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RESUMO

A Serra Gaulcha apresenta uma excelente aptiddo enoldgica para produzir vinhos
espumantes de qualidade. Na producdo de espumantes, o vinho base passa por uma
segunda fermentacdo para tomada de espuma, durante a qual ocorre a producéo de gas
carbbnico e etanol, assim como diversas transformacfes bioldgicas e quimicas que
influenciam as caracteristicas organolépticas do produto final. Apds a segunda
fermentacgdo, 0s espumantes maturam em contato com as borras (sur lie) por periodos
variados durante o qual ocorre autofagia/autélise das leveduras. Neste trabalho foram
avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas e compostos volateis ao longo da segunda
fermentacdo e maturacdo de espumantes, assim como a dindmica da populacdo de
leveduras e expressdo de genes relacionados ao processo autofagico/autolitico. Para
tanto foram conduzidas segundas fermentac@es pelo método tradicional com vinho base
elaborado com as variedades Pinot Noir, Chardonnay e Riesling Italico e levedura S.
cerevisiae EC1118. As amostras foram coletadas nos tempos 0, 7, 15, 30, 60, 90, 135,
180, 270 e 360 dias de fermentacdo, e avaliadas quanto as caracteristicas fisico-
quimicas bésicas, compostos volateis (27 compostos), populacdo de leveduras,
concentracdo de compostos fendlicos e proteinas/peptideos. A expressdo de genes
relacionados com autofagia foi determinada por QRT-PCR durante a segunda
fermentacdo e inicio de maturacao. Os resultados mostraram que a segunda fermentacéo
de espumantes apresenta uma fase inicial de adaptacdo de 7 dias seguida por importante
incremento do teor alcodlico até os 30 dias. Durante a fermentagcdo e maturagcdo ocorre
reducdo da acidez total e leve aumento da acidez volatil que refletem no aumento do pH
no produto final. Da mesma forma, foi observada variacao significativa na concentragdo
de distintos compostos arométicos ao longo da segunda fermentacdo e maturacdo de
espumantes, com reducdo de ésteres especialmente a partir dos 90 dias. Analise
multivariada mostrou que o espumante apresenta mudancas importantes durante a
segunda fermentacdo. Apos 270 dias de maturacdo observou-se reducao no conteddo de
propanol 1, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, octanoato de etila, 4cido decandico e
acido dodecanoico, e aumento de dietil succinato, dodecanoato de etila e feniletanol.
Aumento da concentracdo de compostos fendlicos durante a maturacéo foi constatado,
podendo interferir na cor do produto final. A populacdo de leveduras (UFC/ml) exibiu
importante aumento durante o periodo fermentativo com reducdo abrupta (~80%) nos
30 dias seguintes. Por outro lado, o nimero de células se mantem constante dos 30 aos
90 dias, com reducdo posterior indicativa de autélise. A reducdo no ndmero de células
integras foi acompanhada por aumento na concentracdo de proteinas/peptideos no
vinho, com estabilizacéo a partir dos 270 dias. A avaliacdo da expressdo de um conjunto
de genes relacionados com a autofagia indica que tanto a micro quanto a
macroautofagia sdo induzidas ainda na fase fermentativa com aumento da
macroautofagia sobre o final da segunda fermentacdo, acompanhando a reducdo de
viabilidade.

Palavras chave: espumantes, segunda fermentacdo, compostos aromaticos,
autofagia/autolise.

Vi



ABSTRACT

The Serra Gaucha region shows an excellent oenological aptitude for the production of
high quality wines and sparkling wines. Sparkling wines process involves a second
fermentation with gas and ethanol production, and several biological and chemical
transformations that influence the organoleptic properties of the final product. After the
second fermentation sparkling wines mature in contact with the lees (sur lie) for long
periods during which yeasts autophagy/autolysis occurs. In this work we evaluate the
physic-chemical characteristics and volatile compounds during the second fermentation
and maturation of sparkling wines, as well as the dynamics of yeast population and the
expression of autophagic/autolytic related genes. For this purpose second fermentations
were conducted by the traditional method using a base wine elaborated with Pinot Noir,
Chardonnay and Riesling Italic and the S. cerevisiae EC1118 commercial strain.
Samples were collected at 0, 7, 15, 30, 60, 90, 135, 180, 270 and 360 days of
fermentation, and evaluated with respect to the basic physic-chemical characteristics,
volatile compounds (27 compounds), yeast population, and the concentration of
phenolic compounds and protein/peptides. The expression of autophagy/autolysis
related genes during the second fermentation and the beginning of maturation was
determined by gRT-PCR. The results showed that the second fermentation involved an
initial adaptation period of 7 days followed by an important increment in the alcoholic
concentration during 30 days. During the fermentation and maturation it was observed a
reduction in total acidity and a small increase of volatile acidity that led to a pH increase
in the final product. A significant variation in several volatile compounds was detected
during second fermentation and maturation of sparkling wines, with a reduction in
esters after 90 days. Multivariate analysis showed that sparkling wines suffer important
modifications during second fermentation. After 270 days of maturation sparkling wines
exhibited a reduction in the concentration of 1-propanol, 2-methyl-1-buthanol, 3-
methyl-1-buthanol, ethyl octanoate, decanoic acid, and dodecanoic acid, and an increase
in the concentration of diethyl succinate, ethyl dodecanoate and phenylethanol. Increase
in the concentration of phenolic compounds during maturation, can affect wine color.
Yeast population (UFC/mL) exhibited an important increase during the fermentation
period followed by a drastic reduction (~80%) in the next 30 days. However, the total
number of cells remained constant between 30 and 90 days, a rapidly decrease after this
period indicating yeast autolysis. The reduction of yeast cells was accompanied by an
increase in the concentration of proteins/peptides in wine, which stabilized at 270 days.
The evaluation of expression of a group of genes related with the autophagic process
indicated that both micro and macroautophagy are induced during the second
fermentation with an increase of macroautophagy at the end of the fermentation period,
accompanying the decrease in yeast viability.

Key-words:  sparkling wine, second fermentation, volatile compounds,
autophagy/autolysis.
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1. INTRODUCAO

O espumante é o produto obtido pela segunda fermentacdo de vinhos finos, o
qual é considerado perfeito para todas as ocasifes de comemoracdo, assim como um
excelente presente. O Brasil é considerado um pais ainda jovem no setor de elaboracdo
de espumantes, mas esta alcancando o reconhecimento internacional pela sua qualidade.
Atualmente, sdo produzidos mais de 11 milhdes de litros de vinho espumante natural
(UVIBRA, 2012). Embora a producéo de vinhos espumantes seja menor que de vinhos
tranquilos, o impacto econémico deste produto é muito importante devido ao alto valor
agregado (Torresi et al, 2011).

A qualidade do espumante esta ligada principalmente pela composicdo de
substancias volateis e ndo-volateis que resulta no seu aroma e sabor. Esses compostos
sdo origindrios da uva, da fermentacdo pelas leveduras, reagdes quimicas espontaneas e
pela autofagia e autdlise das leveduras que ocorrem durante 0 processamento e
maturacdo ou envelhecimento.

No caso particular de espumantes, as leveduras contribuem para as
caracteristicas organolépticas e estabilidade quimica do produto final, através da sua
autolise iniciando o processo na tomada de espuma ou segunda fermentacdo e
particularmente maturagdo. Entretanto, a autdlise em condi¢cBes enoldgicas é um
processo lento que requer longos periodos de envelhecimento, incrementando de forma
importante o custo final dos espumantes. Em termos tecnolégicos, algumas alternativas

tém sido criadas visando solucionar o problema e encurtar 0s periodos de



envelhecimento: adi¢cdo de autolizados de leveduras no vinho e envelhecimento a
temperaturas superiores. Entretanto, ambas alternativas causam modificagdes
indesejaveis nas caracteristicas organolépticas. A compreensdo, controle e aceleracdo do
processo de autolise pode beneficiar de forma significativa a qualidade de espumantes,
com concomitante redugdo de custos e riscos advindos de longos periodos (12 a 24
meses) de envelhecimento.

O complexo sistema que controla e executa a cascata de eventos envolvidos na
autofagia e autélise vem sendo estudado e diversos genes tém sido implicados, seja nos
processos de transferéncia citoplasma-vactolo, degradacdo em nivel vacuolar,
degradacdo em nivel de proteossomos, entre outros. Apesar de todos 0s conhecimentos
gendmicos, fisiologicos e metabodlicos acumulados nas Gltimas décadas, pouco se
conhece sobre o comportamento metabdlico de Saccharomyces cerevisiae sob as
condigdes particulares impostas pela segunda fermentacdo ou tomadas de espuma na
producdo de espumantes. Isso é particularmente verdadeiro no que diz respeito a
expressdo génica durante a fermentacdo e as alteragdes que ocorrem no periodo
subsequente de inanicdo, morte celular e autolise.

Neste contexto, o presente trabalho visou estudar a evolucdo de caracteristicas
basicas, compostos aromaticos e compostos fenolicos, assim como a viabilidade de
leveduras, liberacdo de proteinas e expressao de genes relacionados a autofagia durante
a segunda fermentacdo e maturagdo de espumantes pelo método tradicional

(Champenoise).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Vinho Espumante

De todos os grandes vinhos atuais do mundo, apenas um é popularmente
atribuido a um inventor, trata-se do “champanhe”, considerando-se seu responsavel dom
Pierre Pérignon (1638-1715), monge beneditino e tesoureiro da abadia de Hautviller
(Johnson, 1999). Segundo consta, foi ideia do monge a utilizacdo de rolhas de corti¢a no
lugar de tampas de madeira, bem como os cortes dos vinhos bases na elaboracdo de
espumantes (Rizzon et al., 2000).

Segundo Tonietto (2007) foi no segundo decénio do século passado que o Brasil
iniciou a producdo de espumante, na regido Sul do pais no Estado do Rio Grande do
Sul, regido hoje conhecida como Serra Gatcha no municipio de Garibaldi.

A regido da Serra Galcha possui um clima viticola que, seguidamente
questionado quanto a sua aptiddo, € um fator chave da adaptacéo e da qualidade obtida
nas uvas utilizadas para a elaboracdo do vinho-base que se destina a segunda
fermentacdo para o espumante fino (Tonietto, 2007). As cultivares mais utilizadas para a
elaboracdo de vinhos espumantes sdo Riesling Italico e Chardonnay, entre as uvas
brancas, e Pinot Noir, entre as tintas. Alem dessas, sdo utilizadas também as cultivares
brancas Sémillon e Trebbiano, e em casos mais especificos, a Cabernet Franc, vinificada

em branco (Rizzon et al., 2000).



2.2 Elaboracéo de Vinho Espumantes

Espumante ou espumante natural é o vinho cujo anidrido carbonico 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 e com teor alcoolico de 10%
a 13% em volume (Brasil, 2004).

A elaboracdo de um vinho espumante produzido pelo método tradicional
envolve o enchimento da garrafa com vinho base, derivado da fermentacdo de um
mosto de uvas produzidas pela tradicional tecnologia de vinhos brancos.

O vinho base deve apresentar caracteristicas tipicas como cor palida, aroma
frutado, baixo nivel de acucar residual, moderado teor de alcool, baixa acidez volatil e
ter realizado a estabilizacdo tartarica (Torresi et al., 2011). Antes do engarrafamento, o
vinho também pode ser filtrado (Ribéreau-Gayon et al., 2006).  Na composicdo 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 espumante personalidade propria. Assim por
exemplo, a Riesling Italica aporta aromas de frutas citricas frescas e alguma acidez. A
Chardonnay aporta na mescla com seus aromas de macd 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 vinificada em branco, colhida
precocemente, apresenta excelente acidez e aromas frutais delicados, com toques de
especiarias, aléem de conferir mais corpo e estrutura ao espumante. A degustacdo é a
principal ferramenta neste processo (Azevedo et al., 2006).

No engarrafamento, o licor de tirage é adicionado para a segunda fermentacao,

podendo ser adicionado no tanque de vinho base ou em cada garrafa individualmente



durante o processo de engarrafamento (Ribéreau-Gayon et al. 2006). Este licor consiste
na adicdo de uma biomassa de levedura selecionada, sacarose e um coadjuvante de
tirage (Flanzy, 2000). Estima-se que 4,00 a 4,30 g/L de sacarose € necessaria para
produzir uma atmosfera de didxido de carbono (CO2). O teor de CO; final desejado em
um vinho espumante € cerca 6 atmosferas a 20°C. Além disso, pequenas quantidades de
bentonite e didxido de enxofre (SO2) sdo adicionados como coadjuvantes de tirage para
simplificar o procedimento de remuage, remocao das borras e também para prevenir os
danos de oxidacdo e degradacdo bioldgica (Torresi et al., 2011).

As leveduras selecionadas utilizadas no licor de tirage sdo da espécie
Saccharomyces cerevisiae (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Estas leveduras devem ser
particularmente ativas para desenvolver-se em meio hostil que representa o vinho base
(aprox.10% volume de etanol, pH de 3,4 a 3,7, temperatura de 12 a 16°C, SO livre na
ordem de 10 mg/L) (Torresi et al., 2011). No entanto, em um meio contendo etanol, por
exemplo, quando é necessario iniciar uma fermentacdo as leveduras deverdo ser
reativadas antes de sua utilizacdo preparando o que é chamado de pé de cuba (Flanzy.
2000).

