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Pao e Bebidas Fermentadas sao relatados desde o inicio dos registros historicos

O homem reconhece que a elaboracéo cotidiana do vinho comeca
com o0s assentamentos das populacdes ndmades e o0 nascimento da

agricultura (7.000 a.C.)

1970 se encontrou em Godin Tepe, Ira, uma anfora de 3.500 a.C

Sendo que o processo de fermentacao tinha varias explicacoes:



Varios trabalhos contribuiram para esse estudo sendo um dos
principais o desenvolvido por Pasteur demonstrando que as

leveduras encontravam-se na casca das uvas e transformavam

espontaneamente o agt]car.

Desde Pasteur inumeros trabalhos tem sido desenvolvidos no progresso da
microbiologia, bioguimica, biologia genética e molecular de leveduras e de

elaboracao de vinhos.



ELABORACAO DE UM VINHO

FERMENTACAO TUMULTUOSA

Leveduras

Bactérias



Reino Monera




As leveduras, como os bolores, séo fungos, mas deles se diferenciam por se
apresentarem, usual e predominantemente, sob forma unicelular.

Uma levedura tipica consta de células ovais, que se multiplicam assexuadamente
comumente por brotamento ou gemulacéao.

Como células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapidamente do
gue os bolores.

Também sédo mais eficientes na realizacao de alteracdes quimicas, por causa da
sua maior relacao area/volume.

A maioria das leveduras, néao vive no solo mas adaptou-se a ambientes com alto
teor de agucares, tal como néctar das flores e a superficie de frutas (UVA).

As leveduras também diferem das algas, pois nao efetuam a fotossintese, e
igualmente nao sao protozoarios porque possuem uma parede celular rigida.

Sao facilmente diferenciadas das bactérias em virtude das suas dimensdes maiores

e de suas propriedade morfologicas.
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Embora apresentem uniformidade morfolégica, ou melhor,
sao diferenciados de acordo com caracteristicas
morfolégicas e mais de acordo com as caracteristicas
fisiologicas.Formam um grupo complexo e heterogéneo
dividido em trés classes caracterizadas pela forma de sua

reproducéo: Basidiomicetos, ascomicetos e deuteromicetos.




Dominio:  Eukaryota

Reino: Fungi

~1lo: Ascomycota

Classe.: Saccharomycetes
Ordem: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género:.  Saccharomyces

Espécie. S. cerevisiae



REPRODUCAO

ASSEXUADAMENTE SEXUADAMENTE
Ascomicetos Meio hostil
Multiplicacao vegetativa Células dipldides
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CITOLOGIA LEVEDURA

Cell wall

Membrane E;;is Periplasmic space
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Fig. 1.1. A yeast cell (Gaillardin and Heslot, 1987)
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Xxx = the nature of the bond is not known



MANOPROTEINAS

Melhor estabilizacdo da coloracdao e melhoria nas caracteristicas gustativas, pela

complexacédo dos taninos, manoproteinas e antocianas, tornando mais agradaveis

ao paladar e também aumentando a estrutura e redondez do vinho.

Agem também sobre o0s compostos aromaticos mudando as caracteristicas

sensoriais dos vinhos elaborados de diferentes formas.

O uso de manoproteinas € uma ferramenta de vital importancia na melhoria da

gualidade dos vinhos, conferindo-lhes caracteristicas de docura aromatica,



MEMBRANA PLASMATICA

Barreira altamente seletiva que controla as trocas entre o meio externo e a

célula, sendo essencial para a vida da levedura.

Polar head: phosphorylated alcohol

i Hydrocarbon tails: fatty
|

/ acid chains

Fig. 1.6. A membrane lipid bilayer. The integral
proteins (a) are strongly associated to the non-polar
region of the bilayer. The peripheral proteins (b) are
linked to the integral proteins
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Fig. 1.7. Principal yeast membrane sterols
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ACIDOS GRAXOS

Oleic acid (C,g, unsaturated)

Fig. 1.8. Molecular models representing the three-di-
mensional structure of stearic and oleic acid. The cis
configuration of the double bond of oleic acid produces
a curvature of the carbon chain



Transporte de acUcares para o interior da célula

6
= —(0— low affinity
=11
5 0 transport
Z 9] system activity
-

—»— high affinity
44 transport
system activity

21 Q\E
_J_\];
|

* " e .

0 1 1 T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Length of the fermentation as a decimal of total time

[

ed (mmol/h/e di

Glucose penetration spe

Fig. 1.9. Evolution of glucose transport system activity
of S. cerevisiae fermenting a medium model (Salmon
et al., 1993). LF = Length of the fermentation as a
decimal of total time GP = Glucose penetration speed
(mmol/h/g of dry weight) O = Low affinity transport
system activity * = High affinity transport system
activity

Baixa afinidade

independe Hexoquinase

Alta afinidade depende
Hexoquinase e é

reprimido pela glicose



CITOPLASMA
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A CELULA EUCARIOTICA
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A CELULA EUCARIOTICA
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Ecologia da Uva e das leveduras

No inicio de um processo de elaboracao de vinhos, diversas especies encontram-se

presentes, sendo que a biodiversidade depende de inumeros fatores como:

Variedade da uva, Estagio de colheita, tratamentos antifingicos, condicoes

climaticas da safra, desenvolvimento de pragas e de praticas culturais no vinhedo.

Contato das uvas e do mosto durante a colheita, transporte e em particular
as operacoOes durante a vinificagcéo que influenciam significativamente na

distribuicdo das leveduras no inicio da fermentacé&o alcodlica



Diferentes espécies de leveduras participam da fermentacao alcoolica espontanea

Usualmente:

Kloeckera, Hanseniaspora e Candida predominam no inicio da fermentacé&o alcoolica

Pichia e Metschnikowia no meio da fermentacao e

Saccharomyces cerevisiae predomina nas etapas finais devido a sua grande

resisténcia a altas concentracoes alcoolicas

Torulaspora, Kluyveromyces, Schizosacchaomyces, Zygosaccharomyces and
Brettanomyces

Problematicas causam defeitos a qualidade do vinho



FATOR KILLER

Certas cepas de leveduras secretam proteinas toxicas

Fig. 1.17. Identification of the K2 killer phenotype in
S. cerevisiae. The presence of a halo around the two
streaks of the Killer strain is due to the death of the
sensitive strain cultivated on the medium



A caracteristica killer € um fator importante para leveduras utilizadas na industria de
bebidas fermentadas, principalmente para a vinificagdo. No processo fermentativo,
pode haver contaminacéo, causando possiveis limitacdes qualitativas.

Tal caracteristica ocorre somente em alguns microrganismos, por isso, € fundamental
encontra-la em leveduras que atuam na fermentacao alcoodlica das uvas, no intuito de
preservar a qualidade dos vinhos.

O fenbmeno Kkiller caracteriza-se por produzir exotoxinas com atividade
antimicrobiana, que sao mediadas por receptores de parede especificos da célula em
microrganismos suscetiveis. Estas leveduras estdo aptas a destruir células e atuam
em organismos da mesma espécie ou espécies distintas, que sao caracterizadas por
estarem presentes em substratos com alta concentracdo de acUcar e baixo pH.

(POLONELLI et al., 1991).



A atividade killer, de acordo com Somers e Bevan (1969), corresponde a producao de proteinas
de baixo peso molecular que s3o letais as leveduras sensiveis. Suas toxinas killer possuem
massa molecular que varia de 18 a 300 kDa, dependendo da espécie de levedura (SOARES;
SATO, 2000).

A capacidade de producao de toxina killer pode representar uma vantagem seletiva entre
espécies competidoras em um mesmo habitat (SATO et al., 1993). Esta caracteristica foi
descrita pela primeira vez em linhagens de laboratério de Saccharomyces cerevisiae por Bevan
e Makower, 1963. Foi proposto que certas cepas de S. cerevisiae podiam ser classificadas em

trés fenotipos: killer, sensivel e neutra.



Quando células killer e sensiveis cresciam em um mesmo meio de cultura, uma grande
proporcao das células sensiveis era destruida. As células neutras ndo matavam células
sensiveis, nem eram mortas por células killers (BRITES, 2003). Contudo, as toxinas
produzidas pelas leveduras killer sdo sensiveis ao calor e a protease e dependentes das
condicdes do pH e oxigénio (WOODS; BEVAN, 1968; VAZ et al., 2002).

De acordo com (VAZ et al.,, 2002), a obtencdao de uma levedura que reuna as
caracteristicas de boa fermentadora e atividade killer, € de grande importancia para a
industria de bebidas alcodlicas, pois estas leveduras tém a vantagem adicional de
eliminar leveduras contaminantes sensiveis durante o processo fermentativo.

Assim, proporcionariam melhor qualidade aos produtos originados da fermentacao,

como o vinho.
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Fig. 1.18. Yeast growth and survival curves in a grape juice medium containing killer toxin (Barre, 1992): %, 10%
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Table 1.2. Physiological characteristics of the principal grape and wine yeasts (Barnett er al., 1990)

Candida stellata

Candida vini

Candida famata

Dekkera anomala

Dekkera bruxellensis
Hanseniaspora uvarum
Metschnikowia pulcherrima
Pichia anomala

Pichia fermentans

Pichia membranefaciens
*Saccharomyces cerevisiae
Saccharomycodes ludwigii
Kluyveromyces thermolerens
Schizosaccharomyces pombe
Zygosaccharomyces bailii
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*Saccharomyces cerevisiae
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Table 1.3 Evolution of the nomenclature for the Saccharomyees genns, 1952 -1 590

1952; The Feasis,
a Tarowmomsls Sudv—]
(Loadder and KreggerVm Rij)

1970; The Yrass

a Taxomomsc Stadv—11
(Lodder]

19654 ; The Ymas,
a Taxomomic Sudy—I11
(% )

20061 ; Feasts (Barneit & &)
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Key events in winemaking
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Bioquimica da fermentacao alcoodlica e Rotas metabdlicas das leveduras

Fermentacao alcoodlica € a transformacao anaerobica de agucares, principalmente

glicose e frutose pelas leveduras

CeH120g — 2 CH3CH-OH4+  2C0s,

Hexoses Ethanol Carbon dioxide

Contudo € um processo muito mais complexo e muitos outras reagdes ocorrem
simultaneamente e outros compostos sao produzidos

Alcoois superiores, ésteres, glicerol, acido succinico, diacetil, acetoina e 2,3-
butanediol



Desenvolvimento das leveduras durante a fermentacao alcoolica
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CATABOLISMO E ANABOLISMO
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e Leveduras desidratadas

e Metabissulfito



Condicdes para o desenvolvimento de leveduras e fermentacéo alcodlica

1. Fontes de carbono: Glicose e frutose entre 170 e 220 gramas/Litro de mosto;

2. Fontes de Nitrogénio 0,1 — 1,0 g /L de mosto somente ¥4 do que a uva contem e

é dividido em (3—10% nitrogenio amoniacal), amino acidos (25-30%), polipeptideos

(25—40%) e proteinas (5-10%).

