,
foi calculada a média de cada degustador para os distintos parametros, e as mesmas utilizadas
para analise estatistica (analise de variancia e comparacdo de medias).

Os resultados da avaliacdo sensorial encontram-se sumarizados na Tabela 5. Conforme
pode ser apreciado, 0s espumantes apresentaram aumento na intensidade de cor em relacdo ao
vinho base. Este pequeno aumento, decorrente de processos oxidativos (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006), conforme tem sido constatado em diversos trabalhos (ex. TORRENS et
al., 2010). De um modo geral, um aumento de cor da ordem observada ndo é considerado um

defeito.
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Tabela 5 - Resultados da avaliacéo sensorial do vinho base e espumantes obtidos com oito cepas de leveduras comerciais.

Aspecto visual Aspecto olfativo

Intensidade Intensidade de Qualidade de Tamanho de Intensidade Intensidade de  Intensidade de  Intensidade de  Intensidade de Fineza de Odor
de cor efervescéncia espuma borbulhas total de aroma frutado floral levedura vegetal aroma indesejaveis
Vinho Base 2,00 +0,95° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00% 0,00+0,00° 3,00+ 0,63°5C 2,86 +0,84" 1,910,778 0,41 + 0,54° 0,77 £0,79* 3,23+0,68" 0,09 +0,20"
VL3 2,34 +0,42% 1,50 +0,83° 1,20 +0,78° 1,45 +1,08" 2,73+0,77¢ 2,21 +0,94° 1,50 + 1,048 1,43 +0,82% 0,61 +0,74* 2,75 +0,874 0,25 +0,55*
X5 2,34 +0,36% 2,39+1,10% 2,00 +1,16%8 1,52 +0,91* 3,27 +0,48% 2,77 £0,91%® 1,75 + 0,998 1,43 +0,93% 0,61+0,82% 3,07+0,73* 0,18 +0,39*
X16 2,32 +0,36" 2,30 £ 0,65% 2,05+ 1,018 1,68+0,92%  293+050°%¢ 266 +1,05"° 1,50 + 0,898 1,48 £0,70* 0,48 +£0,72% 2,98 +0,68" 0,00 +0,00*
Delta 2,32 +0,48% 1,91 + 0,928 1,41+0,96°°  164+117" 2,68 +0,57° 2,43 +0,66"® 1,45 + 0,518 1,52 +0,75* 0,70 +0,80* 2,80 +0,63* 0,25 +0,37*
PDM 2,32 +0,39% 1,93 + 0,908 1,18 +£0,81° 2,02 + 2,46 3,00 + 0,60"8C 2,57 +0,95"8 1,86 + 0,85" 1,73+ 1,29% 0,66 +0,78* 2,86 +0,88" 0,20 + 0,40*
Spark 2,34 +0,39% 2,18 £1,03* 1,86 +£0,93%¢  164+093*  298+057"%¢  248+0,79"® 1,50 + 0,65"® 1,27 £ 0,65* 0,48 +£0,59* 3,02 £0,70* 0,25+0,67*
SP665 2,32 +0,48% 2,52 +0,89% 2,27+1,19% 1,23 +0,63* 3,18 + 0,618 2,66 + 0,828 1,66 + 0,898 1,61 +1,24* 0,61+0,71% 3,07 +0,64* 0,11+0,31*
EC1118 2,36 +0,47% 1,91 + 0,898 1,34 +0,75°P 1,64 +0,88" 2,77 + 0,465 2,39 + 0,82 1,25 +0,75° 1,43 +0,82% 0,75 +0,84* 2,75 +0,51* 0,23 +0,43*

Aspecto gustativo

Intensidade de Dogura Corpo em boca Fineza de Acidez Amargor Gosto Persisténciaem  Qualidade global
Paladar paladar indesejaveis boca

Vinho Base 2,91+0,74* 1,00 + 0,59* 2,36 +0,60° 3,23+0,52% 3,14 +0,60* 0,50 + 0,45* 0,09 +0,20* 2,68 + 1,06° 84,64 + 2,98"8
VL3 3,07+0,76% 1,27 +0,88% 2,75 + 0,698 2,75 +0,92°8 2,80 +0,55* 0,59 +0,78* 0,32 +0,89" 2,98 +0,66"° 83,91 + 3,94"8
X5 3,11+0,60* 1,14+0,77% 2,75 +0,72°8 2,95 +0,77°8 2,93+0,68" 0,45 + 0,86" 0,41+0,88" 3,25 +0,65" 84,18 + 3,50"®
X16 3,14 +0,54* 1,25+1,13* 2,95 +0,51* 2,91+0,81% 2,95 +0,55* 0,68 + 0,66 0,41 +0,59* 3,27+0,53* 84,14 + 4,26"®
Delta 2,98 +0,48% 1,14 +0,73* 2,59 +0,70%8 2,61 +0,58° 3,02+0,61% 0,91+0,77% 0,34 +0,50* 2,82 +0,50%8 82,32 +2,95°
PDM 3,00+0,53* 1,18 +0,82% 2,730,598 2,73 +0,75"° 2,98 £ 0,59% 0,80 +£0,78* 0,50 + 0,69° 3,09 +0,72°° 82,32 +4,27°
Spark 3,07 +0,42" 1,05+0,82% 2,70 +0,48"® 2,75+0,69"° 2,75+0,72* 0,66 + 0,68" 0,43 +0,62" 2,91+0,78"® 83,68 + 4,40"°
SP665 3,07 +0,54* 1,25+ 0,874 2,80 + 0,598 2,91+ 0,65 2,98 +0,59* 0,73 +0,74* 0,18 +0,39* 3,09 + 0,598 85,14 + 2,95
EC1118 2,91 +0,50% 1,07 +0,56* 2,64 +0,47°8 2,73 +0,53% 2,75 +0,43% 0,93 +0,68* 0,43 +0,73* 2,86 +0,47°8 83,36 + 3,61"®