O pé de cuba é a mistura de ingredientes como levedura, vinho, sacarose e agua
(a agua serve de auxiliar tecnologico com a finalidade de evitar que o grau alcodlico se
eleve durante a propagacao). Ele pode ser preparado em um processo descontinuo para
sua utilizacdo durante varios dias ou em propagar a levedura em processo continuo
preparando cada dia a proporc¢do que sera utilizada. Para obter-se um pé de cuba de boa
qualidade é necessario fornecer regularmente oxigénio e uma fonte de nitrogénio na
forma de fosfato de aménio na razéo de 400 a 800 mg/L. Para serem eficazes e ativas na
tomada de espuma, as leveduras devem encontrar-se em atividade de fermentacdo mais

do que de respiracdo (Flanzy, 2000). E aconselhavel que a populacéo inicial seja de 1,5



x 10° células/mL, abaixo dessa quantidade a fermentagdo é mais lenta e podera
permanecer aglcar residual ndo fermentado, enquanto que acima dessa populagdo a
fermentagdo é mais rapida, porém algumas cepas de leveduras podem produzir aromas
desagradaveis (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Segundo Lepe & Leal (2004), as cepas
selecionadas para a “tomada de espuma” ou “segunda fermentagdo” em garrafa devem
ter uma série de caracteristicas adicionais as exigidas para a primeira fermentacéo: (i)
producdo de etanol em meio alcodlico; (ii) minima producdo de acidez volatil; (iii)
regularidade na velocidade de fermentacédo; (iv) tolerancia a baixas temperaturas; (iv)
boa formacdo de espuma; (v) boa capacidade de aglomeracéo e floculagéo; (vi) correto
metabolismo de compostos nitrogenados e sulfurados; (vii) boa capacidade de autofagia
e autdlise apds o término da fermentacdo e (viii) baixa aderéncia ao vidro.

Depois do engarrafamento do vinho base, levedura e do licor de tirage, é
inserido o bidule que é um copo de polietileno vazio geralmente @ 17mm e 14 mm de
altura. O bidule previne o escape de gas carbdnico, além de facilitar o dégorgement,
pois as borras sdo depositadas no seu espago vazio. ApoOs a inser¢do do bidule, €
colocada sobre a garrafa uma tampa coroa. Essas tampas sdo projetadas para os vinhos
espumantes e geralmente sdo de ago inoxidavel, aco ou aluminio revestido (Torresi et
al., 2011).

As garrafas sdo armazenadas na horizontal em caixas ou pilhas, intercaladas com
ripas de madeira para firmar as camadas. E importante que as garrafas permanecam na
horizontal para que forme um ambiente hermético durante a segunda fermentagdo ou
tomada de espuma e para fornecer maior contato do vinho com as borras. A tomada de
espuma tem a duracdo de aproximadamente um més em temperatura constante e apds
este periodo as garrafas sdo armazenadas a baixa temperatura (Ribéreau-Gayon et al.,

2006).



O principal risco durante o armazenamento, especialmente se as garrafas estdo
expostas a luz, é o desenvolvimento de odores indesejaveis. Esses odores sdo devidos as
reducbes da formacgdo de grupos tiol por via fotoquimica a partir de aminoacidos
sulfurados naturalmente presentes no vinho espumante (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Segundo Alexandre & Guilloux (2006) apds a segunda fermentagdo o espumante
é envelhecido de nove meses até trés anos sobre as borras de leveduras, e Barcenilla et
al. (2003) acrescenta que este periodo de envelhecimento é necessario para desenvolver
nestes vinhos os aromas e paladar caracteristicos que sdo o resultado da aut6lise das
leveduras e a liberacdo concomitante de componentes de células e quebra de seus
produtos

Sabe-se que a autolise de leveduras durante a producdo de espumantes € um
processo irreversivel que envolve diversos mecanismos, entre 0s quais microautofagia,
macroautofagia e autolise propriamente dita (Alexandre & Guilloux 2006).

Cebollero et al. (2005), utilizando mutantes deficientes no sistema de autofagia
mostraram que este processo pode ter papel importante na liberacdo de componentes
durante o envelhecimento de espumantes. Considerando os estudos morfologicos e a
liberacdo de componentes ao longo do processo de envelhecimento, pode-se supor um
primeiro momento no qual ocorre autofagia (logo apos a segunda fermentacéao), seguido
por um processo de autélise que envolve a liberacdo do contetido dos autofagossomos
no citoplasma e a sintese e liberacdo de novas enzimas hidroliticas (proteases e
glucanases).

Apos o periodo de envelhecimento, ocorre a etapa de remuage que consiste na
transicdo gradativa do sedimento da levedura no gargalo da garrafa (Ribéreau-Gayon et
al., 2006). Este processo originalmente foi realizado com garrafas colocadas em

pupiteres sendo girados manualmente em 1/8 de volta por 15 dias e aumentando



gradativamente a inclinacdo até permanecerem perpendiculares ao chdo (gargalo para
baixo). Atualmente, este método tem sido substituido por sistemas automatizados que
podem mover todas as garrafas simultaneamente (Torresi et al., 2011). Segundo
Ribéreau-Gayon et al. (2006) esta operagdo pode durar de 3 (trés) semanas a um més,
dependendo do tipo de vinho, de sua estrutura coloidal, do tipo de levedura e de sua
capacidade de formar grumo.

Segundo Torresi et al. (2011) quando as borras estdo completamente no gargalo
da garrafa e o vinho espumante esta totalmente claro as garrafas ja estdo prontas para a
remocdo dos sedimentos. A etapa final na elaboracdo de espumante consiste na
eliminacdo das borras conhecido como dégorgement. O vinho espumante é refrigerado
de 4-10 °C, a fim de evitar a fuga de CO; e o gargalo da garrafa é mergulhado em uma
solucdo contendo etanol, cloreto de célcio ou glicol, de modo que as borras fiquem
presas no bidule. Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2006) o congelamento ocorre cerca
de 2 cm de vinho acima da tampa. Apds o congelamento dos sedimentos as garrafas séo
colocadas na posicédo vertical (gargalo para cima) e a tampa é removida fazendo com
que a parte congelada seja expulsa devido a presséo interna. Em seguida, é adicionado a
garrafa um licor de dosagem ou expedicdo. O licor de expedi¢do pode ser um vinho
base, um mosto, uma solucdo contendo agucar, ou o préoprio espumante. O tipo e a
quantidade de licor de expedicdo adicionado irdo determinar a sua classificacdo final.
Segundo Brasil (1990) o teor maximo de agucares totais em g/L de glicose para cada

tipo de espumante segue na Tabela 1:



Tabela 1- Classificagdo dos espumantes quanto aos teores de agucares (g/L)

Tipo de Espumante Limite Minimo Limite Maximo
Extra-brut - 6
Brut 6 15
Seco 16 20
Meio doce ou demi-sec 21 60
Doce 61 -

O dioxido de enxofre também pode ser adicionado ao licor de expedicdo na
quantidade necessaria para eliminar qualquer oxigénio dissolvido e, pode ser
complementado com um antioxidante como &cido ascérbico (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Em seguida, as garrafas sdo arrolhadas com rolha de cortica e gaiola metalica
utilizada para a seguranca.

O principal fator de distingdo entre o vinho e o vinho espumante é a
efervescéncia, isto é devido ao CO; que origina as bolhas que sobem atraves do liquido.
A efervescéncia representa um critério de qualidade fundamental, pois também se
comporta como um transportador de aromas, porque contém bolhas de CO», bem como
alguns compostos aromaticos. Quando a garrafa é aberta, o0 CO> é rapidamente lancado
como consequéncia da diferenca de pressdo entre a garrada e o ambiente. Quando o
espumante é servido sobre o vidro, 0 CO. da origem ao perlage que sdo correntes de gas

que sobem através do liquido e espuma (Torresi et al., 2011).

2.3 Leveduras: Saccharomyces cerevisiae

Em 1863, Louis Pasteur revelou pela primeira vez 0 mundo oculto da atividade
microbiana durante a fermentacdo do vinho. Ele provou conclusivamente que a levedura

é o principal catalisador na fermentacdo do vinho, baseando seu trabalho apds a



primeira observacdo microscépica de Antonie Van Leewenhoek’s (1680) de células de
leveduras e as reinvindicagbes por outros trés pioneiros independentes, Cagniard-
Latour, Kutzing e Schawann (1830) que essas células eram organismos vivos (Barnett,
1998). Com o conhecimento de que a levedura era a responsavel pela biotransformacéo
de acucares da uva (principalmente glicose e frutose) em etanol e didxido de carbono,
os elaboradores de vinhos puderam controlar o processo desde a vinha até o
engarrafamento. Mais tarde, as leveduras com caracteristicas melhoradas foram
selecionadas e, em 1890, Muller-Thurgau da Gesenheim (Alemanha) introduziu o
conceito de inoculacéo de culturas puras nas fermentagdes (Pretorius, 2000).

Segundo Kurtzamn et al. (1998b) as leveduras sdo definidas como fungos
unicelulares (Ascomicetos ou Basidiomicetos) e se reproduzem por brotamento ou
fissdo. Atualmente sdo reconhecidos taxonomicamente 100 géneros com mais de 700
espécies, dos quais aproximadamente 20 sdo relevantes para a vinificagdo. Embora
muitos desses géneros e espécies de leveduras sejam encontrados no mosto de
fermentacdo, o género Saccharomyces, e principalmente a espécie S. cerevisiae, é a
principal responsavel pela fermentacdo alcoolica (Querol et al., 2003).

AS. cerevisiae € uma levedura aerobia facultativa capaz de realizar os processos
fermentativo e respiratorio. Os processos de fermentacdo e respiracdo sdo regulados
principalmente por fatores ambientais, sendo essencialmente pela disponibilidade de
glicose e oxigénio (Ehsani, 2009).

Durante a fermentacdo S. cerevisiae produz uma vasta gama de metabolitos tanto
no metabolismo aerdbio e como anaerobio, num total de aproximadamente 600 a 800
compostos. A formacdo desses componentes depende do equilibrio metabolico global,
que pode ser influenciado pelas caracteristicas genéticas da levedura, pela composi¢édo

do mosto e muitos fatores ambientais. Consequentemente, os teores dos compostos
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metabolicos, incluindo aqueles que determinam caracteristicas organolépticas, séo
altamente variaveis de um processo de elaboracdo para outro (Ehsani, 2009).

Devido as condigdes de estresse impostas durante a segunda fermentacdo de
espumantes (elevado teor alcoolico, limitacdo de nutrientes, aumento de pressdo, entre
outros), as leveduras utilizadas neste processo devem possuir caracteristicas peculiares,
de tal forma que cepas especialmente selecionadas sdo adicionadas prévio ao
engarrafamento (Torresi et al. 2001).

Segundo seu fabricante Lalvin, a levedura S. cerevisiae var. bayanus EC 1118 foi
isolada em Champagne e seu uso € validado pelo Comité Interprofissionnel du Vin
Champagne (CIVC). Essa estirpe é excelente para ser utilizada numa vasta variedade de
aplicacdes, como vinhos espumantes, vinhos e sidras de frutas, pois possuem: (i) alto
fator competitivo, (ii) toleram altas concentragdes de etanol (acima de 18%), (iii) curta
fase lag, (iv) taxa de fermentacao rapida em uma ampla faixa de pH, (v) flexibilidade de
temperatura de fermentacéo (ideal entre 15 a 25 °C), (vi) baixa exigéncia de nitrogénio
assimilavel, (vii) baixa exigéncia de O, (especialmente em baixas temperaturas), (Vvii)
baixa a média producdo de acidez volatil, (viii) producdo media de SO, (ix) baixa
producéo de H2S e (x) baixa formacéo de espuma

(http://www.lalvinyeast.com/images/library/EC1118 Yeast.pdf, (Acesso: 07 de

outubro).

2.4 Fermentacao alcoolica do vinho e as biotransformacdes associadas
As leveduras, dependendo das condicBes aerdbicas e outros fatores, podem
degradar os agUcares utilizando quatro vias metabolicas: (i) a respiracdo, (ii) a
fermentacgdo alcodlica, (iii) a fermentacdo glicero-pirtvica, e/ou (iv) a via das pentoses

fosfato (Ribéreau-Gayon et al., 2006). As trés primeiras vias iniciam-se através de um
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conjunto de reagdes denominadas de glicdlise. Segundo Nelson & Cox (2002), a

glicolise ocorre no citosol e leva a formacédo de piruvato com a geragdo de ATP:

CeH1206 + 2 ADP + 2NAD" + 2 Pi > 2 C3H403 + 2 ATP + 2 NADH + 2H" + 2 H,0

A via glicolitica, resumidamente, inicia por uma fosforilacdo da glicose em
glicose-6-fosfato, a isomerizacdo desta para frutose-6-fosfato e uma segunda
fosforilagdo formando frutose 1,6-bifosfato. Estas trés reacfes sdo catalisadas pelas
enzimas hexoquinases, fosfoglicose isomerase e pela fosfofructoquinase,
respectivamente (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Na sequéncia da glicolise, a frutose-1,6-bifosfato é clivada pela enzima aldose
formando gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato. A triose fosfoisomerase
garante o0 acumulo de gliceraldeido-3-fosfato o qual é oxidado a 1,3-bifosfoglicerato
com redugdo de NAD a NADH pela acdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. O
1,3-bifosfoglicerato é desfosforilado pela fosfoglicerato quinase gerando 3-
fosfoglicerato e ATP. A continuacdo a fosfoglicerato mutase e a enolase levam a
formacdo de 2-fosfoglicerato e fosfoenolpiruvato, o qual pela acéo da piruvato quinase €
desfosforilado em piruvato com geracdo de ATP (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Segundo Flanzy (2000) em condi¢des de anaerobiose, 0 piruvato é direcionado
para a producdo de etanol, durante a qual ocorre regeneragcdo de NAD™. O piruvato é
descarboxilado em acetaldeido pela enzima piruvato descarboxilase, em seguida, o
acetaldeido é reduzido a etanol por meio da enzima alcool desidrogenase. E nessa fase
que se produz uma molécula de NAD" seguindo a reacao:

piruvato + NADH + H" > etanol + CO2+ NAD"*
Assim sendo, 0 gas carbonico pode ser considerado o segundo principal produto

da fermentagdo alcodlica (Palacios et al., 2007). Além destes metabolitos, a levedura
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também produz, embora em baixa quantidade, glicerol, &lcoois superiores (&lcool
isoamilico ou 3-metil-1-butanol, n-propanol, 2-feniletanol, entre outros), aldeidos,
ésteres e acetatos, que podem ser bastante importantes na medida em que s&o compostos
quimicos responsaveis pelo aroma e que poderdo influenciar as propriedades
organolépticas das bebidas alcodlicas produzidas (Ward, 1991).