Table 3.2. Available nitrogen content (NHy* and free amino acids expressed in
mg/l) in musts from Bordeaux vineyards (1996—1999 vintages) determined by the

formol method (Masneuf ef al.. 20000)

White Red

Botrytized

Number of samples 32 35
Minimum value 36 46
Maximum value 270 354
Mean |81.9 157
Standard deviation 32 a5

Deficient musts (%) <140 mg/l 22 49

9
17
157
828
9
3t




3 - Minerais

k-0 2348
Na,O 0.06-2.2
CaO 1.0—-4.5
MgO 3.7-8.5
Fex 05 0.06-7.3
P,0s 45-59
S50, 0.4-6.3
5105 0-1.8
Cl 0.03-1.0

E outros como traco : Al, Br, Cr, Cu, Pb, Mn, Ag, Sr, Ti, Sn, Zn, etc.



Ativantes de fermentacao

)

I
HHH‘ H?‘-IH
HC—— CH

H,i CH (CH,), COOH
M
5
Biotin

CH,O0H

ot
HE]—(.'; \ML'— CH,OH

H,C—C CH

%Hf

Pyriconine

OH H

| |

C C
H | | OH
| H H |
C O
| OH H |
HO | | H

C C

| |

H OH

Mesodmositol

Fig. 3.4. Yeast growth factors

CH,
N—C— NH,
! —C—CH,— CH,OH
HC—C  C—CH—N _ -
N - .%L'H 5
N=—CH
Thiamine
CH;
HOCH, — C— CHOH— 0 — NH—CH, — CH,— COOH
CH,
Pantathenic acid
CH,OH
(CHOH);
CH,
1|| |
CH, . 0
] . N N
7N N =~
HC C— CONH,
P NH
e ;
mJ.‘ l.Lu CH S N o
, |
Nicotinamide o
S Ribaflavia



Table 3.5, Maximum and minimum growth factor con-
centrattons (/) in musts and wines { Eibéreau-Gavon

et al., 1975a)

Wines
Yitamins Crrape musts Whites Reds
Thiamine | GO—450 258 | 05245
Fiboflavin 3—60 E—-133 047-19
Pantothenic 5-1.4 0.55-1.2 L13-0.68
acid
Pynidoxine 0 16-0.5 0. 12067 O13-0.68
MNicotmamide 0.68-2.6 4413 LTo—-1.7
Biotin |.5—-4.2 | -3.6 .G6—4.6
Mesomositol AB0-T10 220-7340) 200334
(mg]
Cobalamine 0 0-0.16 0.04-0.10
Choline 1939 1927 20—-43




Fatores de sobrevivéncia

HiC . CH

CHs  Ergosterol CyHyD

HC .~ CH;
HLC
Py CHz Zymosterol CoqHy0

Oleanolic acid CaHe05

CH — (CHy); — CHs
CH—(CHy); — COOH

Cileic acid E|HH3_1[:']

Fig. 3.5. Structure of some steroids and fatty acids playing a role in yeast growth



Table 3.4. Sterol concentrations in yeasts during alcoholic fermentation of grape must (Lame ef al., 19807

Conditions Constant asration Anacrobiosis
C +E +0A C +E +HrA
Day 2
Fermented sugar (g1) 30 X7 24 37 36 23
Sterols (% of dry weight) 270 2.80 2.30 1.60 |40 .70
Viable cells { 10%/ml) 22 20 17
Day 5
Fermented sugar (g/1) 116 101 95 113 111 |05
Sterols (% of dry weight) | .50 1.9 0.6 1. 10 .40
Viable cells { 10%/ml) 13 I 12
Day 9
Fermented sugar (g1) 187 | 75 164 169 | 54
Sterols (% of dry weight) 1.20) .10 0.7 040 | .00 0.30
Viable cells { 10%/ml) 5 7 5
End of fermentation
Fermented sugar (g/1) 256 M4 211 170 199 |85
Sterols (% of dry weight) | .0 0.80 040 0300 .60 0.20
Viable cells { 10%/ml) 0.05 0.5 0.1
C = control must; +E = ergosterol (25 mafdy, +0A = oleanolic acid (50 maf).
Must sugar concentration afier addition: 250 g2/1; active dry yeast: Saccharowryces cerevisiae; initial sterol concentration: 1.5%; inikial

population: 2.2 = 10° cellsmi.
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Efeito Pasteur

Pequenas concentracdes de aclcar alevedura ou respira ou fermenta

Efeito Crabtree

Altas concentracdes de acucar as enzimas da respiracao sao inibidas e a

levedura somente faz fermentacao alcoodlica



Metabolismo de Compostos Nitrogenados
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Existem dois tipos de transporte de amino-acidos
1- Uma permease geral que transporta todos os aa e € reprimido pelo céation
amonio (apds metade da fermentacao)

2- Permeases especificas (11) e os cations amonio nao limitam sua atividade

A maior parte dos aa sao consumidos do mosto na fermentacéao das primeiras
30 g de acucar

Alanina e arginina sao 0s principais aa encontrados no mosto

Leveduras nao utilizam Prolina

Ao final da fermentacéao varios mg de aa sao excretados



Catabolismo de Amino-acidos
O cation amoénio é essencial para sintese de aa para construcao de
proteinas porém nao ha concentracdo suficiente no meio .
Afortunadamente elas conseguem obter através de aa disponiveis
atraves de varias reacoes a mais comum é pela transferéncia de um

grupamento a-amino em a-ketoglutaric acid para formar glutamato.

. . c-ketoolutarate .
c-amino acid N 7 =8 - - o NADH + NH47
LI L

transaminase Glutamate

' J dehydrogenase
wketonic acid  # % Clutamate /% NAD* + H;0

Fig. 2.25. Oxidative deamination of an amino acid, cat-
alyzed by a transaminase and glutamate dehvdrogenase
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Fig. 2.26. Mode of action of pyridoxal phosphate (PLP) in transamination reactions. Formation of intermediary
products between PLP and aminotransferase or the amino acid substrate
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A consequéncia desse metabolismo gera alcoois superiores e ésteres

B
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l[l.'—liil ~ o= H [I‘—{j N II—Iqu.—'[J[{
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Fig. 2.28. Formation of higher alcohols from amino acids (Ehrlich reactions)

Alcoois superiores s&o produzidos pelo desvio do metabolismo dos aa. S&o

produzidos quando o0s ceto-acidos correspondentes sdo reduzidos por uma

descarboxilacéo a aldeidos e depois ao alcool correspondente.

Em geral apresentam limite de deteccao olfativo (OT) baixo.

Mas sao precursores de ésteres que apresentam grande impacto sensorial



A funcao fisiologica dos alcoois superiores produzidos pelas leveduras nao esta
ate o momento completamente elucidada, talvez seja somente uma excrecao
das mesmas. Ou um processo de desintoxicacao do meio.

Com excecéao do fenil-etanol que tem aroma de rosas, os demais em geral tem
odores ruins que lembram solventes.

Os parametros que aumentam a concentracdo de alcoois superiores sdo bem
conhecidos como elevado pH, temperatura de fermentacao elevada, aeracéo e
deficiéncia de aa e amonio, nessas condi¢cdes as leveduras tentam recuperar o

Nitrogénio assimiliavel pela transaminacao.



Tahle 2.4. The principal alcohols found in wine and their amino acid precursors

Higher alcohol Concentration in wine Amino acid precursos
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Esteres sdo sintetizados apartir da acyl-coA e &lcoois por enzimas alcool-
acylcoA transferases (Barre et al. 1998).

Basicamente ha dois tipos de ésteres nos vinhos:

Os acetatos de alcoois superiores sintetizados apartir de acetil-coA e
diferentes alcoois superiores apresentam aromas como cola (acetato de etila)
banana (acetato de isoamila ) ou rosas (acetato de fenil etanol)

Os ésteres de acidos graxos e etanol em geral apresentam aromas frutados
contribuindo positivamente para o aroma dos vinhos.

Outros ésteres como etil lactato e dietil succinato ndo apresentam impacto

sensorial em concentragdes normais



Alcoois superiores em espumantes

Alcool Variagdo de concentra¢ao (mg.L?)
1-Propanol 13,30 -27,0°
Iso-butanol 17,40 — 46,60°?

20,69°b

8,50-16,10¢

2-metil-1-Butanol 20,07 — 41,262

r\;f\ 0 I_Iﬁ\lf\lr'\ 1 f\l

Fenil-etanol

. Fenil-etanol 0,38-15,7¢
] 0,67-13,5¢

‘ \‘L a.POZO-BAYON et al. 2010; b.CAMPO; CACHO; FERREIRA, 2008;
——— c. RIU-AUMATELL et al. 2006; d. COELHO et al. 2009.



Composicao quimica do Vinho

Esteres

* Oriundos do processo fermentativo responsaveis pelo aroma
frutado;

e Baixas concentracdes, mas o efeito sinérgico aumenta o impacto olfativo;

* Encontram-se poucos ésteres na uva e seu maior representante é o
antranilato de metila, aroma FOXY;

O

o

e Podem ser classificados em dois grupos, os formados
enzimaticamente e os formados durante o processo de
envelhecimento pela reacao de esterificacao. NH,



Esteres em espumantes.