* Médias seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Variacdo significativa foi observada nas caracteristicas de espuma entre os espumantes
elaborados com as oito leveduras comerciais. O espumante obtido com a levedura VL3
apresentou a menor nota para intensidade de espuma e a segunda menor para qualidade de
espuma. Por outro lado, a levedura SP665 proporcionou as melhores caracteristicas
considerando os trés parametros relacionados a espuma (Tabela 5). As caracteristicas de
espuma estdo intimamente relacionadas ao vinho base e a levedura empregada na segunda
fermentacdo, ja que sdo afetadas pela liberacdo de compostos tenso-ativos durante o
metabolismo e, principalmente, o processo autolitico como peptidios, glucanos e mananos
(SARACCO e GOZZELINO, 1995; LEPE e LEAL, 2004; ALEXANDRE e GUILLOUX-
BENATIER, 2006; BLANCO-GOMIS et al., 2009). Neste sentido € importante observar que
0s espumantes elaborados com a levedura SP665 exibiram a segunda maior nota para
intensidade de levedura (Tabela 5).

Quanto as caracteristicas aromaticas, 0os espumantes exibiram uma tendéncia geral de
reducdo na intensidade de frutado, floral e vegetal, e aumento significativo na intensidade de
levedura, em relacdo ao vinho base. A diminuicdo dos aromas de frutas e flores coincide com
a reducdo da concentracdo de esteres (Tabela 4) nos espumantes. Esta relagcdo tem sido
constatada em diversos trabalhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; RIU-AUMATELL et
al., 2006; TORRENS et al., 2010) e tem sido associada a lenta hidrolise dos ésteres durante o
periodo de maturacdo de vinhos e espumantes (FERREIRA et al., 1995). Por outro lado, o
aumento na intensidade de levedura é decorrente do longo contato com a borra pos-
fermentacdo durante o qual ocorrem autofagia e autdlise de leveduras com liberacdo de
constituintes celulares com caracteristicas aromaticas préprias (SARACCO e GOZZELINO,
1995; LEPE e LEAL, 2004; ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER, 2006).

Assim como para as caracteristicas aromaticas, poucas variagdes foram detectadas
entre as caracteristicas gustativas. As tendéncias mais relevantes, apesar de ndo significativas,
foram aumento geral do corpo em boca, intensidade de paladar, dogura e persisténcia em
boca, e reducdo da acidez e aumento de amargor nos espumantes em relacdo ao vinho base
(Tabela 5). O aumento do corpo, intensidade, dogura e persisténcia podem ser associadas a
liberacdo de peptidios, manoproteinas e glucanos por autofagia/autélise das leveduras
(ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER, 2006; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Quanto as notas finais da qualidade global (de 1 a 100 pontos), destacou-se com a
maior nota a levedura SP665 com 85,14 pontos, sendo as menores notas das leveduras Delta e
PDM com 82,32 pontos.
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Para obter uma visdo global das caracteristicas organolépticas dos espumantes obtidos
com as oito leveduras comerciais avaliadas, os resultados médios foram submetidos a analise
multivariada de componentes principais. Conforme pode ser observado na Figura 8, a analise
permitiu a separacdo dos espumantes em trés grupos. O Grupo 1 é composto pelos
espumantes obtidos com as leveduras X5, X16 e SP665. Estes espumantes apresentaram
valores elevados de intensidade de efervescéncia e qualidade de espuma, associados com
importante intensidade de aroma e intensidade de frutado. Em termos de caracteristicas
gustativas, as leveduras X5, X16 e SP665 apresentaram valores elevados de intensidade de
paladar, docura, corpo em boca, acidez e persisténcia em boca. Em conjunto estas
caracteristicas contribuiram para que os espumantes obtidos com estas leveduras recebessem