Além de energia e carbono, supridos pelo metabolismo de aglcares, a levedura
necessita de nitrogénio para a sintese de amino&cidos, bases nitrogenadas e outras
moléculas que contém nitrogénio. O teor desses componentes afeta a cinética de
fermentagdo, pois 0 mosto deficiente desse nutriente pode causar fermentagdes lentas e
paradas de fermentacdo. Dessa forma, varios aminoacidos passam por uma série de
biotransformacdes liberando alcoois superiores, aldeidos, ésteres e compostos que
contribuem para o aroma do vinho (Garde-Cerdan, 2011).

Os aminoacidos podem ser obtidos diretamente do mosto ou sintetizados pela
célula. A sintese de aminoacidos em leveduras processa-se de forma similar a outros
organismos, com papel essencial do glutamato e da glutamina. A NADP*-glutamato
desidrogenase € responsavel pela producdo de glutamato a partir da amoénia e a-
cetoglutarato, um intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Por outro lado, a
glutamina sintase produz glutamina utilizando glutamato e amonio. Reacfes de
transaminacdo com a participacdo de piridoxal fosfato como cofator possibilitam a
transferéncia do grupo amino do glutamato para um conjunto de intermediarios da
glicolise, do ciclo dos acidos tricarboxilicos e do ciclo das pentose fosfato gerando os
distintos aminoéacidos (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

Dependendo da disponibilidade de aminoacidos e am6nia no mosto, a levedura
passa a utilizar o “pool” de aminoacidos, exceto prolina, como fonte de nitrogénio para

a sintese de outros aminodcidos e outros compostos nitrogenados. Neste caso,
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aminotransferases ou transaminases transferem o grupamento amino dos aminoacidos
para o acido a-cetoglutérico gerando glutamato. Durante o processo de desaminacao séo
gerados &cidos cetbnicos que devem ser decarboxilados nos aldeidos correspondentes e
reduzidos a alcoois para serem excretados. Assim através de reagdes de Ehrlich (Figura

1) sdo formados diversos alcoois superiores (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

mn P

v 4
R €O, desaminacio R COy descarboxilagio R H redugio
Y — T — T )/,,.~\\\ R\/OH
NH, ‘' g 0 \ 0 \
o Hy €O, NADH  NAD
Aminoécido Acido ceténico Aldeido Alcool primario

Figura 1. Producao de alcoois superiores a partir de aminoacidos (Reacdo de Ehrlich).

Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2006) alguns &lcoois superiores, como 1-
butanol ndo séo derivados do catabolismo de aminoacidos e, que de acordo com dados
experimentais, a producdo de alcoois superiores ndo esta diretamente relacionada com a
concentra¢do de aminoacidos no mosto. Na Tabela 2 estéo citados os principais alcoois

superiores e seus aminoacidos percursores.

Tabela 2- Principais alcoois superiores/derivados e seus aminoacidos precursores
(adaptado de Lambrechts & Pretorius, 2000 e Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Alcool superior/derivados Aminoacido  Concentracéo Aroma

precursor em vinhos

(mg/L)

Alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) Leucina 80-300 Solvente
Alcool amilico (2-metil-2-butanol) Isoleucina 30-100 Solvente
Alcool isobutirico (2-metil-1-propanol) Valina 50-150 Alcoolico
Feniletanol Fenilalanina 10-100 Rosas
Tirosol Tirosina 20-50 Cera de Abelha
Triptofol Triptofano 0-1 --
Butirolactona acido glutamico 0-5 -
Metionol Metionina 0-5 Repolho cozido
1-Propanol Treonina 10-50 “Stupefying”
1-Butanol 1-10 Solvente
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Os élcoois superiores quando acetilados através da atividade esterastica das
proprias leveduras originam os ésteres. Eles sdo produzidos por uma reagdo enzimatica
dos derivados dos &cidos graxos da Coenzima A e os alcoois livres. A sintese dos ésteres
baseia-se principalmente pelas enzimas do tipo alcool acetil coenzima A (Flanzy, 2000).

Os ésteres representam o maior grupo de compostos com impacto organolépticos
produzidos durante a fermentacédo alcodlica conferindo um aroma agradavel. O frescor e
aroma frutado de vinhos jovens derivam, em grande parte, da presenca de uma mistura
de ésteres produzidos durante a fermentacdo como o acetato de isoamila que atribui o
aroma de banana ou acetato de feniletila que atribui o aroma de rosas (Lambrechts &
Pretorius 2000).

Os compostos volateis ou aromaticos dos vinhos espumantes, embora
representados por um numero elevado de compostos, somam apenas 1% da massa do
alcool, ou seja, de 0,8 g/L a 1,2 g/L. Além disso, apenas seis compostos representam
mais de 50% deste valor, dos quais cinco séo alcoois superiores (1-propanol, 2-metil-
propanol, 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol) e um éster (acetato de etila) (Crouzet,
2000).

Além da energia, carbono e nitrogénio, as leveduras necessitam de compostos de
enxofre para a sintese de alguns aminoacidos e outros componentes importantes da
estrutura e metabolismo. Esses compostos sdo geralmente volateis, muitos reativos e sdo
percebidos em baixas concentrac@es. A levedura pode metabolizar as fontes de enxofre
presentes no mosto (sulfatos, sulfito, enxofre elementar e aminoacidos sulfurados) e
podem produzir e liberar ao meio diferentes classes de compostos de enxofre
susceptiveis, como por exemplo, sulfitos, mercaptanos, tio ésteres e gas sulfidrico. O

sulfito é usualmente adicionado durante a producdo de vinhos brancos e tintos como
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agente antimicrobiano e antioxidante, sendo em parte metabolizados pela levedura. J& o
sulfato e aminodcidos estdo presentes na uva e consequentemente nos mostos (Flanzy,
2000).

Quimicamente, os fendis sdo compostos ciclicos de benzeno possuindo um ou
mais grupos de hidroxila ligados diretamente a estrutura do anel (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas que estdo
contidas nas cascas, sementes e polpa de uvas que sdo extraidas durante o processo de
vinificagdo, principalmente em vinhos tintos. Os tipos e concentragdes desses
compostos dependem de inimeros fatores: casta e a fase de maturacdo, do solo e das
condicdes climaticas, tipo de cultura da videira e do processo de vinificagdo (La Torre et
al., 2006), podendo estar presentes em niveis baixos em vinho brancos 0,2 g/L,
enguanto, em vinhos tintos atingem 1-2,5 g/L (Vifas et al. 2000). Esses compostos séo
um grande e complexo grupo de particular importancia para as caracteristicas de
qualidade, pois podem afetar a aparéncia, sabor, sensacdo na boca, aromas e
propriedades antimicrobianas e antioxidantes de vinhos (Lambrechts & Pretorius 2000).
Eles sdo responsaveis por grande parte das diferencas entre os vinhos brancos e vinhos

tintos (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

2.5 Processo de autofagia e autdlise de leveduras

Autofagia é um processo catabélico que permite a reciclagem de componentes
citoplasmaticos (incluindo as organelas) em componentes béasicos, oferecendo uma
alternativa eficiente na geracdo de bioenergia para novas sinteses. Em leveduras, a
principal funcdo da autofagia é o mecanismo de adaptacdo que permite a sobrevivéncia
na resposta as mudancas de disponibilidade de nutrientes no meio (Kundu & Thompson,

2005).
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Segundo Klionsky (2005) ha trés formas primarias de autofagia: mediada por
chaperonas, microautofagia e macroautofagia.

A autofagia mediada por chaperonas corresponde a uma resposta secundaria ao
estresse nutricional e a diferenca dos outros dois processos envolve a translocacéo direta
de proteinas alvo através da membrana lisossomal. Porém, esta forma de autofagia ndo
tem sido observada em leveduras (Massey et al., 2004).

A microautofagia, o processo menos conhecido, é utilizado para sequestrar
componentes citoplasmaticos por invaginacdo da membrana lisossomal/vacuolar. Esse
processo se caracteriza pela absorcdo de uma porcdo do citoplasma pela invaginagéo
direta da membrana vacuolar (Klionsky, 2005, Song & Kumar, 2012).

Na macroautofagia, o processo é iniciado com a formagdo de uma membrana
dupla em torno de uma porc¢éo do citoplasma, resultando na formacdo de uma estrutura
denominada autofagossoma. Apoés a conclusédo, a camada externa do autofagossoma se
funde com a membrana vacuolar e ocorre a formacdo de uma membrana simples,
chamado corpo autofagico. Este corpo entra no lumen vacuolar onde é reciclado em
componentes vacuolares hidrolases reutilizaveis. As proteinas envolvidas na micro e
macroautofagia sdo atualmente denominadas de proteinas Atg (Kiel, 2010), mas muitas
delas receberam previamente nomes como Apg, Aut ou Cvt.

Na macroautofagia, as vesiculas denominadas autofagossomos ndo derivam da
membrana lisossomal/vacuolar. A fusdo do autofagossomo com o lisossomo ou vacuolo
resulta na liberacdo de uma vesicula interna (corpo autofagico) no lume do
compartimento degradativo. A quebra da membrana vesicular leva a degradacdo dos
componentes no interior do autofagossomo permitindo assim a reciclagem de

aminoéacidos e outros mondmeros (Klionsky, 2005).
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Apesar de ser um processo dindmico, a autofagia e seus processos podem ser
separados em um conjunto de eventos diferentes/isolados: (1) inducéo, (2) selecéo e
empacotamento, (3) nucleacdo de vesiculas, (4) expansdo, (5) recuperacdo, (6)
direcionamento, ancoragem e fusdo da vesicula com o lisossomo/vactolo e (7) quebra
da vesicula no lume dos corpos Cvt como dos autofagossomos e o transporte e

reciclagem de macromoléculas (Figura 2).

Autofagia Induzida por
Inani¢do (ndo seletiva) Autofagia S:eletiva

Componentes Citoplasmaticos, Componente Especifico

organelas
Membranas Isolantes . /J—\ e 6
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Figura 2- Autofagia em leveduras. Na autofagia (ndo seletiva) induzida pela escassez
de nutrientes, as membranas isolantes envolvem principalmente componentes
citoplasmaticos e organelas para formar o autofagossoma. A membrana externa do
autofagossoma funde-se com a membrana vacuolar liberando o corpo autofégico, e
desintegra-se para permitir a degradacdo pelas enzimas hidrolases. Na autofagia
seletiva, especificos componentes (complexos de proteinas e organelas) sdo envolvidas
por uma membrana vesicular que sdo semelhantes as autofagossomas, e sdo entregues

para ao vacuolo para a degradacdo (Nakatogaya et al., 2009).
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(1) Indugéo: em leveduras, como em outros organismos, a autofagia ocorre em
niveis basais sob condi¢des de crescimento vegetativo. Porém, o mecanismo de
monitoramento do meio externo que atua na regulacdo do processo autofagico
ainda ndo é totalmente conhecido. Um dos elementos regulatérios mais
importantes é a proteina quinase Torcl (target of rapamycin) que inibe a
autofagia em meios ricos. A Torcl atua de duas formas: (1) através da
hiperfosforilacdo da proteina autofagica Atgl3, a qual por sua vez, passa a ter
baixa afinidade pela proteina Atgl, inibindo assim a autofagia, e (2) através de
um processo de ‘“cascata” que controla a fosforilagdo de varios fatores/
elementos/substancias envolvidos na regulacdo da transcri¢do e sintese de um
conjunto de proteinas necessarias no processo autofagico. Assim, a inibicdo de
Torcl por estresse nutricional ou por tratamento com rapamicina resulta na
defosforilacéo parcial de Atgl3 e inducdo da autofagia (Noda et al, 1998).

A quinase Atgl faz parte de um complexo que inclui outras proteinas que atuam
na via Cvt ou na via autoféagica, mas ndo em ambas (Klionsky, 2005).

(2) Selegéo e empacotamento: a autofagia € considerada geralmente como um
processo ndo especifico no qual porcdes aleatdrias do citoplasma séo
sequestradas nos autofagossomos. Entretanto, existem evidéncias de
especificidade parcial no processo. Por exemplo, a proteina citoplasmatica Ald6
é transferida para o vaclolo numa taxa incompativel com um processo
inespecifico e durante a pexofagia, um tipo de autofagia especifica que atinge os
peroxissomos exclusivamente, poupando outras organelas (Noda et al, 1998).

No caso da via Cvt, o transporte é realizado principalmente com fins biogénicos
e ndo degradativos. Neste sentido, o precursor de Apel (prApel) forma

dodecameros e estes se combinam para formar um oligbmero de ordem maior
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denominado de complexo Apel. Este processo parece ser dependente apenas da
conformacdo de prApel. A proteina receptora Atgl9 liga-se ao dominio
propeptideo de prApel, o qual contém a informacdo para transferéncia vacuolar.
Este dominio é retirado do restante da proteina apés liberagdo da mesma no lume
vacuolar, permitindo assim a ativagdo de uma aminopeptidase. Um processo
semelhante, envolvendo Atgl9, ocorre no transporte de Amsl, resultando em
atividade manosidasica no interior dos vacutolos (Shintani et al., 2002).

Na sequéncia a proteina Atgll liga-se a Atgl9 atuando como um adaptador que
direciona 0 complexo Cvt para no PAS (Phagophore Assembly Site — local
proposto para a formacdo de autofagossomo), um sitio que promove a nucleacéo
das vesiculas Cvt levando a formacédo de autofagossomos. Finalmente, a proteina
Atg8 conjugada com fosfatidiletanolamina (PE) liga-se a Atgl9 permitindo a
inclusdo do complexo Cvt na vesicula em formacao (Klionsky, 2005).

(3) Nucleacdo de vesiculas: este passo, que corresponde aos estagios iniciais, onde
se juntam proteinas e lipidios que irdo formar os autofagossomos e as vesiculas
Cwvt, é um dos passos menos conhecidos do processo. Em leveduras, quase todas
as proteinas autofagicas localizam-se, pelo menos de forma transitéria, no PAS.
Portanto, o acoplamento de proteinas Atg ao PAS deve marcar o inicio do
processo de nucleacéo.