Composto *CAS-RN Aroma caracteristico relatado © Concentra¢do (mg.L?)
Acetato de etila 141-78-6 Frutado(<100 mg.L1), solvente, 31,68 — 69,50°
ba" *

- A~~~ ~ L

Isovaleriato de etila 97-64-3

Hexanoato de etila

Octanoato de etila 106-32-1

Decanoato de etila

DUTOrNIuogto uc corrog TOUT I T

Acetato de hexila 142-92-7

Acetato de isoamila

v,

a. POZO-BAYON et al. 2010; b. SUMBY et al. 2010; c. RIU-AUMATELL et al. 2006; d. CAMPO; CACHO; FERREIRA, 2008; e. AZNAR; ARROYO 2007;
CLARKE; BAKKER 2004; GOMEZ-MIGUEL et al. 2007; f. GURBUZ et al. 2006. n.d. ndo detectado
*CAS-RN Numero de identificagdo internacional de compostos quimicos
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Biossintese de outros subprodutos
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Fig. 1.9 Biosynthesis of the other subproducts



Etanal: também denominado acetaldeido,é um intermediario da fermentacéao
alcoodlica obtido da descarboxilacéo do piruvato € praticamente todo reduzido a

etanol.

Tem aroma caracteristico de vinho oxidado.
Também pode ser produzido a partir do etanol pela oxidacao biolégica ou quimica,
alguns vinhos como Fino e Manzanilla de Jerez, apresentam altas concentragoes

de etanal.




Diacetll, acetoina e 2,3-butanediol:

Produzidos pela condensacéao de etanal e piruvato produzindo acetolactato
Inicio da fermentacao Diacetil

Final da fermentacdo acetoina e 2,3-butanediol (borras)

PP

E"_n'mt'al-:L-_—)-
Y o,

- Acebolactate

TPP-C, T-

Pyruvate

\\\J-. €O,

NADH, H
Ha Y CH
Co CHy  mapm e NADT 7S
0 |:'I_"[-[.|:}H * ) I'T]-]':]H
| .
. — OO =" 3  CHOH
CH, - - | ]
NADH, H* \Y CH, CH,
NAD*
Diacetyl Acetoin 2. }-Butanadiol

Fig. 2.17. Acetoin, diacetyl and 2, 3-butanediol formation by yeasts in anaerobiosis. TPP = thiamine pyrophosphate;
TPP-C2 = active acctaldehyde



Condensacéao de Acetil CoA e acido piravico

COOH HO— CH— CHj
H.C—C— OH HO— C — COOH
CH, f[H_—,

COOH 0

Lajl

Fig. 2.18. (a) Citramalic acid and {b) dimethylglycenc
acid

0-300 e 0-600 mg/L



Producéo de acido acético pelas leveduras 100-200 mg/L
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Fig. 2.11. Acetic acid formation pathways in yeasis.
| = pyruvate decarboxylase; 2 = alcohol dehvdroge-
nase; 3 = pyruvate dehydrogenase; 4 = aldehyde dehy-
drogenase; 5 = acetvl-CoA hydrolase; 6 = acetyl-CoA
synthetase



Table 2.3. Effect of initial sugar concentration of the
must on the formation of secondary products of the
fermentation (Lafon-Lafourcade, 1983)

Initial Fermen- Secondary products
sugar ted sugar
(g/1) (g/l)

Acetic acid Glycerol Succinic acid

(g/l) (g/l) (g/1)
224 211 0.26 4.77 0.26
268 226 0.45 5.33 0.25
318 211 0.62 5.70 0.26
324 179 0.84 5.95 0.26

348 152 1.12 7.09 0.28
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Fig. 2.13. Correlation between volatile acidity produc-
tion and the maximum cell population in high-sugar,
botrytized musts
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Fig. 2.14. Effect of the available nitrogen content in
must (with or without ammonium supplements) on the
production of volatile acidity (initial sugar content:
350 pfl)



Acido acético é o principal acido volatil do vinho

Em altas concentraces apresenta aroma de vinagre e sensacao desagradavel
na boca.

Por essa razdo € um dos parametros analiticos mais importantes em enologia
Acido acético pode ser produzido tanto pelas leveduras como pelas bactérias
laticas e bactérias acéticas.

Mas normalmente Saccharomyces cerevisiae somente produz pequenas
quantidades durante a fermentacao alcoodlica (0.1-0.3 g/L).

Lentid&o e interrupcao da fermentacéo alcolica pode produzir grandes

guantidades



Formacéao de acido latico pelas leveduras

A partir do acido piravico 200-300 mg/L

COOH
|

H— C — OH
I
CH,



Degradacao do acido malico pelas leveduras

pH mais baixo degradacéo mais efetiva

COOH _
Malic CH;3 Pyruvate CH; Alcohol

CH, enzyme _ | decarboxylase ‘ dehydrogenase

/" x" T:D - CHO >
CHOH

Il.f ) ‘-,* CO, COOH CO,
cooH NAD NADH, H*
Malate Pyruvate Acetaldehyde

Fig. 2.19. Decomposition of malic acid by yeasts during alcoholic fermentation

10-20%

CHj

CH,OH

Ethanol



Acido succinico é quantitativamente o terceiro produto da fermentacéo alcodlica,

sendo que alguns autores sugerem que seja sintetizado pelo Ciclo de Krebs

Porém é bastante contraditério

O

OH
HO



Problemas de paralisacéo e lentidao de fermentacao : Causas e solucoes

Muitas vezes a fermentacéao alcodlica torna-se lenta proximo ao final do processo.
As leveduras reduzem drasticamente o consumo de agucares mesmo antes de
metabolizar todos os aclcares fermentesciveis. Quando isso ocorre 0s endlogos
deparam-se com dois problemas:

1.0 vinho nao esta pronto e algo deve ser feito para termina-lo

2. O risco de contaminacao bateriologica € muito alto, sendo que bactérias laticas

podem produzir grandes quantidades de acido acético.

As causas para essa paralisacéo tem sido objeto de iniumeros estudos (Larue et al.
1982; Ingledew and Kunkee 1985; Alexandre and Charpentier 1998; Bisson 1999).

E encontram-se resumidos nos proximos slides:



Elevadas concentracdes de acucar:

Inibe leveduras principalmente nos estagios finais da fermentacdo com

elevadas concentractes de etanol principalmente em vinhos tintos

Leveduras com alta resisténcia a etanol sao recomendadas.



Table 3.6. Effect of ethanol addition to must on fermentation (in limited acrobiosis at 25°C) (Ribéreau-Gayon ef al.,

1975a)
Alcohol Delay for Yeast Alcohol Alcohol Residual MNitrogen Glycerol
addition initiation of population content formed sugar assimilated { mmiall}
(% vol.) fermentation (10%/mi) attained {% wol.) (21} {mg/1)

{% waol)
+0 | day Bl 14.0 14.0 2 252 57
+2 2 days 67 15.6 13.6 il 23: 65
+6 4 days 62 18.2 12.2 15 194 72

+10 12 days 30 16.0 6.0 125 81 80
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Fig. 3.7. Evolution of Saccharomyvces cerevisige pop-
ulation in fermenting media containing different alco-
hol concentrations (A = 1.7% wvol; B=T7.0% wvol;
C =95% vol.. obtained by fermentation or alcohol
additions) {Geneix ef al., 1983). N; = cell count at time
t: Ng = cell count at start (approximately 107 cells'ml).
(I} non-fermented media A and B. (II) non-fermented
medium C. (1T} pre-fermented medium A (1Y) pre-
fermented medivum B. (V) pre-fermented medium C



Temperaturas extremas:

Temperaturas baixas no inicio podem levar a uma populacao de leveduras

deficiente.

Se for muito alta acima de 30° C corre o risco de ser interrompida .

Por essa razdo hoje em dia € necessario o controle da temperatura e sua

variacao brusca. Pois uma drastica queda de temperatura pode provocar rigidez

excessiva da membrana plasmatica



Table 3.10. Fermentation initiation speed and limits
according to temperature (Ribéreau-Gayon ef al., 1975a)

Temperature [nitiation of Alcohol content

fermentation attained (% vol.)
10°C 8 days 16.2
15°C 6 days 15.8
20°C 4 days 15.2
25°C 3 days 14.5
30°C 36 hours 10.2
35°C 24 hours 6.0

(Initial sugar concentration: approximately 300 g/l).

Table 3.11. Alcohol formation (% wvol.) according to
fermentation temperature (Miiller-Thurgau, 1884)

Sugar Potential Alcohol produced at

concentration  alcohol

(g/l) (% vol.) 9°C 18°C 27°C 36°C
127 7.2 7.0 6.9 6.9 4.2
217 12.4 11.8 11.0 94 4.8

303 17.3 9.9 9.1 1.7 5.1




Completa anaerobiose:

Oxigénio é necessario para sintetizar ergosterol e acidos graxos de cadeia

média MCFA.

Sem oxigénio as leveduras demoram muito para crescer e adaptar suas

membranas as condi¢cdes do ambiente, por essa razao a aeracao €

recomendada principalmente durante a fase de crescimento exponencial



Deficiéncia de nutrientes:

A auséncia de alguns nutrientes no mosto pode causar sérios problemas durante a
fermentacao, nitrogénio, vitaminas, minerais e etc podem estar deficitarios no mosto.
Por esta razao ativantes de leveduras sao usualmente utilizados nas modernas
vinicolas.

Os ativantes padrdes sao feitos com sais de amonio (fosfatos e/ou sulfatos) tiaminas
e sua aplicacdo e certamente muito util.

Contudo a dose de Nitrogénio no mosto deve ser cuidadosamente selecionada
levando-se em conta a concentracao inicial de Nitrogénio assimilavel e o potencial

alcodlico do mosto.



A adicao de Nitrogénio é mais efetiva se for adicionado em 2 ou mais etapas
combinadas com aeracao.
Doses:Inicio da fermentacdo, meio da fase parcialmente estacionaria (quasi-

stationary phase ) e a terceira no final dessa fase.