0s maiores valores de qualidade global.
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Figura 8 - Analise de componentes principais com base nas caracteristicas organolépticas de
espumantes obtidos com oito cepas de leveduras. Os dois primeiros componentes acumulam
64,74% da variancia.
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A comparacdo dos agrupamentos obtidos pela analise multivariada dos componentes
aromaticos (Figura 7) e das caracteristicas organolépticas (Figura 8) ndo permite observar
uma relacdo evidente. Entretanto, as leveduras X5 e X16, agrupadas pelas suas caracteristicas
organolépticas apresentam altas concentragcfes de acetato de isoamila, hexanoato de etila, e
baixas concentragdes de dietil succinato e 2-feniletanol, quando comparadas com as outras
leveduras avaliadas. Por sua vez, os espumantes obtidos com a levedura SP665, pertencente
ao mesmo grupo organoléptico, possuem alta concentracdo de 3-metil-1-butanol associada
com baixa concentracdo de ésteres etilicos de &cidos graxos e 2-fenil etanol.

Os espumantes obtidos com as leveduras Delta e PDM (Grupo 3) apresentaram 0s
menores notas de qualidade global (Tabela 5), enquanto os espumantes das leveduras VL3,
Spark e EC118 exibiram notas baixas para intensidade de aroma, frutado, floral e de levedura,
assim como Vvarias caracteristicas gustativas. Com base nos resultados, de um modo geral, as
leveduras dos grupos 2 e 3 podem ser consideradas leveduras mais neutras, enquanto as
leveduras do grupo 1 apresentam maior contribuicdo aromatica, gustativa e qualidade global,

justificada até certo ponto, pela analise cromatografica dos componentes volateis.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

(1) Tanto leveduras descritas como S. cerevisiae rf. bayanus quanto aquelas descritas
como S. cerevisiae apresentaram potencial para elaboracdo de vinhos espumantes,
completando a segunda fermentacdo de forma adequada.

(2) Poucas variagdes foram encontradas entre os vinhos espumantes obtidos com as
oito leveduras avaliadas quanto as andlises bésicas. Porém, os espumantes diferiram
significativamente do vinho base.

(3) De um modo geral, os vinhos espumantes comparados ao vinho base, apresentaram
maior concentracdo de 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, dietil succinato e dodecanoato
de etila, e reducéo nas concentracdes de 3-metil-1-butanol, acetato de isoamila, hexanoato de
etila, cis-3-hexen-1-ol, trans-3-hexen-1-ol, decanoato de etila, acetato de feniletila e acidos
graxos.

(4) Quanto as caracteristicas aromaticas, os espumantes em relacdo ao vinho base,
exibiram uma tendéncia geral de reducdo na intensidade de frutado, floral e vegetal, e
aumento significativo na intensidade de levedura.

(5) Os espumantes obtidos com a levedura X5 apresentaram as maiores concentragfes
de butanoato de etila, acetato de isoamila e hexanoato de etila, compostos responsaveis pelos
aromas frutados (péra, banana, maca), fato que justifica as suas altas notas de intensidade de
aroma, frutado, floral e fineza aromatica.

(6) A levedura SP665 proporcionou as melhores caracteristicas considerando 0s trés
pardmetros relacionados & espuma, além de intensidade e fineza de aromas e caracteristicas
gustativas favoraveis.

(7) Quanto a qualidade global dos espumantes destacaram-se com as maiores notas as
leveduras SP665, X5 e X16.

(8) A elevada variabilidade detectada entre leveduras confirma a necessidade de testes
especificos de leveduras visando a obtencdo de vinhos espumantes com caracteristicas

organolépticas particulares.
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ANEXOS

ANEXO | - FICHA DESCRITIVA PARA VINHOS ESPUMANTES

FICHA DESCRITIVA PARA VINHOS ESPUMANTES

DEGUSTADOR:

NUMERO DA AMOSTRA:

AVALIAR (com nota de 0 a 5) A INTENSIDADE PERCEBIDA

nulo/pouco intenso

ESCALA DE INTENSIDADE DE PERCEPGAO (0 A 5)
1,5 2 2,5 3 3.0 4

4,5 5

bastante intenso

Caracteristicas

VISUAL

Intensidade de cor|

Intensidade de efervescéncia

Quantidade de espuma

Tamanho de borbulha

OLFATIVO

Intensidade total de aroma

Intensidade de frutado

Intensidade de floral

astado

Intensidade de levedt

Intensidade de vegetalherbaceo

Fineza/Nitidez de aroma

Odor indesejavel

PALADAR

Intensidade de paladar

Dagura

Estrutura/corpo

Fineza/Nitidez

Acidez

Amargor

Gosto indesejavel|

Persisténcia

QUALIDADE GERAL (Escala de 0a100)

espessura do colar

5 — borbulhas grandes

citrico, abacaxi, maca

flores brancas, jasmim...

péo tostado, levedo

5 — significa grande fineza

0 - significa bastante aguado: 5 — sabor marcante

S - significa grande fineza

Qutras observages:

Elaboracdo: ZANUS, 2012
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