Na maior parte dos casos de trafego/ transporte endomembrana, uma vesicula se
forma por brotamento a partir de uma organela pré-existente. A vesicula
resultante mantém a mesma morfologia da organela original. Entretanto, no caso
dos processos associados a autofagia, as vesiculas sdo formadas através de uma
sintese “do novo”, nao sendo formadas por brotamento ou extrusdo de uma

organela pré-existente. Como resultado, o autofagossomo apresenta dupla
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membrana e a morfologia do lume versus citosol de transporte, que é reversa: o
interior da vesicula Cvt ou do autofagossomo torna-se equivalente ao lume de
uma organela ou do espago extracelular. Os componentes que participam da
nucleacdo ndo sdo completamente esclarecidos, e algumas proteinas devem ter
papel tanto na nucleagdo quanto na expansdo. Em leveduras, um conjunto de
proteinas que parecem atuar no PAS sdo as formadoras do complexo Pl 3-K. Em
Saccharomyces existe apenas um Pl 3-K formando dois complexos. Estes
complexos contem Vps34 e a proteina regulatoria Vps15, juntamente com Atg6
(ou Vps30). Adicionalmente o complexo | inclui Atgl4, enquanto o complexo Il
contém Vps38. O complexo | atua primariamente no PAS, enquanto o complexo
I funciona no endossomo. O PtdIns (3)P resultante do complexo | recruta ainda
um conjunto de proteinas para o PAS, incluindo: Atgl8, Atg20, Atg21, Atg24 e
Atg27. Destas, Atg20 e Atg24 fazem parte do complexo Atgl quinase (Klionsky,
2005).

(4) Expansdo: a maior parte das proteinas das vias Cvt e de autofagia que atuam na
formacgdo vesicular, incluem os processos de expansdo e acabamento. As
proteinas envolvidas nesta etapa tém dois grupos de componentes envolvendo
proteinas semelhantes a ubiquitina (Ubl) que participam em novas reacfes de
conjugacdo (Ohsumi, 2001). Atg8 é uma Ubl que sofre acdo proteolitica da
protease Atg4, mostrando um residuo de glicina o qual é entdo covalentemente
ligado a fosfatidiletanolamina, sendo na sequéncia incluido na membrana
(Nakatogaya et al., 2009). Atg8-PE € a Unica proteina com papel estrutural
conhecida dentro do sistema, sendo essencial na formacdo e expansao correta
das vesiculas, j& que na sua auséncia ocorre apenas formacdo de pequenos

autofagossomos aberrantes. Outras proteinas apontadas no processo de expansao
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sédo Atgl2, Atg5, Atgl6, as quais formam um complexo Atgl2-Atg5. A Atgl6 de
funcgéo ainda desconhecida.

(5) Recuperagdo: das mais de 20 proteinas conhecidas do processo autofégico e da
via Cwvt, apenas duas permanecem associadas com 0s autofagossomos ou as
vesiculas Cvt: Atg8-PE e Atgl9. A maior parte das proteinas Atg é sollvel e
podem ser recicladas (aproveitadas/ enviadas) para fora da vesicula durante ou
apos o acabamento (Klionsky, 2005).

(6) Direcionamento, ancoragem e fusdo: o complexo Atgl2-Atg5, Atgl6, assim
como Atg8-PE devem formar uma capa na superficie das vesiculas Cvt e dos
autofagossomos impedindo a fusdo prematura destes com o lisossomo/vacuolo.
Em leveduras, o Atg8-PE é removido previamente a fusdo através de uma
segunda clivagem mediada pelo Atg4. A expressdo de Atg8AR, é uma forma
mutante de Atg8 a qual falta o dltimo residuo de arginina, permitindo a primeira
clivagem e associagdo a PE, mas impedindo a segunda clivagem resultando num
defeito parcial tanto da via autofagica quanto da via Cvt (Klionsky, 2005).

(7) Abertura das vesiculas: a funcdo principal da autofagia em leveduras € degradar
componentes citoplasmaticos e reciclar as macromoléculas resultantes para
serem utilizadas na sintese de componentes essenciais em situacdes de estresse
nutricional. Assim sendo, deve ocorrer a abertura da membrana simples das
vesiculas subvacuolares que resultam da fusdo das vesiculas autofagossomo/Cwvt
com o vacuolo. A lise das vesiculas depende do pH acido do vacuolo e da
atividade da proteinase B (Prbl). Entretanto, alguns resultados mostram que a
funcdo de Prbl deve ser o gatilho para a ativacdo de outras proteinas vacuolares
que atuam diretamente no processo de abertura. Outras proteinas implicadas

nesta etapa final sdo Atgl5 e Atg22. Atgl5 € liberada no vacuolo através da via
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de corpos multivesiculares e tem homologia com uma familia de lipases

(Klionsky, 2005).

2.6 Autdlise de leveduras em vinhos e espumantes

Segundo Alexandre & Guilloux (2006), autolise de leveduras é um processo
lento associado a morte celular, e envolve enzimas hidroliticas que agem para liberar o
citoplasma (peptideos, acidos graxos, nucleotideos e aminoacidos) e a parede celular
(manoproteinas). Temperatura baixa no envelhecimento provoca uma taxa de
mortalidade baixa e uma baixa taxa de reacdo enzimatica, explicando a lentiddo do
processo. Durante o envelhecimento sobre as borras de leveduras as propriedades
organolépticas e de espuma dos espumantes sao modificadas refletindo na composicao.
De um modo geral a autdlise em espumantes inicia-se dois a quatro meses apds 0
término da segunda fermentacdo (Todd et al., 2000).

A autdlise pode ocorrer na forma induzida ou natural. A aut6lise induzida é
amplamente utilizada em aplica¢Ges industriais, como para a producdo de extrato de
levedura utilizado como intensificador de sabor ou para a producdo de enzimas
intracelulares. Este processo pode ser muito rapido, entre 48 e 72 horas. A autélise
natural, no entanto, leva muito mais tempo, isto é, especialmente em vinhos e
espumantes em que as condicOes autoliticas sdo desfavoraveis (pH 3-4, temperatura de
envelhecimento de 15 °C e a presenca de etanol). Essas diferencas resultam em
autolisados diferentes, e tém sido foco de estudos sobre os processos autoliticos em
vinhos.

Segundo Babayan et al. (1981), a autdlise de leveduras pode ser dividida em
quatro estagios: (1) liberacdo de proteases no citoplasma por degradacao de estruturas

vacuolares; (2) degradacdo de inibidores de proteases e ativacdo das proteases
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intracelulares; (3) hidrdlise de componentes celulares; e (4) liberagdo de componentes
celulares de baixa massa molecular a partir da parede celular.

As enzimas hidroliticas desempenham um papel importante no processo de
autolise. Alexandre et al. (2003) mostrou que a protease A foi responsavel por 60% do
nitrogénio liberado durante a autolise no vinho.

Estudos em vinhos mostram que a atividade proteolitica em leveduras aumenta
seis vezes apds a exaustdo do agucar e decresce rapidamente quando inicia a lise celular
(Alexandre et al., 2001). A atividade proteolitica e afetada por diversos fatores,
particularmente o pH e a temperatura. Sato et al. (1997) mostraram que em vinho com
pH 3 e a 10°C a atividade proteolitica decresce apds trés meses de envelhecimento,
enquanto a 20°C a atividade decresce consideravelmente durante os primeiros dois
meses. Leroy et al. (1990) mostraram que a atividade proteolitica varia dependendo da
linhagem de levedura utilizada, abrindo a possibilidade para o melhoramento de
leveduras com alteracéo de autolise.

Durante a autdlise ocorre a degradacdo da parede celular da levedura. Como a
parede da levedura representa 20 a 30% do peso seco da célula e € constituida
fundamentalmente de B-glucanos (85 a 90%) e manoproteinas (Alexandre & Guilloux-
Benatier, 2006). Segundo Charpentier & Freyssinet (1989) a degradacdo da parede
celular deve seguir trés etapas: (1) hidrolise dos glucanos por glucanases com a
liberacdo das manoproteinas; (2) os glucanos sdo liberados no meio pela acéo residual
de glucanases; e (3) a fracdo protéica das manoproteinas € degradada pelas proteases
com a liberacdo dos mananos.

Nunez et al. (2005) confirmou que a capacidade autolitica das leveduras foi
importante paraa qualidade de vinho espumante. Conforme citado anteriormente, a

autolise de leveduras ocorre durante o envelhecimento de espumantes liberando um
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conjunto de compostos que modificam as caracteristicas fisicas e organolépticas do

produto final. Os principais compostos liberados encontram-se sumarizados no Quadro

1, a sequir:

Quadro 1- Degradacédo de conteudo celular e o seu impacto no espumante

Origem Tipo de composto Impacto no espumante Referéncia

Conteldo Nucleosideos Agentes flavorizantes Leroy et al (1990)

celular Nucleotideos Charpentier et al (2005)
Aminoacidos Precursores de aromas Feuillart & Charpentier (1982)
Peptidios Qualidade da espuma Polo et al. (1992)
Proteinas Gostos adocicados e amargos | Moreno-Arribas et al. (2000)
Lipidios Qualidade da espuma Gallart et al. (2002)

Parede Glucanos Qualidade da espuma Moreno-Arribas et al. (2000)

celular Manoproteinas Aumenta a maciez na boca Bertuccioli & Ferrari (1999)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem de levedura

A levedura utilizada neste trabalho foi a cepa comercial EC1118 “Prise de

mousse”, S. cerevisiae vr. bayanus, produzida por Lalvin®.

3.2 Producao experimental de espumantes (Método tradicional)

A elaboracdo do vinho base e do espumante foram realizadas na Vinicola Cia
Piagentini. Foi utilizado um vinho base branco, safra 2011, elaborado com pelas
variedades Pinot Noir, Chardonnay e Riesling Italico oriundas da Serra Gaucha.

Industrialmente o vinho base branco foi fermentado pela levedura X5, realizada
a estabilizacdo tartarica e protéica, decantado e filtrado, mas nédo realizou a fermentacéo
malolética (realizado na Vinicola).

A segunda fermentacéo foi realizada no sistema Champenoise. Para a segunda
fermentacdo ou tomada de espuma, o vinho base, foi acrescido de licor de tirage
contendo sacarose (2%), fosfato de amonio como fonte nitrogenada (300 mg/L) e re-
inoculado com EC-1118. A segunda fermentacdo ocorreu em ambiente climatizado,
onde foi controlada a temperatura dentro do intervalo de 12°C a 14°C, protegida da luz
e calor.

Para a adi¢do da levedura foi preparado um pé de cuba. A levedura foi reidratada
em solucdo de ativador Superstart® (Laffort) 0,3 g/L por 4 horas. A inoculacdo da
levedura no vinho foi realizada seguindo os processos enoldgicos tradicionais, com
inoculos entre 2 a 9 x 10° cel/ml determinada por contagem microscopica em Camara

de Neubauer.
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3.3 Analises do Vinho Espumante

As amostras foram coletadas nos tempos 0, 7, 15, 30, 60, 90, 135, 180, 270 e
360 dias de fermentacdo. Os vinhos espumantes foram homogeneizados, abertos e
realizados os testes de nimero de células. Em seguida, foram centrifugadas a 3200 xg, a
4°C durante 15 minutos e os pellets foram mantidos a -80°C até o momento da analise
de expressdo génica. O sobrenadante foi armazenado em temperatura de refrigeracao e
realizadas as analises classicas, indice de compostos fendlicos, compostos volateis e

proteinas. Para cada tempo testado foram utilizadas 3 garrafas distintas.

3.3.1 Analises de Acompanhamento da Segunda Fermentacéo: Analises Classicas

ou Bromatoldgicas

As analises classicas, como acidez total, acidez volatil, agtcares redutores, SO>
total, densidade relativa a 20°C, extrato seco, grau alcodlico e pH foram realizadas no
vinho espumante através de métodos fisico-quimicos segundo a legislacdo brasileira
vigente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento- MAPA (Brasil, 2005)
no Laboratorio de Referéncia em Enologia - LAREN.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.2 Determinagdo de Compostos Fendlicos Totais

Os Compostos fendlicos foram determinados utilizando dois métodos que estdo

descritos abaixo:

3.3.2.1 indice de Compostos Fendlicos Totais (Método OIV)
Os compostos fendlicos totais foram determinados pela metodologia de Folin-

Ciocalteu Index proposta pelo Compéndio de Métodos Internacionais de Analises —
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OIV. Para tanto, misturou-se 200 uL de amostra, 10 mL de &gua destilada, 1 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu, 4 mL de solucdo de carbonato de sédio e o volume foi
completado para 20 mL de &gua destilada em um frasco de 100 mL. Os frascos foram
homogeneizados e deixados em descanso por 30 minutos para que a reacdo estabilize.
Apds, as leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro Libra S12 (Biochrom), no
comprimento de onda de 750 nm com a tara de um branco preparado com &gua
destilada no lugar da amostra de espumante. O calculo é expresso sob a forma de um
indice obtido multiplicando a absorbancia por 20. As analises foram realizadas em
triplicata. Todos os volumes utilizados foram reduzidos em 5 vezes ao proposto pela

metodologia.

3.3.2.2 Indice de Compostos Fendlicos Totais (Método Folin-Ciocalteau)

A determinacdo de compostos fenolicos totais foi realizada pelo metodo de
Folin-Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965), utilizando &cido galico como padrdo de
referéncia para a calibracio da curva (y =0,1717x — 0,1096; R?=0,9921).
Resumidamente, foi adicionada 100uL de amostra, acrescidos de 500uL reagente de
Folin-Ciocalteau a 10% e 400uL de carbonato de sodio a 7.5%. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 5 min a 50°C em banho-maria e resfriadas a temperatura ambiente.
A absorbéncia da fracdo liquida foi determinada a 760 nm em espectrofotémetro Libra
S12 (Biochrom). Uma curva de calibracdo de é&cido galico foi utilizada para
quantificacdo dos fenois totais. Os resultados foram expressos em equivalentes de &cido

galico (mgegAG/mL).
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3.3.3 Determinacéo dos Compostos Volateis

As analises dos compostos volateis, como ésteres e alcoois superiores, foram
realizadas em cromatografo gasoso HP 6890 da Agilent Tecnologies, conforme
metodologias descritas a seguir. Os compostos foram identificados atraves da
comparagdo com padrdes auténticos da Sigma-Aldrich. Estas analises foram realizadas

no Laboratorio de Referéncia em Enologia - LAREN.