94 _
10 c — Viable cells
1087 e e Total cells
£ 107" d
o)
L 0% a: Latency phase
5 ;- b: Exponential growth phase
E 10 C: Quasi-stationary phase
é_ 1021 d: Decline phase
Q
@ 10%
&
> 10?7
10 -
0 >
Time

Fig. 1.1 Yeasts growth cycle



Nos ultimos anos uma nova geracao de ativantes tem surgido no mercado

com outras substancias interessantes como esterois, minerais, acido

pantoténico UFA, que s&o extremamente uteis no final da fermentacao



Presenca de substancias anti-fungicas:

Tratamento dos vinhedos com agroquimicos (Captan Dithane)

Respeitar as caréncias e cuidado na producao do pé de cuba



Presenca de MCFA:

Pode diminuir a viabilidade das leveduras e até interromper a fermentacao alcoodlica

Esse problema é mais relevante na elaboracao de vinhos brancos devido a

utilizacao de baixas temperaturas e pouca aeracao

Cascas de leveduras tem sido bastante Uteis para evitar esse problema, pois

absorvem MCFA do meio e fornecem esterois e UFA (unsatured fatty acids)

Pode ser usado de forma preventiva (20 g/hl)

Ou curativa (40-50 g/hl)






Dentre as causas de interrupcéao de fermentacao
Todas as causas citadas sao possiveis e podem prevenir que a fermentacao
alcodlica ocorra corretamente.
Contudo usualmente uma combinacao sinergistica de algumas dessas causas que
traz problemas para lentidao e interrupcao da fermentacao.
Se essas causas sao eliminadas os problemas estéo praticamente solucionados.
Contudo se algum tanque de fermentacé&o apresenta problemas a intervencao
tecnica deve ser a mais rapida possivel.
Aeracao abundante e a adicdo de cascas de leveduras podem resolver o problema.
Se a fermentacao parar as leveduras devem ser reinoculadas.
Sendo que a escolha da levedura e a forma como é pré-adaptada ao meio com

etanol é a chave do sucesso do in6culo.



Dekkera e Brettanomyces: Leveduras

nao Competitivas que Deterioram Vinhos

Por ser oportunista e por apresentar um carater ndo competitivo, estes
géneros permitem gque as demais leveduras atuem no processo
fermentativo.

ApOs esta fase, entram lenta e progressivamente em atividade, causando
sérios danos ao vinho.

Devido ao metabolismo, estes microrganismos podem provocar aumento
da acidez volatil e a formacao do 4-etil-fenol no vinho, levando a
depreciacao o produto final.

A acao deteriorante dos géneros Dekkera e Brettanomyces € de efeito

retardado.



O género Brettanomyces ja era conhecido, segundo Smith et al. (1990), desde

1904, quando Claussen, conseguiu isolar esta levedura a partir de cerveja inglesa

no final da fermentacao.

O nome Brettanomyces é uma aluséo ao termo “British“ devido ao uso de espécies

deste género na elaboracao de cerveja de aroma forte (Franson, 2001).

O vigor na formacao de acido acético, o crescimento lento em agar malte ou extrato de

malte, o curto periodo de sobrevivéncia, a freqiéncia de células ogivais e a auséncia de

ascosporos, permitiram agrupar os integrantes deste género em quatro espécies e duas

variedades (linhagens).



Dekkera

Este género apresenta, ao microscopio, células esferoidais a elipsoidais,
muitas vezes ogivais. Celulas ogivais sdo aquelas que mostram uma
estrutura semelhante a chama de uma vela nas extremidades. Podem
também ser cilindricas ou alongadas. A reproducéo vegetativa se da por

brotamento e exibe pseudomicelio.






Fig. 3. Células esferoidais de Defdera bruxeliensis (Fonte: Barnstt et al., 1990).



Brettanomyces

Este género nao forma asco, ou seja, se trata da forma imperfeita do género Dekkera.

Apresentam-se como células esferoidais, subglobosas a elipsoidais, ogivais, cilindricas e

alongadas. Sua reproducao se da por brotamento.

Por se tratar da forma imperfeita do género Dekkera, ndo possui fase sexuada e,

portanto, nao forma ascosporos. Pode formar pseudomicélio e micélio ramificado dando

uma visao unicelular por nao apresentar septos € nem invaginacoes.



Cellule di Brettanomyces sp.
osservate al microscopio elettronico
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Algumas caracteristicas importantes que Dekkera e Brettanomyces
exibem, sdo a formacao de acido acetico, a presenca do efeito Custer,
também chamado de efeito Pasteur negativo (Scheffers, 1966; Smith et
al., 1981), relacionada com deterioracéao de vinho.

A fermentacdo em condicOes anaerobicas desta espécie € estimulada por
substancias formadas por Sacch. cerevisiae durante a fermentacao da

glicose Sacch.cerevisiae.



Ou seja, 0 O2 pode ser substituido, no efeito Custer , por moléculas formadas

durante a fermentacdo da glicose (Scheffers, 1961). Isto explica o

desenvolvimento de Dekkera e Brettanomyces em vinhos onde a

concentracdo de O2 é praticamente nula. Se o metabolismo da levedura

dependesse apenas do O2, sua atividade estacionaria no momento em que o

O2 fosse completamente utilizado.

Observa-se que em garrafas de vidro, onde a troca de oxigénio entre o vinho

e 0 ambiente se restringe a rolha, a fermentacéo ocorre de forma persistente

com acumulo de CO2 no espaco livre da garrafa.



Problemas de ordem geral:

Alguns problemas causados por leveduras sdo de facil deteccao quando o vinho esta
pronto. Entre estes estao:

 Turbidez e formagao de névoa - as leveduras selvagens, além de causar turvacao,
podem formar sedimentos

» Formacao de filme ou pelicula - na presenca de ar, algumas leveduras podem
formar pelicula sobre a superficie do vinho. Outras podem até mesmo ascender
pelas paredes da garrafa.

» Atenuacao - Leveduras selvagens podem crescer as custas de fontes de carbono
gue normalmente Sacch. cerevisiae nao utiliza. Nestes casos, o teor de etanol pode

aumentar e formar aromas indesejaveis.



Problemas especificos potenciais e condi¢cdes para a sintese

microbiologica de fenois

Substancias fendlicas sao componentes classicos do aroma de vinhos. Entre estes estao
os vinil-fendis, nos vinhos brancos, e os etil-fendis, nos tintos (Dubois et al.,, 1971;
Etiévant, 1981; Boidron et al.,, 1988). Andlises efetuadas em vinhos brancos revelaram
gue apenas determinados vinhos continham vinil-fendis (Chatonnet et al., 1993).

O 4-vinil-guaiacol, além de ser mais agradavel, pois contribui para a intensidade
aromatica do vinho, conferindo-lhe nota floral, € mais facilmente percebido em vinhos
que o 4-vinil-fenol. Mesmo em concentragdes abaixo do limiar de percepcao, este ultimo

mascara a nota frutada do vinho branco (Chatonnet et al., 1993).



Vinhos contaminados com Dekkera ou Brettanomyces apresentam elevadas
concentracOes de acido aceético e se tornam turbidos. Nos casos mais graves, ha
formacao de derivados do tipo 2-acetil-2-etil-tetraidro-piridina e acetil-pirolina,
resultando em forte cheiro conhecido como "odor de rato" (Chatonnet et al.,
1999).

Outros componentes de odor desagradavel também sao encontrados neste tipo
de deterioracao. Entre estes componentes estdo oS que apresentam odores
fendlicos e animais, lembrando "couro" ou "urina de cavalo" em vinhos tintos.
Licker et al. (1998) apresentam varias descricbes para o aroma exalado pelo

vinho devido a acdo de Dekkera e Brettanomyces.



Entre estas estdo, estabulo, plastico queimado, suor de cavalo, couro molhado,
band-aid e animal molhado. Ha outras descricbes como tempero forte, fumaca,
cravo da india, fenol e remédio.

Na forma pura, enquanto o 4-etil-fenol exibe um aroma de Band-Aid, o 4-etil-
guaiacol exala aroma de madeira queimada, sendo, a presenca destes dois
componentes, fortes indicadores da presenca de Dekkera e Brettanomyces (Olsen,
2002).

Vinhos com estes atributos sdo considerados "Bretty". Este tipo de defeito tem sido

qualificado como simplesmente de carater fendlico dos vinhos tintos.



Tabela 3. Limiares de percepcao do 4-etil-fenol e 4-etil-guaiacol em
vinhos tintos e de 4-vinil-guaiacol e 4-vinil-fenol em vinhos brancos.
(Fontes: Chatonnet et al., 1992; Chatonnet et al., 1993).

Compostos volateis H,O Solucao LP (ug/L)
Hidroalcodlica
Modelo
Vinho tinto
4-etil-fenol 130 440 620
4-etil-guaiacol 25 47 140
4-etil-fenol + 4-etil-guaiacol (10:1) ... ... 426
Vinho branco

4-vinil-guaiacol 32 130 570
4-vinil-fenol 85 180 0
4-vinil-guaiacol + 4-vinil-fenol (1:1) | ... .. 725




il O,

R=0OCH3 -->Acido fertilico

i reduzida oxidada ?H2
?H CHz » CH3
{eon O
cinamato descarboxilase vinil-fenol redutase
R=H --> Acido p-cumarico ---------- > 4-vinil-fenol > 4-etil-fenol

4-vinil guaiacol

> 4-etil-guaiacol

Fig. 17.
(1992)

Sintese de etil-fendis por Dekkera e Brettanomyces. Fonte: Chatonnet et al.