3.3.3.1 Determinacao de alcoois superiores

As determinacfes do contetido 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 ioniza¢do de chama
(CG-DIC), conforme procedimentos adaptados de Bertrand (1981). A analise partiu do
destilado de 100 mL da amostra, sendo que sobre uma aliquota de 5 mL foi adicionado
70 pL de uma solucgédo 5 g/L de 4-metil-2-pentanol (padrdo interno).

Para esta analise, 1,0 uL da amostra foi injetado no cromatégrafo no modo
“split” com divisdo 60 mL/min a 220 °C. Foi utilizada uma coluna capilar CPWax
57CB de 60 m de comprimento, 250 um de diametro interno e 0,25 um de espessura de
filme. O gés vetor foi hidrogénio 5.0 em fluxo de 2,0 mL/min e nitrogénio, como gas
auxiliar, a 37 mL/min. As condi¢Oes de temperatura do forno foram: 40 °C por 5 min;
40290 °C a3 °C/min; 90 a 200 °C a 10 °C/min; 200 °C por 5 min. A combustdo foi
mantida com fluxo de ar sintético em 350 mL/min e hidrogénio 5.0 em 35 mL/min. A
temperatura do detector foi 230 °C.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.3.3.2 Determinacao de acetatos, ésteres e &cidos graxos

As determinacfes do conteldo de acetatos, ésteres e &cidos graxos foram
realizadas por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-
DIC), conforme metodologia de Bertrand (1981). A 50 mL da amostra foram
adicionados 2 mL de 3-octanol (40 mg/L), 2 mL de acido heptandico (50 mg/L), como
padrdes internos, e 0,3 mL de acido fosforico 1:3 para acidificar o meio. Nestas
condicdes, a amostra foi submetida a trés extracGes liquido/liquido sucessivas na ordem
volumétrica 4:2:2 de uma mistura dos solventes organicos éter di-etilico/n-hexano (1:1)
(Merck).

Para esta analise, 2,0 uL da amostra foram injetados no cromatdgrafo no modo
"splitless” com divisdo 60 mL/min a 240 °C. Foi utilizada uma coluna capilar CP
Inowax de 30 m de 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 condic¢des de temperatura do forno foram: 40 °C por 5 min;
de 40 a 230 °C a uma taxa de 3 °C/min; 230 °C por 20 min. A combustéo foi mantida
com fluxo de ar sintético em 350 mL/min e hidrogénio 5.0 em 35 mL/min. A
temperatura do detector foi 230 °C.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.4 Avaliacdo da populacédo de leveduras (UFC) e nimero de células

O numero de leveduras foi determinado pela diluicdo e plaqueamento de 1 mL
das amostras em meio YEPD (2% de dextrose, 1% peptona, 1% extrato de levedura e
1,8% &gar), e posterior contagem das colénias (UFC) ap6s incubacdo de 48 horas a 30

oC.

30



A contagem microscopica de celulas foi realizada em cadmara de Neubauer A
observacdo microscépica foi realizada em microscopio Optico com lente objetiva de
40X. Para a contagem de células na amostra, contou-se 0 numero total de células na

diagonal principal (5 quadrantes). O resultado foi obtido pelo calculo:

Média aritmética dos quadrantes
0,000004

Numero de células =

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.5 Avaliacdo de Proteinas

A quantificacdo das proteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por
Bradford (1976), a leitura desse experimente foi realizado em um leitor de
microplacas de Elisa da marca Asys Expert Plus (Biochorm) em um comprimento de
onda de 595 nm. A quantificacdo de proteinas foi realizada comparando os valores
com uma curva padréo de albumina bovina.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.6 Avaliacao da expressao génica por gRT-PCR

Visando o estudo do efeito da autofagia e autolise de leveduras foi avaliada a
expressdo génica através de qRT-PCR de um conjunto de genes representativos das
principais vias associadas ao metabolismo béasico, resposta a estresse, autofagia e
autolise em S. cerevisiae (Quadro 2).

Os primers especificos para o gene TEF1 (Nardi et al., 2010) e um conjunto de
10 genes envolvidos nos processos de micro e macroautofagia, utilizados neste trabalho

encontram-se descritos no Quadro 2. Estes primers foram desenhados com base nas
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sequéncias depositadas no GenBank utilizando a ferramenta Primer-BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Quadro 2. Primers utilizados para avaliagdo de expressdo génica.

Gene Funcéo Sequencia
TEF 1 | Fator 1 de elongacéo TEF1 F- GGTTACTCTCCAGTTTTGGATTGTC
(Housekeeping) TEF1 R- ACGAACTTGACCAAAGCAGC
ATG 1 Ser/Thr quinase (autofagia) ATG1 F- GGAATCTCTGGCCGCAAAGGCA
ATG1 R- TGCGCCTGTTCTCAAAGTTAGCCA
ATG 4 Cisteina protease (autofagia) ATG4 F- AGGCTCGTCCGAAGAACCGG
ATG4 R- CCGCTTCACCGCGATATCGACA
ATG5 Formagio de autofagossomos ATG5 F- TGCCTAGCCGGAAAAAGCGCT
ATG5 R- TGGTGGCAACGAATCGCCCA
ATG 8 | Componente de fagossomose | ATG8 F- GAAGGCGGAGTCGGAGAGG
vesiculas CVT ATG8 R- GGCAGACATCAACGCCGC
ATG9 Formagao de vesiculas CVT ATG9 F- GCCAGGTCAAAAGCCGGAGC
ATG9 R- CCCAGTTCTTGCCGGGATTCCT
ATG 11 | Envolvida no carregamento ATG11 F- CACTGCACCTACCCAGCAAGAA
para vesiculas CVT ATG11 R- AGCAGCTGATCGGGAGGAATCT
ATG19 | Carrega a aminopeptidase e ATG19 F- CTGGCGATAAGCCAACCACGC
manosidase para os fagoforos | ATG19 R- CTCGATAGTGGAGCCGGCCTC
VPS 34 | Fosfatidilinositol-3-quinase VPS34 F- GCTGGCTATTGTGTTATTACATACATC
(autofagia) VPS34 R- ATGGCGGAAAAGGTTTGGGG
APE 1 Aminopeptidase 1 APE1 F- AGCACGCCGCAATGGAGACA
APE1 R- TGCTGTGCATGGACAACTGTGCA
AMS 1 AMS1 F- ACCAAAGGCTCCGGATGCGC

Alfa manosidase 1

AMS1 R- TGAGCGAGCTTAACAGTGTCGCT

As amostras testadas foram as do tempo inicial (zero), 7, 30, 60 e 90 dias, pois

nesse periodo ainda ha alguma atividade vital.

O RNA total foi extraido utilizando o método extracdo utilizando TRIzol®

Reagent (Invitrogen™). Antes de iniciar a extracdo de RNA total os pellets

armazenados a -80°C de cada tempo (resultado de 3 garrafas) foram descongelados a

temperatura ambiente e homogeneizadas usando 750 uL de salina 0,9%.Brevemente,

200 pL desta cultura foram centrifugados a 16500 x g por 10 min descartando o

sobrenadante e preservando o pellet de células. Em seguida adicionou-se 1,5 mL de
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TRIzol® ao pellet e 0 mesmo foi ressuspendido vigorosamente. O homogeneizado foi
entdo incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e ap6s adicionou-se 300 pl de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados por vortex durante 5 minutos e, em
seguida, incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. ApOs este periodo as
amostras foram centrifugadas a 32800 xg por 15 minutos a temperatura ambiente. A
fase aquosa foi retirada e a ela adicionou-se 750 pl de alcool isopropilico gelado. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos e em seguida foram
centrifugadas nas mesmas condi¢Oes anteriores. O pellet obtido foi entdo lavado 1 vez
com 1,5 mL de etanol 75%, homogeneizado em vortex, centrigugado a 16.700 xg em
temperatura ambiente e o pellet foi seco em capela de exaustdo. RNA total obtido foi
ressuspendido em 80 ul de agua e quantificado em espectrofotébmetro Libra S12
(Biochrom), a um comprimento de onda de 260 nm. A avaliacdo do grau de pureza do
RNA extraido foi realizada utilizando a relagdo Abs260/Abs280nm e sua integridade foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e a amostra corada com GelRed™,
Todas as amostras foram padronizadas para uma concentracdo final de 1 pg/pl. Todas as
amostras foram tratadas com TURBO™ DNAse (Life Tecnologies™), conforme
metodologia descrita pelo fabricante para evitar contaminacdes por DNA. Para verificar
a eficiéncia do tratamento utilizando TURBO™ DNAse, um PCR foi realizado
utilizando RNA como molde e um controle positivo empregando DNA da EC1118. Os
produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e a amostra
corada com GelRed™, onde foi confirmado a presenga de amplificado apenas no
controle positivo, evidenciando que as amostras tratadas com TURBO™ DNAse
continham apenas RNA.

A partir do RNA total extraido, foi realizada a reacao de transcri¢ao reversa para

a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA), utilizando M-MLV Reverse
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Transcriptase (Invitrogen™). As reacdes envolvendo a sintese de cDNA foram
realizadas em um volume final de 20 ul. Cada reacéo foi constituida por 1ul de Oligo
(dT)12-18 (500 pg/mL), 1 ul de dNTPs (10 mM de cada dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 2 ul
de RNA total (500 ng/mL) e 8ul com dgua DEPC para completar o volume da reagédo
em 12 ul. Esta reacdo foi homogeneizada e incubada a 65°C por 5 minutos e
imediatamente mantida em gelo. Em seguida, adicionou-se a reacdo 4 ul de 5x First-
Strand Buffer, 2 ul de DTT (0,1M) e 1 ul de agua DEPC. A reacdo foi entdo misturada
gentilmente e incubada a 37°C por 2 minutos. Logo, 1ul (200U) de M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) foi adicionado a reacdo e incubada a
37°C por 50 minutos. Ap6s este periodo a reacdo foi inativada por incubacdo de 15
minutos a 70°C. O cDNA obtido foi entdo diluido na propor¢édo de 1:50 e um RT-PCR
foi realizado para a confirmacdo de sua sintese.

A expressdo génica foi avaliada através de gRT-PCR utilizando Platinum®
Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen™) em volume total de 20 pl.
Brevemente, a reacdo de gRT-PCR foi composta de 4 ul de cDNA diluidos 1:50, 1ul de
primers, 10 ul Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG e 5 ul de dgua DEPC.
Todas as amplificacbes foram realizadas em Real-Time PCR System Applied
Biosystems StepOne™ programado para 0s seguintes ciclos: temperatura inicial de
50°C por 2 minutos, 95 °C por 5 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C ( temperatura de anelamento) por 1 minuto, 95°C por 15 segundos, 60 °C por 1
minuto e 95°C por 15 segundos. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

O CT (Cycle Threshold) foi determinado automaticamente pelo aparelho. A
partir dos valores de CT foram calculados os ACT utilizando como referéncia
(housekeeping) o gene TEFL. Este gene foi escolhido dentre ACT1, TEF1 e GDH1 em

ensaio prévio, com base na sua maior uniformidade de expressao em distintos tempos
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durante a segunda fermentacdo. O gene TEF1 tem sido utilizado como referéncia em
outros estudos em vinhos (Nardi et al., 2010). A expressdo relativa foi calculada
utilizando 222°T empregando como controle ou padrdo as amostras de 7 dias de

fermentacao.

3.3.7 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico através do
programa SPSS 20.0 for Windows. Apo6s a constatacdo da distribuicdo normal dos
resultados, os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia. Além destes, foi
realizada a analise de Componentes Principais (CP) que consiste em reescrever as
coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a analise dos
dados. Em outras palavras, as n-variaveis originais geram, através de suas combinacdes
lineares, n-componentes principais, cuja principal caracteristica, além da
ortogonalidade, é que sdo obtidos em ordem decrescente de méxima variancia, ou seja,
a componente principal 1 detém mais informacao estatistica que a componente principal
2, que por sua vez tem mais informacdo estatistica que a componente principal 3 e
assim por diante. Este método permite a reducdo da dimensionalidade dos pontos
representativos das amostras pois, embora a informacdo estatistica presente nas n-
variaveis originais seja a mesma dos n-componentes principais, € comum obter em
apenas 2 ou 3 das primeiras componentes principais mais que 90% desta informagéo. O
grafico da componente principal 1 versus a componente principal 2 fornece uma janela
privilegiada (estatisticamente) para observacdo dos pontos no espago n-dimensional

(Neto & Moita, 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas basicas, componentes aromaticos e compostos fenolicos

durante a segunda fermentacéo e maturacao de espumantes.

4.1.1. Caracteristicas basicas

O perfil quimico do vinho € um dos mais importantes fatores de influéncia sobre
a percepcao sensorial. Este perfil € uma mistura complexa de compostos que sdo o
resultado da conversdo microbioldgica de acUcares e outros componentes em etanol,
didxido de carbono, e diversos produtos secundarios (Saberi, 2012).

Para iniciar a segunda fermentacdo ou tomada de espuma (tempo 0), o vinho
base foi adicionado de acuUcar, leveduras e coadjuvantes que resultou em 21,59 g/L de
agucares totais (Figura 3A), 1,00418 de densidade relativa (Figura 3B), extrato seco de
51,57 g/L (Figura 3C) e 11,89% (v/v) etanol (Figura 3D). De acordo com as curvas da
Figura 3 (A a D) a segunda fermentagdo chegou ao seu término aos 90 dias. A partir
deste periodo, os agUcares totais mantiveram-se constantes em aproximadamente 4,6
g/L, o extrato seco em 34,1 g/L, a densidade relativa em 0,99662 e o etanol atingiu
12,82 % (v/v). Segundo a legislacdo brasileira a concentracdo de etanol deve estar entre
10 e 13 % (v/v) e este vinho espumante pode ser classificado como espumante extra
brut devido a sua concentracdo de agUcares totais serem menores que 6 g/L (Brasil
1990). Para os outros parametros extrato seco e densidade relativa a legislagéo brasileira

ndo estabelece limites minimos e maximos.
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Figura 3- Andlises basicas em vinhos espumantes ao longo de 360 dias.
Concentragdo de acgucares totais (A), densidade relativa (B), extrato seco (C), etanol
(D), acidez total (E), acidez volatil (F), SO total (G) e pH (H) em vinhos espumantes ao
longo de 360 dias. Os valores sdo resultado da média + desvio padrdo de 3

experimentos.
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Quanto a acidez do vinho espumante, a avaliacdo é efetuada através da acidez
total, acidez volétil e pH. Em relacdo a acidez total pode-se observar (Figura 3E) que
houve uma reducéo iniciando com 100,05 meg/L e finalizando com 92,12 meq/L. Esse
teor é considerado normal, pois segundo Rizzon et al. (2000) os teores podem situar-se
entre 55 a 130 meg/L.

Como representado na (Figura 3F) a concentracdo de acidos volateis elevou-se
ao longo do tempo estudado iniciando com 3,58 meg/L e, no final do 360° dia de
fermentacdo apresentou 9,53 meg/L. Esse aumento da acidez volatil pode estar
relacionado com a producdo de &cido acético pela levedura ou pelo processo de
hidrélise dos ésteres ao longo do envelhecimento do vinho espumante (Ribéreau-Gayon
et al., 2006). De modo geral, observou-se um nivel baixo de acidez volatil no vinho
espumante elaborado, provavelmente em decorréncia do grau de sanidade das uvas e
das boas préaticas durante o processo. Segundo citado por Rizzon et al. (2000) a
legislagéo brasileira permite no maximo 20 meq/L de acidez volatil e os teores médios
encontrados na Serra Gaucha sdo de 7,1 meg/L. No que se diz a respeito do pH,
podemos observar (Figura 3H) que ao longo dos 360 dias houve um aumento em sua
concentracdo mantendo-se dentro dos padrfes observados por Rizzon et al. (2000) entre
3,1 e 3,4 de pH.

A concentracdo de didxido de enxofre total (SO2) no vinho espumante pode ser
observada que permaneceu constante até o tempo 180, em seguida houve uma reducao
em sua concentracdo (Figura 3G). Isto pode ser atribuido a conjugacdo do SO, com
diversos compostos, principalmente fendlicos, nas condicdes de baixo pH, alta
concentracdo de etanol e relacdo redox encontrada durante a segunda fermentacdo e

envelhecimento dos espumantes (Ribéreau-Gayon et al. 2006). A utilizacdo de baixos
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teores de didxido de enxofre no vinho base é recomendada para a producdo de menor
quantidade de aldeido acético e, consequentemente para reduzir o efeito de
solubilizacdo dos compostos fendlicos da uva. Quantidades reduzidas de SO
representam menor possibilidade de formagdo de acido sulfirico e de mercaptano. O
teor médio encontrado em vinhos espumantes brasileiros é de 137,7 mg/L de SO: total

(Rizzon et al., 2000).

4.1.2. Evolucéo de compostos aromaticos.

Um total de 27 compostos volateis incluindo compostos leves, alcoois
superiores, acidos e ésteres foram avaliados ao longo do processo de fermentagdo e
envelhecimento dos espumantes. A Tabela 3 relata a concentragdo desses compostos em
vinhos espumantes ao longo de 360 dias de acompanhamento.

Os compostos volateis 2-metil-1-butanol, hexanol, cis-3-hexen-1-ol, &cido
isobutirico, &cido butirico, &cido isovalérico e 2-fenil-etanol ndo apresentaram
diferengas significativas em suas concentragbes durante os 360 dias de
acompanhamento. De um modo geral, a concentragdo destes compostos foi inferior aos
limiares de percepcdo, com exce¢do do 2-fenil-etanol que apresenta aroma floral ou de

rosas e limiar de 7,5 mg/L (Lambrechts & Pretorius, 2000).
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Tabela 3. Compostos volateis (mg/L) do vinho espumante durante 360 dias de acompanhamento.

Tempo Etanal Acetato de etila Metanol 1-propanol 2-metil-1-propanol 2-metilbutanol 3-metilbutanol Butlrgto de Acetatq de
etila isoamila
0 89,43 + 10,458 22,51 + 3,72R8C 49,12 +1,28* 67,48 + 0,758 16,88 + 0,228 14,54 + 0,66" 133,98 + 1,09¢ 0,40 +0,00% 2,64 +0,05%
7 85,62 + 3,695¢ 20,92 + 1,748¢ 49,39 + 1,954 68,68 + 1,678 19,00 + 1,15% 14,70 £ 0,71* 138,83 + 0,405¢ 0,35+ 0,058 2,20 + 0,388
15 94,89 + 4,71 23,50 + 2,54"8 49,76 + 2,352 69,04 + 4,08"8 17,28 £ 2,838 14,08 £ 0,95* 136,67 + 3,38° 0,39 +0,03* 2,50 + 0,058
60 72,88 + 6,705°P 20,13 + 5,748¢ 41,29 + 3,048 74,84 + 1,814 15,93 £ 0,298 16,28 £ 0,514 145,00 + 1,698 0,33+0,02°% 2,44 +0,10"®
90 78,87 + 6,22/BCP 18,79 + 0,958¢ 40,04 + 6,00%¢ 68,24 + 4,78"8 17,52 £ 2,22"8 14,76 + 1,40% 150,23 + 2,644 0,33 +0,05"8 1,69 +0,17¢
135 67,92 + 4,28P 30,48 + 3,36" 32,62 + 3,16°P 67,00 + 0,56"® 15,67 + 1,208 14,59 + 5,08* 146,70 + 2,694 0,34 +0,04%8 1,55 +0,01°¢
180 67,86 + 5,18 25,28 + 4,198 30,04 +1,75P 68,95 + 3,1478 16,45 + 1,3478 15,49 + 0,294 146,79 + 2,604 0,33 £0,02%8 1,32 £0,02¢
270 71,87 + 2,59¢P 13,61 +0,59¢ 39,50 + 0,535¢ 64,33 + 5,108 14,64 + 0,585 12,55 +0,96* 115,39 + 0,81° 0,29 +0,01° 0,61 + 0,05°
360 70,07 + 3,04°P 16,57 + 1,828¢ 45,31 + 1,618 61,34 + 2,898 14,72 £ 0,788 11,38 £ 0,35* 107,01 + 5,96% 0,27 +0,02° 0,53 + 0,06°
Tempo Hexzzrlﬁz;to de Acetato de hexila Hexanol Cis-3-hexen-1-ol Trans-3-hexen-1-ol Octa:t?g[ ode Acido isobutirico  Acido butirico Decaerlﬂzto de
0 1,07 £ 0,034 0,20 +0,00% 0,96 + 0,04* 0,03 +0,00% 0,08 +£ 0,018 0,92 +0,04° 1,010,144 1,79+ 0,39~ 0,28 +0,01¢
7 0,89 +0,15* 0,17 +£ 0,028 0,96 + 0,074 0,04 +0,014 0,09 + 0,018 0,80 +0,19° 1,15+0,13* 2,25+ 0,264 0,24 +0,05°
15 1,02 +£ 0,05 0,19 + 0,018 0,99 + 0,074 0,03 +0,01* 0,09 + 0,018 1,01 + 0,068 1,21 +0,20% 2,27+0,35% 0,28 +0,02¢
60 0,85+0,274 0,10 +0,01¢ 1,05 + 0,05 0,14 +0,02* 0,13+0,01* 1,38 +0,134 1,22 + 0,094 2,05+0,194 0,55 +0,03*
90 0,86 + 0,06* 0,05 + 0,02° 1,06 + 0,044 0,13+0,01* 0,14 +0,02* 1,27 £ 0,034 1,18 + 0,06* 1,87 £ 0,224 0,22 +0,05°
135 0,86 +0,03* 0,04 + 0,00° 1,11+0,12% 0,14 £ 0,01* 0,14 £ 0,01* 1,39+ 0,044 1,41 +£0,30% 2,17 £0,72% 0,40 + 0,028
180 0,92 +0,02% 0,04 + 0,00° 1,11 +0,174 0,15 +0,01* 0,15 +0,01* 1,39 £ 0,044 1,33+0,34% 2,25+0,63* 0,40 + 0,028
270 0,46 + 0,02° 0,09 + 0,00¢ 1,14 +£ 0,01 0,03 + 0,00* 0,10 + 0,128 0,83 +0,04° 1,18 +0,10% 2,22 +0,10% 0,29 + 0,00¢
360 0,50 + 0,118 0,09 + 0,00¢ 1,19 +£ 0,094 0,10+ 0,124 0,10 + 0,01 0,89 + 0,128 1,28 +0,194 2,48 +0,314 0,30 + 0,02¢
Tempo  Acidoisovalérico  Dietil succinato Afgiti?etglge DOdec;ﬂZatO de Acido hexantico 2-fenil etanol Acido octandico deﬁgrll%?co do dﬁg;?\%ico
0 0,78 + 0,09% 0,36 + 0,017 0,17 +0,00* 0,09 + 0,00® 5,37 +£0,91%8 12,50 +1,02* 5,90 + 1,248¢ 1,17 £ 0,268 0,22 +0,01¢
7 0,89 + 0,06* 0,38 + 0,02" 0,16 + 0,00* 0,09 + 0,008 6,63 +0,174 13,58 +1,36* 7,61 + 0,3448C 1,45 + 0,068 0,22 +0,01¢
15 0,93 +0,10% 0,41 + 0,037 0,16 + 0,014 0,10 + 0,01 7,04 +0,374 13,93 +1,80* 8,15 + 0,75EC 1,42 + 0,568 0,23 +0,01¢
60 1,06 + 0,06" 0,65 + 0,045 0,11+ 0,018 0,02 +0,00¢ 6,33 +0,19%8 11,84 +1,15% 9,40 + 0,74~ 2,34 + 0,304 0,32+0,01*
90 0,99 + 0,08* 0,93 + 0,05% 0,07 +0,01°¢ 0,02 +0,01¢ 4,46 + 0,95 12,32 +1,16* 5,35+ 2,07¢ 1,49 + 0,408 0,32+0,01*
135 1,08 + 0,224 1,32+0,14° 0,05 + 0,00° 0,01 +0,00¢ 5,50 + 1,208 12,39 + 2,524 7,02 + 1,1948C 1,54 + 0,298 0,30 + 0,008
180 1,09 +£ 0,18 1,66 + 0,23° 0,04 + 0,00° 0,01 +0,00¢ 5,96 + 0,788 12,38 £+ 2,81* 8,35 + 0,568 1,58 +£ 0,138 0,30+ 0,01
270 0,89 + 0,024 2,88 + 0,048 0,04 +0,01° 0,14 +0,00% 6,60 + 0,144 13,16 +£0,11* 7,89 + 0,0548C 0,79 +0,01° 0,16 + 0,00°
360 0,98 + 0,08* 3,29+0,214 0,04 + 0,00° 0,14 + 0,00* 7,05 + 0,354 14,38 +1,35* 8,39 + 0,208 0,91 + 0,108 0,16 + 0,00°

* Médias seguidas por letras distintas séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).
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O vinho espumante deste estudo apresentou um aumento na concentragdo de
etanal, (acetaldeido) no tempo de 15 dias e, em seguida voltou a diminuir. Segundo
Regodon Mateos et al. (2006) os valores iniciais tendem a diminuir ao longo do tempo,
pois o0 acetaldeido combina-se com polifendis e outros compostos do vinho, sendo 0s
percursores dos acetatos e do proprio etanol. O acetaldeido em baixas concentracdes é
considerado um componente aromatico favoravel, porém, em altas concentraces pode
contribuir negativamente para as caracteristicas arométicas do vinho (Lambrechts &
Pretorius 2000). Os vinhos apresentam geralmente concentragdes de 75 mg/L (Regodon
Mateos et al., 2006).

Em relacéo ao éster acetato de etila podemos observar que houve um aumento
em sua concentragdo no tempo de 135 dias e, em seguida ele reduziu
consideravelmente. Esta redugdo coincide com o aumento da acidez volatil (Figura 3).
Segundo Regoddn Mateos et al. (2006) o acetato de etila € produzido enzimaticamente
por esterificacdo do acido acético com o etanol. O acetato de etila é o segundo
componente mais importante (depois do acido acético) de vinhos com acidez volatil.
Concentrag@es inferiores a 70 mg/L séo consideradas positivas para o aroma do vinho,
mas superiores a 150-200 mg/L séo consideradas negativas.

De um modo geral a concentracdo de metanol foi inferior aquela evidenciada
por Louw et al. (2010) em vinhos Chardonnay. Este composto exibiu aumento durante a
fermentacdo, reducdo significativa e progressiva até os 180 dias e aumento nos meses
finais. Esta variacdo pode estar associada a formacao de ésteres metilicos e sua posterior
dissociacdo durante o envelhecimento sobre as borras. O metanol nas concentragdes
observadas ndo apresenta efeito nocivo ou interferéncia nas caracteristicas

organolépticas.
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As concentracdes de 1-propanol, 2-metil-1-propanol apresentaram poucas
variagdes durante o tempo estudado. As concentracdes observadas foram menores do
que aquelas citadas por Meneguzzo (2010). O 1-propanol e o 2-metil-1-propanol séo
produzidos pela reacdo de Ehrlich a partir da treonina e da valina, respectivamente.
Conforme pode ser observado na Tabela 3, e segundo Regodén Mateos et al. (2006),
estes representam, junto com o 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol, os principais
alcoois superiores produzidos durante a fermentagdo. O 2-metil-1-butanol (&lcool
amilico), apesar de ndo apresentar diferencas significativas, e 3-metil-1-butanol (alcool
isoamilico) exibiram aumento de suas concentracfes até os 180 dias, com reducao
posterior. As concentragdes destes compostos nos espumantes avaliados encontram-se
dentro dos limites inferiores para vinhos (Ribereau-Gayon et al., 2006). O 2-metil-1-
butanol e 3-metil-1-butanol sdo oriundos do catabolismo da isoleucina e leucina,
respectivamente, e se acumulam durante a fermentacéo alcodlica. O 2-metil e 0 3-metil-
1-butanol apresentam aroma de marzipan, porém as concentracdes detectadas nos
espumantes encontram-se abaixo dos limiares de percepcdo de 65 e 300 mg/L,
respectivamente (Lambrechts & Pretorius, 2000).