Entre as sugestoes para reduzir a incidéncia de Dekkera e Brettanomyces
nos vinhos estéo:

* n&o permitir que nas proximidades da cantina seja acumulada casca de uva
ou material passivel de fermentacao

« usar agentes esterilizantes (calor, ozonio, gas de enxofre ou DMDC) na
limpeza das barricas, das rolhas e das tubulacbes que entram em contato com
0 vinho

* gjustar o pH do mosto de modo que, depois da fermentacdo malolatica, o pH
se situe entre 3,5 e 3,6 (Franson, 2001)

« estabilizar o tartarato (Franson, 2001)

« ndo permitir que o SO2 livre fique abaixo de 25 mg/L, apds a fermentacao
malolactica, (Franson, 2001)

* manter o vinho numa temperatura entre 12 °C e 14 °C (Franson, 2001)



 efetuar o corte muito antes do engarrafamento para evitar o aparecimento
de Dekkera e Brettanomyces na garrafa (Olsen, 2002)

« detectar indicios da presenca de Dekkera e Brettanomyces por meio da
sensacao odorifera caracteristica no espaco livre do tanque (Franson, 2001)
* Se a concentracao de 4-etil-fenol estiver acima de 426 mg/L, deve-se:

— isolar o tanque para que nao haja contaminacao

— determinar a concentracao de células viaveis de Dekkera e Brettanomyces
— verificar a concentracao de 4-etil-fenol

— determinar a concentracao de SO2 livre e ajustar para 35-45 mg/L

(Franson, 2001)



-determinar a concentracdo de células viaveis de Dekkera e Brettanomyces
depois de 15 dias e, se necessario, repita a determinacao de 15 em 15 dias

— verificar a concentracao de 4-etil-fenol depois de 15 e, se necessario, repitir a
analise de 15 em 15 dias

— verificar a concentracao de 4-etil-fenol em cada trasfega (Franson, 2001)

— tratar o vinho antes do engarrafamento, se disponivel e se permitido por lei,
com DMDC, néao ultrapassando a concentracao final no vinho de 200 mg/L)

— alternativamente filtrar o vinho (Olsen, 2002)

— Iniciar o engarrafamento dos vinhos sem problema de contaminacéao

— esterilizar por vapor toda a linha de enchimento antes de iniciar o processo



ConsideracOes sobre leveduras

A fermentacao alcoolica ndo € uma simples transformacao de agucares em
etanol.
Ao contrario € um processo extremamente complexo que é utilizado para
obtencao de uma bebida extremamente prazerosa.
Dentre os produtos existem oS que contribuem positivamente e 0s que
contribuem negativamente para a qualidade sensorial dos vinhos
A fermentacao alcodlica tambeém utiliza outros componentes do vinho na
transformacao e obtencao de compostos de interesse ao mesmo.
Consideraveis progressos tem sido feitos nos ultimos anos nesse estudo e

com certeza novos devem surgir.



Exerciclo

Com base no que foi visto até o0 momento sobre leveduras, como vocé

procederia uma vinificacao em tinto e em branco e quais cuidados teria?



FERMENTACAO MALOLATICA



Transformacgdes biogquimicas produzidas pela fermentacdo malolatica

Ecologia e desenvolvimento de bactérias acido laticas durante a vinificacéao
Bactérias acido laticas em vinhos

Desenvolvimento durante a vinificacao

Aspectos relevantes do metabolismo das bactérias acido laticas em vinhos
Metabolismo dos carboidratos

Metabolismo dos acidos organicos

Metabolismo dos compostos fendlicos

Hidrolise de glicosideos

Metabolismo de aminoacidos

Quebra de proteinas e peptideos



Contribuicao da fermentacdo malolatica as caracteristicas organoléticas
dos vinhos

Novos avangos na performance de fermentagcdes malolaticas em
vinicolas

Uso de culturas Starters

Tempo de inoculagao/co-inoculagao

Fermentacdo malolatica em barricas/micro-oxigenacao

Residuos de bactérias acido laticas

Aspectos relacionados a qualidade organoléptica de vinhos

Aspectos relacionados a qualidade higiénica de vinhos

Metodos de manejo do crescimento de bacterias



Fermentacao Malolatica (MLF)
Conversao enzimatica do acido L-Malico para acido L-Latico
Processo secundario que usualmente ocorre apos a fermentacéo alcoodlica, porém
pode ocorrer concorrentemente.
Essa reducéo nao realmente é uma fermentacdo mas uma reacao enzimatica

realizada pelas bactérias laticas LAB ap0és sua fase de crescimento exponencial

O OH Q

HO

OH

Acido Malico Acido Lactico




Pasteur estudou as BAL entre 1857 e 1863, mas apenas em 1973, Lister isolou a
primeira cultura pura destas bactérlas (“Bacterium lactis”) ( et al., 2009). Como ja
foi referido, existem 4 géneros importantes em vinhos e as caracteristicas gerais,
validas para todas as BAL, sao:

organismos procariotas, dividem-se por fissao binaria, coloracdo Gram-positivo,
nao moveis e nao esporulados, anaerobios facultativos, quimiorganotroficos
(requerem meio rico para fermentar), tém uma temperatura 6tima entre 20° e 30°C
e possuem uma forma esférica ou alongada, em pares ou pequenas cadeias

(Ribéreu-Gayon et al., 2006a; Krieger, 2005).



Em geral realizada pela Oenococcus oeni, espécie que pode resistir a baixo pH
(<3.5), elevada concentracao alcodlica (>10 vol.%) e altas concentrac6es de SO2 (50
mg/L)

Cepas mais resistentes de Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus também
podem crescer no vinho e contribuir para a MLF; especialemente em vinhos com pH
gue excedem 3.5 (Davis et al. 1986; Wibowo et al. 1985).

O beneficio mais importante da MLF € a desacidificacdo de vinhos muito acidos

As LAB contribuem tambéem para o flavour, complexidade aromatica e estabilidade

microbioldgica (Lonvaud-Funel 1999; Moreno-Arribas and Polo 2005).



Infelizmente MLF ndo controlada apresenta riscos para a contaminacao do
vinho por off-flavours (incluindo acido acético, fendis volateis e mousiness 2-

acetyl-3,4,5,6-tetrahydropyridine).

Podendo também ser nocivo para saude humana com compostos como etil

carbamato e aminas biogénicas.



Ecologia e desenvolvimento de LBA durante a vinificacao

As LBA encontram-se presentes tanto da casca das uvas como também em

barricas, tanques e utensilios de vinificacao
Séo divididas de acordo com os produtos finais do metabolismo de acucares
(Figura). As hexoses, tais como a glucose, sao fermentadas pelas bactérias do
grupo homofermentativo produzindo mais de 85% de acido latico (via Embden-
Meyerhof-Parnas). Esta via, inclui uma primeira fase de todas as reacoes de
glicolise que conduzem ao piruvato e o aceptor final de eletrons € o piruvato que
é reduzido a acido lactico. Por cada moléecula de glucose utilizada s&o produzidas
dois moles de lactato e de ATP (Ribéreu-Gayon et al., 2006a; Liu, 2002).

Por outro lado, temos o grupo heterofermentativo (via 6P-gluconato/fosfocetolase)
gue por cada mole de acucar fermentada, produze CO2, etanol e acido acético,
para além do acido latico. Podem ser também divididas em obrigatorias (sao
heterofermentativas para as pentoses) ou facultativas (sao homofermentativas

para hexoses).



Grupo Fermentacao de glucose Espécies
"Heterofermentativo "Lactobacillus casei
facultativo Lactobacillus plantarum
Ceélulas alongadas Heterofermentativo Lactobacillus brevis
obrigatorias Lactobacilius hilgardii
Pediococcus damnosus
Homofermentatvo

Ceélulas redondas

Heterofermentativo

Pediococcus pentosaceus

Oenococcls 0eni




Lactobacillus

Gram-positiva, bacteria microaerofilica;

Suas células ndo sdo moveis e apresentam-se como hastes longas ou curtas
(Kandler and Weiss 1986) podendo também aparecer como células sozinhas,

em pares ou em cadeias com diferentes tamanhos




As Bactérias pertencentes a esse género sao anaerobicas facultativas e

requerem um meio rico em agucares fermentesciveis

Séao divididas em dois grupos em relacao ao metabolismo das hexoses:

Stricto heterofermentativas (L. brevis, L. hilgardii)

Facultativas heterofermentativas (L. casei, L. plantarum)



Rota heterofermentativa

Glucose

|

Glyceraldehyde-3-phosphate

NAD'*
4—p NADH
v NAD'
Pyruvate /Avf -
NADH
PFL LDH
A
Formate NADH «-ALS
NAD!
‘ PDH €%
a~Acetolactate
co,
ADP
Acclatc « Acetyl-CoA
P\Al)ll
ATP Acetoin 4 Diaceyl
NADH —
N .
4—p- NAD' AD
v NADH «
NAD*
Acctaldehyde
NADH —
7 Rutancdi
4—p NAD' 2,3-Butancdiol
A 4

Ethanol

LDH:lactate dehydrogenase;

PDH: pyruvate dehydrogenase;

PFL: pyruvate-formate lyase;

a-ALS: acetolactate synthase



Pediococcus

As células ndo sdo moéveis apresentam formato esférico, sdo as unicas LBA que se
separam em dois planos resultando na formacéao de pares.

S&o facultativas anaerobicas e requerem um meio que contenha bastante acucar
fermentescivel para seu desenvolvimento.

Sua temperatura 6tima € entre 25-30 °C com pH 6.

Sao homofermentativas o que significa que toda glicose € metabolizada em acido

latico e ndo fermenta pentose.




Oenococcus

Oenococcus oeni é descrita como Gram-positiva ndo movel apresenta formato
de coccus e frequentemente ocorre em pares e cadeias de diferentes tamanhos
Oenococcus é anaerobia acidoéfila facultativa e cresce em pH 4.8 com
temperaturas entre 18 -C and 30 °C. Requer meio rico suplementado por suco
de uvas.

E heterofermentativa. Converte malato em lactato e CO2 em presenca de

acucares fermentesciveis




Desenvolvimento durante a vinificacao
Crescimento de MO tem uma ordem especifica;
Durante o periodo de colheita as bactérias e leveduras colonizam a vinicola em
pequeno numero e sao representadas principalmente por:
L. plantarum,L. casei, L. mesenteroides e O. oeni.
Nos primeiros dias de fermentacéo elas se multiplicam mas sua populacao é
limitada a niveis de 104 cells/mL. A medida que a fermentacao alcodlica avanca
esse valor reduz para 102 cells/mL (pH alcool)
Apos a fase lag 10°-108 cells/mL estagio que ocorre a fermentacdo malolatica
O. oeni e a principal espécie identificada durante a MLF. Seu desenvolvimento é
natural mas pode ser ampliado com temperaturas de 20-25 -C e baixo SO2

(menos de 15-20 mg/L “livre”).