O perfil do hexanoato de etila ao longo dos 180 dias de acompanhamento
permaneceu constante e, em seguida houve uma redugdo em sua concentragdo. O
percursor do hexanoato de etila € o &cido hexanoico que neste estudo apresentou um
uma reducdo no tempo 60 e, em seguida tornou a subir até uma concentracdo de 7,05
mg/L. Segundo Louw et al. (2010), em vinho Chardonnay, as concentracdes de
hexanoato de etila e 4cido hexandico sao de 0,95 mg/L e 4,97 mg/L, respectivamente. O
hexanoato de etila e acido hexanodico com descritores “macga verde” e “queijo, rango”
apresentaram concentracdes superiores aos seus limiares de percepcdo de 0,005 mg/L e

3mg/L, respectivamente (Jiang e Zhang, 2010).
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Os compostos decanoato de etila e acido decanoico apresentaram elevacdo na
sua concentracdo durante a segunda fermentacdo (até tempo 60 dias), reduzindo
drasticamente a partir dos 90 dias. Segundo Torrens et al. (2008) a concentracdo média
de decanoato de etila encontrada em vinhos base foi de 0,454 mg/L e segundo Louw
(2010) o teor médio encontrado para o &cido decandico foi 1,07 mg/L e, eles conferem
ao vinho um aroma de agradavel de uva e odor de ran¢o, respectivamente, mas apenas o
decanoato de etila apresentou concentracfes proximas ao seu limiar (Jiang e Zhang,
2010).

O comportamento do dodecanoato de etila e acido dodecandico foi inversamente
proporcional, o que é esperado j& que a formacdo do dodecanoato de etila é
acompanhada por uma reducdo na concentracdo do respectivo acido. A concentracdo de
acido dodecanoico encontrada neste estudo foi 30% da encontrada por Gonzéalez-Marco
et al. (2010). Por outro lado, as concentracdes de acido octanoico e octanoato de etila
encontraram-se dentro daquelas comumente observadas em vinhos de acordo com
Lambrechts & Pretorius (2000), em ambos 0s casos superiores aos respectivos limiares
de percepcdo (Jiang e Zhang, 2010) contribuindo, portanto, com as caracteristicas
organolépticas do produto final.

O acetato de isoamila, associado a aromas frutados (banana, pera), apresentou
reducdo significativa ao longo dos 360 dias. Mesmo assim, as concentracdes finais
foram superiores ao limiar de percep¢do (0,26 mg/L) com valor olfativo ativo (OAV)
entre 2,3 e 3,5. Da mesma forma, foi detectada reducéo significativa na concentracdo
dos ésteres butirato de etila (macé e frutas), acetato de hexila (péra e frutas) e acetato de
feniletila (rosas, mel, tabaco). Em conjunto, estas reducdes podem ser responsaveis pela

diminuicdo das notas florais e frutadas nos vinhos espumantes.
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O dietil succinato apresentou aumento constante durante os 360 dias de
acompanhamento. O dietil succinato é produzido por uma reacdo de esterificagdo
espontanea entre o acido succinico e o etanol a qual é dependente da concentracdo
destes dois compostos e das condi¢des fisico-quimicas do sistema (temperatura, pH,
oxigénio, etc.). Esse composto volatil € pos-fermentativo sendo formado durante o
envelhecimento em contato com as borras da segunda fermentacdo e pode ser
considerado um marcador de envelhecimento (Bosch-Fusteé et al., (2007). Esse aumento
durante a segunda fermentacdo também foi constatado por Rui-Aumatell et al. (2006) e
por Bosch-Fusté et al. (2007). Segundo Louw et al. (2010) o dietil succinato é
considerado um constituinte frutado que lembra meldo e seu limiar de percep¢édo é de
200 mg/L. Entretanto, as maiores concentrag0es observadas neste trabalho estdo abaixo
desse limiar de percepgéo.

O cis e trans-3-hexen-1-ol apresentaram concentracGes inferiores aos seus
limiares de percepcdo (0,4 mg/L) ao longo de todo o processo de fermentacdo e
maturacdo dos espumantes, tendo portanto baixa influéncia nas caracteristicas
aromaticas do produto final.

Para auxiliar na avaliacdo dos resultados dos compostos volateis ao longo dos
360 dias de acompanhamento, realizou-se uma analise multivariada. Conforme pode ser
apreciado na Figura 4, a analise através de componentes principais permitiu a separacao
dos espumantes em trés grupos, formados por: Grupo 1 — 0, 7 e 15 dias; Grupo 2 — 60,

90, 135 e 180 dias e Grupo 3 — 270 e 360 dias.
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Figura 4- Anélise dos componentes principais com base nos compostos volateis ao

longo dos 360 dias de acompanhamento de vinhos espumantes.

O Grupo 1 formado pelo vinho base e 0s espumantes durante os primeiros 15
dias de tomada de espuma separou-se claramente através do componente principal 2 e
caracterizou-se por maior conteudo de metanol (média= 49,42 + 0,31 mg/L), 2-metil-1-
propanol (média=17,72 + 1,12 mg/L), butirato de etila (média= 0,33 + 0,02 mg/L),
acetato de isoamila (média= 2,45 + 0,22 mg/L), hexanoato de etila (média= 0,99 + 0,09
mg/L), acetato de hexila (média= 0,19 + 0,02 mg/L) e acetato de feniletila (média= 0,16
+ 0,00 mg/L) e menores concentracfes de hexanol (média= 0,97 + 0,02 mg/L), acido
isobutirico (média= 1,12 + 0,10 mg/L), acido isovalérico (média= 0,87 + 0,08 mg/L),

dietil succinato (média= 0,38 = 0,02 mg/L), quando comparado com os outros dois
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grupos. Estes resultados confirmam a perda gradativa de ésteres, particularmente
acetatos, durante o periodo de maturacdo de espumantes (Ribereau-Gayon et al., 2006).

J& 0s Grupos 2 e 3, representados pelos periodos de 60 a 180 dias e 270 e 360
dias, respectivamente, apresentaram clara separacdo pelo componente 1. Os compostos
que determinaram a separacdo dos Grupos 2 e 3 foram principalmente: 1-propanol
(médias de 69,76 e 62,83 mg/L); 2-metil-1-butanol (médias de 15,28 e 11,96 mg/L); 3-
metil-1-butanol (médias de 147,18 e 111,2 mg/L); octanoato de etila (médias de 1,36 e
0,86 mg/L); dietil succinato (médias de 1,14 e 3,08 mg/L); dodecanoato de etila (médias
de 0,01 e 0,14 mg/L); feniletanol (médias de 12,23 e 13,77 mg/L); acido decanoico
(médias de 1,74 e 0,85 mg/L) e &cido dodecandico (médias de 0,31 e 0,16 mg/L).

Em conjunto, os resultados indicam que diferencas na composicdo de
constituintes volateis ocorrem fundamentalmente durante a segunda fermentacédo e ap6s
9 meses de envelhecimento, tempo minimo necessario para a obtencdo de espumantes

“maduros”.

4.1.3- Concentracao de compostos fenolicos.

Além dos componentes volateis, os compostos fendlicos sdo de grande
importancia nas caracteristicas organolépticas dos vinhos e espumantes devido aos seus
papeis direto ou indireto na cor, adstringéncia, entre outros fatores. Além disso,
dependendo da sua natureza, podem ter interesse nutricional e farmacoldgico (Flanzy.
2000). As técnicas de vinificacdo desempenham um papel importante nos niveis de
compostos fendlicos, bem como a técnica de elaboragdo de espumantes (Stefenon et al.,
2009).

Os teores de compostos fendlicos totais obtidos nos vinhos espumantes durante

os 360 dias de acompanhamento nos dois métodos testados estdo apresentados na
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Figura 5. Como pode ser observado em ambos 0s métodos houve um aumento em sua
concentracdo quando comparados o tempo inicial (tempo 0) e final (tempo 360), mas
esse incremento ndo foi expressivo. Esse pequeno aumento também foi observado por
Serra-Cayuela et al. (2013) ao analisar os fendis totais em garrafas durante o
envelhecimento com a presenca de leveduras durante 21 meses, apresentando
inicialmente teores médios de 0,159 mg EqAG/mL e apds transcorrido o tempo
apresentou 0,164 mg EqQAG/mL. Os valores apresentados na Figura 5A sdo superiores
ao encontrado por Serra-Cayuela et al. (2013) e esta diferenca deve estar relacionada
com as variedades utilizadas, a safra da uva e o0s processos de vinificagdo e tratamentos
pos-fermentativos utilizados na producéo do vinho base ja que os teores observados no

vinho base sdo semelhantes aos encontrados nos vinhos espumantes.
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Por outro lado, o estudo realizado por Chircu Brad et al. (2012) confirma que o
blande das variedades Chardonnay, Pinot Noir e Royal Maiden safra 2010 apresentaram
valores aproximados ao vinho espumante elaborado com o mesmo blande como vinho
base (0,445 mg EQAG/mL e 0,462 mg EqAG/mL) respectivamente, valores sao um
pouco superiores aos encontrados por esse estudo. Ndo foram encontrados estudos que
utilizassem o método de determinagéo do Indice de Compostos Fendlicos.

Segundo Ibérn-Gémez et al. (2000) o aumento dos teores de compostos
fendlicos pode estar relacionado ao processo de autdlise da levedura. Durante o
envelhecimento e armazenamento sdo observadas alteracdes significativas como a
oxidacao de compostos fendlicos. Nesta oxidagao ocorre o escurecimento que resulta na

formacéo de pigmentos castanhos de elevada massa molecular.

4.2 Populacdo de leveduras, liberacdo de proteinas/peptideos e expressdo de
genes relacionados com autofagia durante a segunda fermentacéo e maturacao

de espumante

4.2.1. Dindmica da populacdo de leveduras e liberacé@o de proteinas/peptideos.

A segunda fermentacdo de espumantes apresenta uma série de caracteristicas que
tem exigido a selecdo de cepas especificas de leveduras (S. cerevisiae) capazes de
sobreviver e fermentar em condicdes de estresse (elevado conteddo de etanol, pH baixo,
limitacdo de nitrogénio e outros nutrientes, aumento progressivo de pressédo, entre
outras) (Torresi et al., 2011). Porém, mesmo cepas selecionadas tem a sua viabilidade
reduzida e sofrem processo autolitico ao longo da segunda fermentacdo e
principalmente, durante o periodo dito de maturacdo ou envelhecimento de espumantes
(Ribereau-Gayon et al., 2006). A autdlise de leveduras estd associada a um processo

autofagico que, através do reciclo inicial e posterior degradacdo de componentes
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celulares essenciais, leva a lise celular (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006). O
processo autofagico/autolitico é considerado de grande importancia na producdo de
espumantes, pois os constituintes celulares liberados contribuem de forma positiva para
as caracteristicas organolépticas do produto final (Nunezetal., 2005; Alexandre &
Guilloux-Benatier, 2006; Ribereau-Gayon et al., 2006).

No presente estudo foram utilizadas as leveduras presentes no vinho espumante,
que foram quantificadas por plagueamento (UFC/mL) e contagem microscopica (n°
células/mL). Conforme pode ser apreciado na Figura 6A, as células de leveduras foram
adicionadas ao vinho base na populagdo de 9,0x10® UFC/mL, passando por uma fase
lag de 7 dias a partir da qual ocorreu uma fase de crescimento mais intenso atingindo o
maximo de 4,5x107 UFC/mL aos 30 dias. Na sequéncia, observou-se um rapido
decréscimo do numero de UFC (81,4% aos 60 dias e 99% aos 90 dias). A curva de
crescimento (Figura 6A) coincide com as curvas de agucares totais e etanol (Figura 3 A
e D), porém o nimero de UFC/mL decresce rapidamente antes mesmo do esgotamento
do acucar, indicando que o término da fermentagcdo ocorre por acdo de uma pequena

quantidade de leveduras viaveis remanescentes.
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Figura 6- Dindmica da populacdo de leveduras durante a segunda fermentacdo e
maturacdo/envelhecimento de espumantes. (A) Unidades Formadoras de Coldnias

(UFC/ml) e (B) quantificacdo microscopica de leveduras.

Quando avaliada a populacdo através de contagem microscopica observou-se
fase lag de 7 dias e rapido crescimento até os 30 dias (Figura 6B), corroborando os
dados obtidos pela contagem de UFC/ml (Figura 6A). Fase exponencial de aumento
populacional até aproximadamente 30 dias na segunda fermentagdo de espumantes tem
sido constatada em trabalhos prévios (Penacho et al., 2012). O numero de células
manteve-se constante até os 90 dias apesar do decréscimo evidenciado no nimero de
UFC/mL, indicando que neste periodo ocorre importante reducdo da viabilidade celular.
Amostras retiradas apés a fermentacdo (135 a 360 dias) exibiram diminui¢do do nimero
de células evidenciaveis microscopicamente, o que em principio indica lise celular.

O processo de autdlise ocorre durante a producdo de vinhos espumantes
normalmente pelo método tradicional. No entanto, segundo diversos autores classicos
(Ribereau-Gayon et al., 2006), é um processo lento e somente tem inicio quando o0s
acucares e outros nutrientes sdo consumidos. Devido a isso, as células de leveduras

esgotam suas reservas internas de energia, uma vez que estas ja estdo esgotadas, a
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degeneracdo das células e o processo de autdlise iniciam (Torresi et al., 2011). Muitos
estudos realizados em vinhos espumantes tém focado a analise de compostos liberados
pelas leveduras durante o processo de hidrdlise. Entre eles, os peptideos e aminoécidos
livres tém sido considerados os melhores marcadores de atividade proteolitica em
leveduras (Martinez-Rodriguez et al. 2002).

As proteinas e as manoproteinas estdo presentes em pequenas quantidades no
vinho, mas contribuem para a sua qualidade, pois elas sdo parcialmente responsaveis
pela sensacdo de “corpo” e podem ligar-se com 0s compostos volateis retendo o aroma
em vinhos. Em vinhos espumantes as proteinas e manoproteinas tem efeito sobre a
estabilidade e qualidade da espuma (Luguera et al., 1998; Moreno-Arribas et al., 2002,
Moreno-Arribas et al., 2000).