Apos completar a MLF, outras bactérias como Lactobacillus e Pediococcus,
podem aparecer e permancerem viaveis durante o processo de armazenamento
nao exibindo tendéncia de crescimento e demonstrando um lento e progressivo
declineo em sua viabilidade.

Mas mesmo assim podem metabolizar algumas substancias indesejaveis para a

gualidade do vinho, especialmente pela acao de cepas de Pediococcus and

Lactobacillus



Fatores que afetam a Fermentacdo malolatica:
1. Temperatura,

2. pH,

3. Concentracao alcodlica,

4. SO2

5. Disponibilidade de nutrientes

Em alguns casos diversas semanas ou meses Sao necessarios para que se atinja o
numero apropriado de células capazes de degradar o acido malico em vinhos tintos.
Devido a isso vem se tornando uma pratica comum a utilizacédo de culturas starter

concentradas.



Aspectos relevantes no metabolismo de LAB em vinhos
Dentre todas as atividades metabolicas das LAB a mais importante e desejavel € a
descarboxilacéo do acido Malico
Contudo a quebra dos acidos malico e citrico tem consequéncias na perspectiva
da elaboracao de vinhos
Também é evidente que as LAB metabolisam outros substratos do vinho para
assegurar sua multiplicacao, incluindo acucares, acido tartarico, glicerol e também

alguns aminoacidos
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Figura 1.2. Vias metabolicas das bacténas do acido latico (de Swiegers et al., 2005).



Metabolismo dos carboidratos

Acucares sao a principal fonte de energia para o crescimento das bactéerias , com

preferéncia para:

Glicose Trealose



A rota metabdlica para acucares ainda nao foi completamente elucidada
especialmente para . O. oeni.

Podendo ser tanto por glicolise (homofermentacao) ou pela rota da pentose
(heterofermentacéo).

Dentre elas somente a rota da pentose gera acido acético que aumenta a acidez

volatil dos vinhos.)



Todavia numa vinificacao normal sem acidentes as LAB multiplicam-se no meio e

somente acucares nao fermentesciveis permanecem, em geral isso corresponde a

centenas de mg/L de glicose e frutose e pentoses (xylose and arabinose).

Sendo que o acucar residual fornece a energia suficiente para o crescimento

bacteriano e permite a formacao de biomassa para a MLF.

As LAB podem também degradar polissacarideos e O. oeni tem demonstrado

atividade glucanase extracelular (1—3) (Guilloux-Benatieret al. 2000)



Metabolismo dos acidos organicos
A habilidade de metabolisar os acidos organicos € muito difundida e leva a muitas
mudancas organolépticas sendo que as mais estudadas sao a fermentacao

malolatica e recentemente a degradacao do acido citrico.



Transformacé&o do acido malico

Essa é a principal reacdo da MLF que consiste quimicamente em uma simples

descarboxilacéo e conversao do acido malico em latico.

Bioquimicamente é o resultado da atividade da enzima malolatica caracteristica das

bactérias acido laticas.

Essa transformacao tem um duplo efeito:

O primeiro que ocorre uma desacidificagcao do vinho aumentando o pH, efeito devido

as grandes concentracdes de acido malico e também atribui ao vinho um sabor mais

suave substituindo a acidez e adstringéncia do acido malico pela suavidade do acido

latico.



Mudanca nas caracteristicas de um vinho .

E por isso que é recomendada.

A duracao da fermentacdo malolatica depende da concentracédo incial de acido

malico e da populacao total de bactérias presentes.

A enzima malolatica é dimérica e compreende duas subunidades idénticas de 60

kDa usando NAD+ and Mn+ como cofatores .

Existem inUmeros estudos que demonstram gque as enzimas agem em um

mecanismo arranjado no qual os cofatores fixam antes do malato

Considera-se ainda que a atividade € induzida pela reacao do acido malico com o

substrato.



Quebra do acido citrico

Enquanto o vinho contém inumeros g/L de acido malico usualmente contém entre 200
e 300 mg/L de acido citrico mas mesmo assim apresenta grande importancia.

Se por uma lado sua rota metabdlica leva a producdo de acido acético por outro leva
a producao de diacetil e outros compostos acetonicos que afetam no aroma.

5 mg/L , diacetil aumenta a complexidade do aroma dos vinhos com notas de Nozes
caramelos

Porem acima de 5mg/L apresenta aroma de manteiga rancificada e é caracterizado

como um defeito



A formacao microbiol6gica de diacetil € um processo dinamico cuja
concentracao depende de diversos fatores como:

Cepa bacteriana

pH,

Contato com as borras

Concentracao de SO2 (Martineau and Henick-Kling 1995; Nielsen and

Richelieu 1999).



Metabolismo de compostos fendlicos
A maior parte de estudos de interacdo entre compostos fenolicos e LAB refere-
se ao metabolismo de acidos hydroxicinamicos (ferulico e coumarico) por
diferentes espécies de bactéria gerando fendis volateis como (4-ethylguaiacol
and 4-ethylphenol) (Cavin et al. 1993; Gury et al. 2004). Esses derivados séo
off-flavors devido as caracteristicas de aroma e baixo OT .
A cor e corpo dos vinhos tintos podem ser alterados devido a modificac6es de
compostos fenolicos, sendo que alguns fenadis precipitam ou sofrem alteracoes
a nivel estrutural. Assim, a fermentacao malolatica pode reduzir as antocianinas
livres e a adstringéncia por reacao de taninos e antocianinas (Lonvaud-Funel,

1999).



Hidrolise de Glicosideos

O. oeni apresenta capacidade glucosidasica. A capacidade de O. oeni de hidrolisar
precursores aromaticos glicosilados sugere que diferentes tipos de enzimas, como
proteases, esterases, c transferases, descarboxilases e (3-glucosidases podem
influenciar o sabor final dos vinhos, ao hidrolisar precursores de aromas, como €
apresentado na Tabela.

Estas enzimas permitem a hidrélise dos precursores e consequente libertacdo dos
aromas. Estudos demonstram que O. oeni foi capaz de formar vanilina e aumentar a
concentracédo deste composto em barris, sugerindo que ha um precursor na madeira
de carvalho que pode ser convertido pelas bactérias (Bloem et al., 2007; Bloem et al.,

2008).



Enrimas Funcao

Atam em proteinas do vinho e diferentes polipeptidos, libertando amincacidos
Proteases livres
(D Tott ef al., 2011)
Diferentes estirpes bacterianas podem hidrolisar diferentes ésteres, formando
Esterases diferentes esteres etilicos
(Sumby ef al., 2010; Malherbe ef al., 2012)
Besponsavel pela libertacio de acido acético e oxalcacetato, no metabolisme do
Citrato liase acydo citrico
(D Tott ef al, 2011)
Algumas L AB possuem descarboxilases de acidos fenolicos, capazes de
Descarboxlases metabolizar derivados de compostos 4-vinilfenol e 4- etilfencl
(Cavin ef al_, 1997)
Clivagem enzimatica de ligacdes glicosidicas, como o-L-arabmnosidecs

p-glucosidases _ o ]
(Bowdo ef al., 2002, Ughano ef al., 2003; I'Incecco ef al., 2004)




Metabolismo de Aminoacidos

Cisteina e metionina sdo metabolisados belas batérias formando
sompostos sulfurados que podem ser divididos em leves e pesados

desaminagio e demetilagio
simultinea

Metionina Metanotiol ,
Odor a gueijo ou couve
H,C-8-CH,-CH,-CH-COOH H,C-5H
'in Qﬂnlﬁﬂ U
arminotransfercse Dimetil Dissulfeto
H,C-S-S-CH,
Acido 2-oxo0-4-(metiltio)butirico — 3-(metiltio)-1-propanal
(Metional)
H,C-S-CH,-CH,-C-COOH H,C+8-CH,-CH,-CHO
3 Sabor oxidativo
A
ADH : T o
/:;"d'u-rﬁn redirgho c
NAD
acido 3-metiltiopropidnico 3-(metiltio}-1-propanol

(Metionol)
HaC-8-CH,-CH,-CH,OH

H,C-8-CH,-CH,-COOH

c odores a chocolate e torrado

Figura 1.4. Via metabolica proposta para a degradacao da metionina por OQenococcus oeni, em me1o
sitetico (adaptado de Komg ef al. 2000).

diversos



Limirte de percecio nc

Concentracio no

Compostos Aroma ] N ] 1
vinho (ug L™) vinho (ng L)
Metiltio-1-propancl Batata, sopa. couve
Prep R 3200 140-5000
{Metionol) cozda, couve-flor
Aves, boxer, chetro a
2-Mercaptoetanol ) 100 0.13-18
quinta
4-Metiltio-1-butanol Cebola, alho, terroso 600 0-181
2-(Metiltio) etanol Feyao 640 0-139
3-Mercapto-l-propanel  Doce, batata, assado Simular ac metionol 0-13.5
Propionato de o
Sulfuroso cu metalico 1000 0-10
3-(metiltio) etilo
Chuetjo, vegetals
Acetato de S-tometilo _ 300 (em solugio modelo) 0-10
cozinhado
Acetato de S-ticetilo  Repolho. queyjo curade 60 (em sclugio modelo) 0-115
Frutado, animal
3-Mercapto-1-hexanol - 0.001 (em agna) 0-56
maraciya
Acido
Manteiga_ rangoso 250 0-1811
3-Metiltopropionico
Benzotiazole Borracha 115 0-11
Dimetlsulfona Incdoro - -
2-metiltetrahidrotiofen
Metalico, gas natural 250 18.7-61.7

3-ona




Quebra de Proteinas e Peptideos
A fracao peptidica de de um vinho tinto foi estudada e percebeu-se que as
LAB tem a capacidade de hidrolizar proteinas o que € interessante para 0s

vinhos, Battonage.