Visando acompanhar o sistema autolitico, foi avaliada a quantidade de
proteinas/peptideos acumulados no espumante ao longo do processo fermentativo e
maturagdo/envelhecimento através do método de Bradford. Conforme pode ser
observado na Figura 7, o vinho base apresentou uma concentracdo inicial de
proteina/peptideos da ordem de 360 mg/L, a qual pode ser considerada normal para
vinhos nédo clarificados com bentonite (Vicenzi et al., 2005). Durante a fermentacéo
houve uma pequena reducdo da quantidade de proteinas no vinho, geralmente atribuida
a atividade proteolitica, mesmo que reduzida, da levedura no periodo. Porém, um
aumento importante da concentracao de proteinas/peptideos foi detectada entre os 90 e
135 dias, mantendo-se praticamente constante apés este periodo (Figura 7). O aumento
da quantidade de proteinas/peptideos no vinho corresponde ao periodo de reducdo do
numero de leveduras (Figura 5B), indicando que 0 mesmo deve estar relacionado com a

autofagia/autolise do microrganismo. A relacdo direta entre autolise e liberacdo de

51



peptideos/aminoacidos em vinhos tem sido contatada por diversos autores, como Garcia

Martin et al. (2013).
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Figura 7- Teor de proteinas/peptideos durante 360 dias de acompanhamento em vinhos

espumantes.

Durante o envelhecimento do vinho espumante sobre as borras, Martinez-
Rodriguez et al. (2002) evidenciou que a estirpe da levedura utilizada na refermentacao
influencia no teor de aminoacidos livres e peptideos. Também foram detectadas trés
etapas no envelhecimento de vinhos com leveduras: na primeira, os aminoacidos e as
proteinas diminuem e os peptideos sdo liberados, na segunda fase, ha uma liberacédo de
compostos nitrogenados utilizados como nutrientes para as celulas viaveis e nesta fase
podem existir células mortas. Nesta fase também é detectada uma atividade de protease
intracelular e as proteinas sdo degradadas em peptideos que sdo hidrolisados em
aminoacidos. Na terceira fase, ndo estdo presentes células viaveis e as proteinas e
peptideos sdo liberados devido a atividade enzimatica ainda presente.

Segundo Zhao & Fleet (2003), a autdlise das células de leveduras ocorre depois

de terem finalizado seu ciclo de vida e entrarem na fase de morte, sendo caracterizada
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pelo aumento de permeabilidade da parede celular, alteracdo da porosidade de
membrana, hidrolise enzimatica de macromoléculas e, consequentemente

extravasamento dos produtos da degradagdo para o meio exdgeno.

4.2.2. Expressdo de genes envolvidos no processo autofagico.

As leveduras que participam na segunda fermentacdo da elaboracdo de
espumantes contribuem com as propriedades organolépticas do produto final de duas
maneiras ao longo do processo. Inicialmente, as leveduras contribuem através da
transformacéo do aclcar em etanol e gas carbdnico (tomada de espuma), assim como na
producdo de diversos metabdlitos oriundos da fermentacdo e biotransformacdo de
precursores ainda presentes no vinho base. Apds a segunda fermentacdo, durante a
maturacdo ou envelhecimento sobre as borras (sur lie), as células de levedura liberam
manoproteinas e outras moléculas, incluindo precursores aromaticos, através da sua
autofagia/autolise. Muitos destes compostos contribuem positivamente para o aroma,
paladar e caracteristica da espuma (Charpentier & Feuillat, 1993; Martinez-Rodriguez et
al., 2001; Alexandre & Guilloux, 2006), o que torna importante a maturagdo ou
envelhecimento de espumantes, seja no sistema tradicional (champenoise) ou no sistema
Charmat, por periodos que variam de 9 meses a mais de um ano (Cebollero & Gonzalez,
2006).

A autofagia é um processo complexo de passos multiplos, que envolve um
amplo conjunto de genes (>20 genes ATG) que mediam passos chaves da inducéo
autofagica a fusdo vesicular e degradacdo de autofagossomos (Nakatogawa et al., 2009).
Os niveis de autofagia sdo limitados em condicBes que satisfazem os requerimentos
nutricionais da célula, mas podem ser induzidos frente a distintos estimulos como

estresse de nitrogénio, de carbono, desidratacédo, entre outros (Takeshige et al., 1992;
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Singh et al., 2005; Nakatogawa et al., 2009), encontrados individualmente ou em
conjunto durante a segunda fermentacao de espumantes.

Neste contexto, visando avaliar a autofagia durante a segunda fermentacdo de
espumantes foi analisada, através de gRT-PCR, a expressdo relativa de um conjunto de
10 genes chave do processo de micro e macroautofagia (Figura 8). Para tanto, foram
escolhidos quatro momentos durante a fermentacdo de acordo com os resultados das
analises basicas (Figura 3) e numero de leveduras (Figura 6), quais sejam, periodo lag
(7 dias), meio da fermentacdo (30 dias), final da fermentacdo (60 dias) e inicio do

envelhecimento (90 dias).
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cerevisiae. As proteinas correspondentes aos genes avaliados encontram-se destacadas

(adaptado de Song & Kumar, 2012).

Os resultados de expressdo relativa, utilizando como referéncia o inicio da
fermentacdo (7 dia) sdo apresentados na Figura 9. A escolha do tempo 7 como controle
estd associada ao fato de que no intervalo de 0 a 7 dias as leveduras adaptaram-se ao
estresse imposto pela elevada concentracdo de etanol (10°GL) e apenas iniciaram 0
crescimento populacional, ndo sofrendo ainda os efeitos de estresse fermentativo e de
limitacdo na disponibilidade de nutrientes. Por outro lado, as amostras de “Tempo 0”
correspondem a levedura seca comercial reidratada ainda com efeito do estresse

imposto pelas condi¢bes de desidratacdo e reidratacdo, que de acordo com estudo
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realizado por Singh et al. (2005) estimulam a transcri¢cdo de genes relacionados com a
autofagia. Neste sentido, os resultados apresentados na Figura 9, mostram que 7 dos 10
genes avaliados apresentam expressdo aumentada nas leveduras reidratadas (indculo)
em relagdo com as leveduras da fase lag (7 dias), corroborando os dados de Singh et al.
(2005).

Conforme pode ser observado na Figura 9, o gene ATG1 apresentou importante
aumento de expresséo aos 30 dias e 60 dias e novo aumento aos 90 dias. O gene ATG1
codifica uma Ser/Thr quinase (Atgl quinase) que junto com os Atgl3 e Atgl7 forma um
complexo Atgl-Atgl3-Atgl7 (Figura 8) que atua no passo inicial da formagdo de
autofagossomos através do direcionamento de outras proteinas importantes para a
formacdo do complexo PAS. O complexo Atgl-Atgl3-Atgl7 é induzido pelo inibidor
de Ser/Thr proteina quinases Torcl (Target Of Rapamycin) que responde direta ou
indiretamente a diversas condi¢Ges de estresse nutricional, como a deficiéncia de
nitrogénio (Nakatogawa et al., 2009).

O complexo Atgl-Atgl3-Atgl7 atua tanto no ciclo Cwvt, dita microautofagia ou
autofagia seletiva, como na macroautofagia (Huang & Klionsky, 2002; Mizushima,
2007). O aumento da expressdo de ATG1 aos 30 dias € acompanhado pelo aumento da
expressdo de APEl1 e AMS1 (Figura 9), genes que codificam o precursor da
aminopeptidase 1 e da alfa manosidase 1, ambas transferidas para os vacuolos através
do sistema PAS e responsaveis pela degradacdo de proteinas e oligossacaridios,

respectivamente (Thumm, 2002).
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Figura 9— Expressdo de genes associados ao processo autofagico de S. cerevisiae

durante a segunda fermentacio de espumantes. Expressdo relativa (2°22CT) utilizando 7

dias como padrédo ou controle.

O aumento de expressdo de ATG1, APE1 e AMS1 aos 30 dias indica que apesar

da presenca de acucar (Figura 3) e do elevado numero de leveduras viaveis (Figura 6),

as leveduras ja comegam a induzir um processo autofagico, possivelmente decorrente de

efeitos de estresse impostos pela limitacdo na disponibilidade de nitrogénio assimilavel,
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entre outros. De maneira semelhante, os genes ATG4, ATG5, ATGS8, ATGY, ATG11,
ATG19 e VPS34 exibem aumento de expressdo a partir dos 30 dias atingindo o maximo
sobre o final da fermentacdo ou no inicio do envelhecimento (90 dias) quando o nimero
de células vidveis ja apresenta importante reducdo (Figura 6) e a disponibilidade de
nutrientes diminui e outros efeitos de estresse aumentam.

O gene ATG8 codifica uma proteina semelhante a ubiquitina envolvida na
formagdo vesicular na microautofagia e formacdo de autofagossomos na
macroautofagia, e o gene ATGS5 codifica uma enzima de conjugacdo implicada na
formacéo dos autofagossomos. O processo de formacao e expansdo dos autofagossomos
(macroautofagia) requer dois sistemas semelhantes a ubiquitina, o complexo Atgl2-
Atg5-Atgl6 e Atg8-PE (fosfatidiletanolamina), ambos ativados por Atg7 (Song &
Kumar, 2012). Atg4 remove a arginina carboxi-terminal (Argll7) de Atg8 para a sua
maturacdo, além de participar na clivagem da ligacdo Atg8 e PE ap0ds o acoplamento nas
vesiculas (Huang & Klionsky, 2002; Chem & Klionsky, 2011).

As proteinas codificadas pelos genes ATG9 (proteina integral de membrana) e
VPS34 (fosfatidilinositol-3 quinase) estdo envolvidas na formacdo do complexo PAS.
De acordo com o modelo proposto por Kovacs et al. (2007), a proteina Atg9 participa
no transporte de lipidios para a sintese “do novo” de membranas (fagoforo) que
comporéo o autofagossomo. Enquanto a fosfatidilinositol-3 quinase tem papel essencial
na nucleacdo vesicular durante a autofagia (Chem & Klionsky, 2011). A Atg9 ¢
carregada por Atgll para o complexo PAS, sendo necessario para tanto o citoesqueleto
de actina (Nagakawa et al., 2009).

Atgl9 atua como receptor de Apel e de Amsl no citosol para formacdo do
complexo Cvt que na sequéncia se associa com as membranas vesiculares para

finalmente ser transferido ao sistema vacuolar (Baxter et al., 2005).
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Como um todo, os dados obtidos corroboram com os resultados de Cebollero et
al. (2005) e Cebollero & Gonzalez (2006) que atraves do uso de mutantes em genes
chave do sistema autofagico, andlises de microscopia eletronica e identificacdo de
vacuolos, e uso do marcador Ald9, mostraram que o processo autofagico das leveduras
durante a segunda fermentagédo de espumantes inicia-se mesmo antes do esgotamento do
acucar. Da mesma forma, utilizando microarray e qRT-PCR do gene ATGS8, Penacho et
al. (2012) evidenciaram aumento da expressdo de alguns genes do sistema autofagico
com hiperexpressao de ATG8 (~28x) ja no meio da segunda fermentacdo. Comparando
as respostas com aquelas obtidas em experimentos de primeira fermentacdo vinica
(Alexandre et al., 2001; Tai et al.,, 2007), propuseram que a inducdo precoce da
autofagia esta principalmente associada ao efeito estressante produzido pela elevada
concentracdo de etanol e baixa temperatura caracteristicas da segunda fermentacdo de
espumantes.

A expressdo de varios genes relacionados com a autofagia evidenciada no
presente trabalho (Figura 9) indicam que tanto a micro quanto a macroautofagia sao
induzidas ainda na fase fermentativa com aumento da macroautofagia sobre o final da
segunda fermentacdo (Figura 3) acompanhando a reducdo de viabilidade (Figura 6),
iniciando-se a partir do terceiro més um rapido processo de autdlise que se estabiliza

entre 0 quarto e quinto més (Figura 6B e 7).
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais obtidos no presente trabalho é possivel

concluir que :

1-

A segunda fermentacdo de espumantes apresenta uma fase inicial de adaptacdo
de 7 dias seguida por importante incremento do teor alcodlico até os 30 dias.
Durante a fermentacdo e maturacdo ocorre reducdo da acidez total e aumento da
acidez volatil que se refletem em aumento do pH no produto final, atingindo pH
de 3,36 aos 360 dias.

Variagdo significativa na concentracdo de distintos compostos aromaticos foi
observada ao longo da segunda fermentacdo e maturacdo de espumantes, com
excecdo dos compostos volateis 2-metil-1-butanol, hexanol, cis-3-hexen-1-ol,
acido isobutirico, &cido butirico, acido isovalérico e 2-fenil-etanol. De um modo
geral, observou-se reducdo de ésteres ao longo da maturacdo, especialmente a
partir dos 90 dias, o que deve se refletir em perda de frescor e aromas
frutais/florais.

Analise multivariada com base na concentracdo de compostos aromaticos mostra
gue 0 espumante apresenta mudancas importantes durante a fermentacdo e apds
0s 270 dias, estas Ultimas caracterizadas por reducdo no conteido de 1-propanol,
2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, octanoato de etila, acido decanoico e acido
dodecandico, e aumento de dietil succinato, dodecanoato de etila e feniletanol.

O dietil succinato aumenta de forma linear durante a segunda fermentagédo e
maturacao (até 360 dias) e pode ser um importante marcador para avaliacdo de

tempo de maturagdo em espumantes.
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5-

De um modo geral, o contedo de compostos fendlicos totais no espumante
aumenta durante a segunda fermentacdo e maturagéo/envelhecimento, podendo
acarretar alteracdo indesejavel da cor.

A populagdo de leveduras (UFC/ml) exibe importante aumento durante o
periodo fermentativo com reducdo abrupta (~80%) nos 30 dias seguintes. Por
outro lado, o nimero de células se mantem constante dos 30 aos 90 dias, com
reducdo posterior indicativa de autdlise. A redu¢do no numero de células
integras € acompanhada por aumento na concentracdo de proteinas/peptideos no
vinho.

A avaliacéo da expressdo de um conjunto de genes relacionados com a autofagia
indica que tanto a micro quanto a macroautofagia sdo induzidas ainda na fase
fermentativa com aumento da macroautofagia sobre o final da segunda

fermentacdo, acompanhando a reducdo de viabilidade.
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