Contribuicdes da fermentacdo malolatica (organopelticamente)

Acidez

Aroma

Aumenta o aroma frutado e amanteigado

Reduz os aromas vegetais (grama)



Novos avanc¢os na “fermentacao malolatica”

Utilizac&o de culturas Starters

Melhor controle da fermentacao



Tempo de Inoculacao e co-inoculacao

Durante o final da fermentacao alcodlica

ApOs o término



Fermentacao malolatica em barricas / microoxigenacao

O que é?

Como funciona?




BACTERIAS ACETICAS

Bactérias aceticas sdo bastante prevalentes na natureza e muito bem

adaptadas a meios ricos em acucar e alcool;

Vinhos, cervejas e sidras sdo os habitats naturais dessas bactérias quando a

producao e o armazenamento nao é corretamente controlado.



FERMENTACAO ACETICA

* A fermentacao acét,ica corresponde a
trar)sformac;éo DO ALCOOL EM ACIDO
ACETICO POR DETERMINADAS BACTERIAS,

conferindo o gosto caracteristico de vinagre.

 As bactérias aceéticas constituem um dos
grupos de microrganismos de maior interesse
economico, pela sua funcao na producao do
vinagre.



PRODUCAO DO VINAGRE

« FERMENTACAO ACETICA:

* Producao de vinagre - Fermentacao realizada
por um conjunto de bactérias do género
Acetobacter ou Gluconobacter, pertencentes a
familia Pseudomonaceae.

* O acido acético produzido por bactérias desse
género € o composto principal do vinagre.



Acetobacter

Cette bactérie est a l'origine de la fermentation en
acide acétique (vinaigre) de substances telles
que les jus de fruits...




Fatores de crescimento: exigéncias
nutricionais - Género Acetobacter
e Vitaminas do complexo B: tiamina, acido
pantoténico e nicotinico.

* Principais matérias/fonte : 4gua de maceracao
de milho, extrato de leveduras, malte ou
extrato de malte.

 Aminoacidos como fontes de nitrogénio: de
valina, cistina, histidina, alanina e isoleucina.



ACETOBACTER

Bactéria em formas de bastonetes e cocos,
formando correntes e filamentos.

Em relacao a temperatura de crescimento:
Ideal - 25°C e 30°C,

Minima de 4°C a 5°C

Maxima de 43°C.

Temp inferiores a 15°C e superiores a 35°C
tornam a fermentacao acética muito lenta, pois
reduzem a atividade bacteriana.



Teor alcoolico do vinho

O teor alcodlico do vinho varia
entre 8% v/v e 10% v/v —
maximo 12% v/v de alcool.

A acetificacao de vinhos com
graduacao alcodlica muito
elevada torna o processo lento e
dificil & toxica as bactérias.

O teor alcodlico muito elevado -
pode causar parada do processo
de acetificacao devido a acao
inibidora do alcool ou do proprio
acido acético presente.

e A utilizacao de vinhos com

teor alcoodlico BAIXO
(inferior a 4% v/v) origina
vinagre fracos de baixa
acidez e pouca qualidade
sensorial, e favorecem a
contaminacao (POR QUAL
MI) além de apresentar
custo elevado de producao.



DEFINICAO — Vinagre

De acordo com a LEGISLACAO BRASILEIRA -

Vinagre ou vinagre de vinho como o produto obtido da
fermentacao acética do vinho, com um minimo de:

40g de acido acético/L (ou 4% ou 4g/100 mL), ndo exceder 1%
em volume de etanol e ser pasteurizado.

Vinagre € um liquido azedo e adstringente usado como
condimento e conservante;

Pode ser produzido usando varios tipos de matérias-primas;



AS BACTERIAS UTILIZADAS DEVEM APRESENTAR AS SEGUINTES
QUALIDADES INDUSTRIAIS:

* Produzir concentracao elevada de acido
acetico.

* Nao formar material viscoso ou gelatinoso

* Tolerar altas concentracoes de etanol

* Tolerar altas concentracoes de acido acético
* Ser resistente a temperatura entre 25 e 30°C



A producao de um bom vinagre
depende :

Linhagem e a selecao do microrganismo;
Quantidade de 02;

Temperatura de fermentacao (na faixa de 202 a
30¢eC);

O pH 6timo -5 e 6;

Maturacao e a conservacao;
Clarificacao, o envase, pasteurizacao;
Outros



O processo de obtencao do vinagre ocorre
em duas etapas:

1) ETAPA -FERMENTACAO ALCOOLICA

» Inicialmente, o suco de frutas (UVA, Maca, etc.) passa
pela acao das leveduras normalmente presentes na
matéria prima ou para se obter aroma mais agradavel
no vinagre, € aconselhavel a utilizacao de leveduras
puras de Saccharomyces cerevisiae.

Fermentac¢ao Alcodlica

» 19)CH,,0,= 2C,H,OH+2CO,
glicose (180g) etanol (46g)

4



FERMENTACAO BACTERIANA ( aerdbia).

* A segunda parte do processo € aerobico,
realizada pelas bactérias, microflora mista de
Acetobacter, que transforma o etanol em
acido acético.

* Fermentacao Acética
. 20) 2C,HOH+202= 2CH,COOH +2
H,O
etanol (32g) acido acético (60g)



Producao vinagre — Lento (Orleans)

Realiza-se em

arricas de 200 litr

com or|f|C|os na

tampa, fechados por tela fina. Os tanques tem um terco
de seu volume com vinagre de boa qualidade.

60 litros de vinagre nao
pasteurizado +

15 litros de vinho.

Sem ruptura da pelicula sobre o
liquido ou movimento de
particulas decantadas

A Figura 2.1 esquematiza os recipientes utilizados para a obtengio de vinagre

Semanalmente, adiciona-se de vinho por esse processo.

15 litros de vinho.

Apds a quinta semana,
quando 2/3 do barril
estiverem preenchidos,
retira-se 15 litros de

vinagre e adiciona-se 15
litros de vinho.

Se o0 vinagre apresentar
mais de 1% de etanol,
deve-se esperar mais
tempo para a retirada.

Tubo paro adigo de vinho
M54

“Aberturas protegidas
com fela paro entrada

Mae dovi
de or
Nivel do mosto

- /
Retirada
do vinagre
— S |
Figura 2.1 - Recipiente usado no processo de Orleans para a produgiio de vinagre

(AQUARONE et al.. 2001).



VANTAGENS E DESVANTAGENS

Vantagem
* Obtencao de um produto de boa qualidade
* Dispensa clarificacao e filtracao

* Desvantagem
* Baixa produtividade,
* Ocupa muito espaco

* |nviavel economicamente e é usado somente na
producao domestica de vinagre.



Equipamento consiste de 3 camaras

» CAMARA SUPERIOR

» Funcao: Distribuir uniformemente a mistura (vinho +
vinagre) em acetificacao sobre o material enchimento.

» CAMARA INTERMEDIARIA — local onde fica o material
de enchimento + bactérias acéticas - As bactérias
aceéticas colonizam a superficie do material e oxidam
etanol a acido acético.

» CAMARA INFERIOR — Deposito de liquido parcialmente
acetificado onde é recirculado para a camara superior a
fim de completado a sua acetificacao ou quando
totalmente acetificado e retira.



Figura 2.2 mostra o gerador utilizado para a produgio de vinagre.
§ =

/Soido de goses
Bagaco de cana, sabugo -
de milho, tiras de |
madeira, bagaco de s
uva, carvao vegetal, ,
ceramica em pedacos, . Raikisalasks
vime, plastico, isopor “?TB/TﬂlTﬂmﬁ' | do;'l:‘:\':s
Tpvida=12meses- Enfradas - s k;" T
material gelationoso- deor_ "'” "\""
obstrucao da passagem “— &JM\Y,)N :JJ
da mistura T fﬂ%t’%
B = Bombo
"
Jhla Trocador de color

vinagre

Figura 2.2 - Gerador para a producio de vinagre com recheio (AQUARONE ef al.. 2001).



PROCESSOS DE FINALIZACAO
ENVELHECIMENTO

* O vinagre ¢é estocado em  tanques,
completamente cheios, para se evitar a aeracao
do produto.

* De acordo com a matéria-prima utilizada, vinho
ou suco de frutas, o vinagre deve ser envelhecido
por um tempo superior ha um ano.

* Durante esse tempo, ocorrem reacoes de
esterificacao, responsaveis pelo desenvolvimento
de aromas agradaveis.



EMBALAGEM

* O vinagre deve ser embalado em material
resistente que nao sofra corrosao e que nao
transmita cor ou odores desagradaveis ao
produto.

* ApoOs o engarrafamento, é feita uma
pasterurizacao a 60-662C, durante 30 min.
Pode-se fazer a pasteurizacao continua e
embalar subseqlientemente.



APLICACAO E RENDIMENTO

Rendimento - Industrialmente para cada 1 g de etanol, a
producao de 1 g de acido acético.

» Como condimento em saladas ( vinagre )

» Como solvente

» Sintese de perfumes e corantes

» Neutralizacao de filmes e papéis fotograficos
» Tinturaria

» Obtencao de sais metdlicos para a fabricacdo de tintas
e inseticidas.

» Producdo da aspirina.



O SO, em Vinificagao

Joseé Carvalheira - EVB



Resumo da apresentacao:
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—
—

Origem da utilizacdo do SO,

Propriedades do SO,

Efeitos fisiologicos

Estados em que o SO, se pode encontrar

Moleculas que combinam o SO, nos mostos/vinhos
Propriedades benéficas do SO, na vinificacao

Doses de utilizacao em vinificacao

Formas de utilizacao do SO, em vinificacao

Limites legais da presenca deste composto nos vinhos
Produtos que complementam a accao do SO, em vinificacao



Origem da utilizagdo do SO,:

Iniciou-se o0 uso generalizado do “anidrido
sulfuroso”, na conservagao dos vinhos, em
finais do séc. XVIlI, devido ao
reconhecimento das suas propriedades

Na vinificacdo, esse inicio remonta apenas
ao comeco do seéc. XX, com o objectivo
fundamental de evitar a casse oxidasica.
Tendo posteriormente, sido reconhecidas
as suas propriedades antissépticas.
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Propriedades do SO,:

Antioxidante — combina o oxigenio dissolvido no
meio

Reacgao lenta, com efeitos praticos nos vinhos
(oxidacao quimica), mas sem efeitos para a

oxidagao dos mostos, que € rapida, de natureza
oxidasica.

Antioxidasico — inibe as enzimas oxidasicas
presentes nos mostos (tirosinase e, lacase de
Botrytis cinerea), protegendo-os da oxidacao a que
estao fortemente sujeitos antes do inicio da F.A.
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Propriedades do SO, (Continuagao):

Melhorador gustativo dos vinhos — combinando o etanal
e compostos similares, faz desaparecer os aromas de
oxidacao (arejado), melhorando a qualidade e limpeza
do aroma

Antisséptico — inibe o desenvolvimento de micro-
organismos, possuindo uma mais forte actividade anti-
bacteriana que anti-levuriana. Na vinificacdo, esta
propriedade é de extrema importancia, porque permite
que a populacdo de leveduras tenha forte
preponderancia sobre a de bactérias, evitando por
exemplo que a FA. e a FML. nao ocorram
simultaneamente, enquanto restarem acgucares no
meio.
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Efeitos fisiologicos — a utilizacao deste composto
pode levantar questdes de ordem higiénica

Toxicidade associada a destruicdao da vitamina B1 (Tiamina)
DMST (Rato) — 72 mg/kg — DDA (OMS) - 0,7 mg/Kg

0,5 L vinho com 100 mg/L SO, (70 Kg)
Reaccdes alérgicas, em doses baixas, nos asmaticos, levaram a
FDA a obrigar que fosse mencionada na rotulagem dos vinhos a sua
presenca: “Contém sulfitos” (Teor > 10 mg/L), que mais
recentemente & também de uso obrigatorio na UE

Peritos do OIV estudam possibilidade dos teores limite serem
reduzidos em 10 mg/L, para os vinhos comuns

Para os aplicadores é altamente perigosa uma concentracdo de
1000-1300 mg/m3 instantaneamente ou 270 mg/m?3 durante = 60
minutos



s

Estados em que o SO, se pode encontrar
SO, LIVRE : SO, Molecular, HSO;, SO5*
SO, +H,0 < HSO; +H'
HSO; «» 5032' +H*

SO, COMBINADO: COMBINA-SE C/ MOLECULAS COM CARBONILOS

R-CHO + HSG3_ — R-CH-SD_}_ § H'&%% e

‘Carbaniin
Calors

Rl

|
R-C-R"+ HSO3 «» R-F-SDg‘

OH



4. Estados em que o SO, se pode encontrar (Cont.)
— SO, LIVRE e SO, COMBINADO

FIGURA 2 - ESTADO DO SO2 NOS VINHOS

CombinagGes instaveis
SO, (agucares, ac. uronicos, Comb. estaveis
Molecular  Bissulfito ac. ceténicgs, etc.) (Acetald?ido)
1

I !
1 1

i I
| I
(]

Lo SOTIIVRE — = L o = —— SO0 COMBINADG — - =4



Estados em que o SO, se pode encontrar (Cont.)

S0; LIVRE + SO; COMBINADO = S0, TOTAL

OS LIMITES LEGAIS EXISTENTES, RESPEITANTES A PRESENGA
DESTE COMPOSTO NOS MOSTOS/VINHOS DIiZ RESPEITO
EXCLUSIVAMENTE AO

SO, TOTAL



Propriedades das diferentes formas do SO,

FIGURA 1 - ESQUEMA DE ACTIVIDADPE DO 502
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Percentagem do SO, Livre no estado molecular em funcao do pH

QUADRO 1
pH SO2 Molecular HSO3"
3.0 6.06 93.92
3.2 3.91 96.07
3.4 2.51 97.46
3.6 1.60 98.36
3.8 1.01 98.91
4.0 0.64 99.24
4.2 0.41 99.42
4.4 0.26 99.55
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Moleculas que combinam o SO, nos mostos/vinhos

Etanal (Acetaldeido)

Acidos ceténicos: acido pirtvico e acido a-cetoglutarico (pode
diminuir-se a formac¢do destes compostos pela adicdo de
tiamina — 0,5 mg/L)

Acucares e seus derivados: Arabinose, glucose, xilose
5-cetofrutose e, acidos 2-ceto-glucdnico e 2,5-diceto-glucdnico

Moléculas dicarboniladas: Glioxal, metilglioxal e
hidroxipropanedial. Concentracdes mais elevadas em uvas

atacadas de podriddo cinzenta
Acido glucénico, galacturénico, glioxilico, oxalacético
Antocianas (Descoloragao dos mostos apos sulfitagao)

EPG - Elevado noder de combinagdo  MPC - Médio noder de comhinagéio BPG - Baixo noder de combinagéio



5. Reaccao de combinacao das antocianas pelo SO,

Accdo do SO7 sobre as antocianas:

CH,0 u{p
HO
[, o "“r:;(‘}m
o~ on
HO
Corada Incolor
- A sulfitacdo provoca uma descoloracdo do mosto. Apds o©

desaparecimento do HSO5 por oxidacdo, restabelece-se a coloracéo.



Propriedades beneficas do SO, na vinificacao

Antioxidante/Consumidor de oxigénio — Esta propriedade € pouco
importante na vinificacdo. A oxidacdo do mosto € sobretudo
devida a actividade enzimatica.

Antioxidasico — Porventura a razao do inicio da sua utilizacdo na
vinificagcao. Inibe as enzimas tirosinase e lacase segregada pela
Boftrytis cinerea (mais activa e estavel), permitindo assim elaborar
vinhos tintos com maior IC e IPT

Inibicdo de leveduras — inicial e transitéria, pode ser favoravel,
pois origina um arrefecimento e logo uma cinética de fermentacao
menos tumultuosa. Na vinificacdo em branco, possibilita a
sedimentacao das particulas em suspensao
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Propriedades beneficas do SO, na vinificacao (Cont.)

Activacdo de leveduras — Em doses moderadas, embora atrase o
arranque da fermentacdo, permite acabamentos mais completos,
talvez devido a destruicdo de substancias antifungicas ou ao
aumento da actividade proteasica (maior disponibilidade de
aminoacidos)

Seleccao de leveduras — A sulfitacdo permite a eliminacdo das
leveduras menos resistentes a este composto e, que originariam
vinhos menos finos e de menor TAVA (Kloeckera, Hanseniaspora),
prevalecendo as mais resistentes e de melhor qualidade
(Saccharomyces)

Seleccao entre leveduras e bactérias — O SO, atrasa mas nao
impede a fermentac3ao alcodlica (leveduras), mas as bactérias
existentes na uva sao senao inactivadas, pelo menos fortemente
paralisadas. Benéfico no caso de bactérias indesejaveis, mas
discutivel no caso das bactérias lacticas. A dose de SO, a aplicar
nos mostos tintos ndo deve, pois, ser demasiado elevada, que
impeca a FML



Propriedades benéficas do SO, na vinificacao (Cont.)

Favorecimento da dissolucdo de compostos da pelicula — A
destruicao das céelulas de pelicula pelo SO2, favorece a libertacao
dos compostos fendlicos, em particular das antocianas,
particularmente no caso de maceracdes curtas, ou no caso de
maceracdes sulfiticas

Melhorador do aroma dos vinhos novos — protegendo o aroma
dos vinhos novos, minimizando a revelacdao de aromas
defeituosos no caso de vinhos elaborados de uvas atacadas de
podridao

Inconvenientes:

Odor e sabor desagradaveis — no caso de doses demasiado
elevadas ou formacao de H,S ou mercaptanos, por permanéncia

sobre borras muito longa
Bloquear ou atrasar a FML em vinhos tintos



7. Doses de utilizacao em vinificacao (valores indicativos)

Vinificacao em tinto mg SO.,/L mosto
Uvas s3s, acidez elevada 50-60
Uvas s3s, acidez baixa 60-80
Uvas com podridao 80-100
Uvas s3s, acidez elevada 50-60
Uvas sas, acidez baixa 60-90
Uvas com podridao 90-120
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Formas de utilizacao do SO, em vinificacao

Solugdes sulfurosas a 6% de SO, (contem 6 g de SO, / 100 mL
solucdo) — preparadas borbulhando o gas SO, na agua. A sua
concentracdo € verificada por densimetria ou quimicamente. Perdem
concentracdo em contacto com o ar. (Sol. 6% - d15°C = 1032,8)

Solucdes de Bissulfito de potassio a 15% de SO, — utilizadas mais
recentemente devido ao facto de possuirem um odor pouco
sufocante, comparativamente as anteriores

Metabissulfito de potassio (Pirossulfito de potassio — K,S,05) — em
termos praticos origina 50 % do seu peso em SO,. Pode usar-se quer
em poé (diluido previamente em agua), quer preparando solucdes a 10
% de K,S,0;, ou seja, doseando 5 % de SO,
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Limites legais da presenca deste composto nos vinhos
Vinhos Brancos e rosados com teor de acucares <5 g/L

210 mg SO,/L

\/inhos Brancos e rosados com teor de acucares > 5 g/L

260 mg SO,/L

Vinhos Tintos com teor de acucares <5 g/L

160 mg SO,/L

Vinhos Tintos com teor de acucares = 5 g/L

210 mg SO,/L

Estes Ilimites aplicam-se aos vinhos comuns, existem
excepcdes em determinadas regides viticolas mundiais, por
exemplo nas produtoras de vinhos doces naturais
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Produtos que complementam a accao do SO, em vinificacao
Acido ascérbico/Vitamina C — a sua utilizacdo em vinificacdo em

branco, nalguns paises, conjuntamente com o metabissulfiio de
potassio (S50,), tem por objectivo limitar as oxidacdes catalisadas
pelas enzimas lacase e tirosinase

Gelo Seco e Neve carbdnica — Utilizados quer para o arrefecimento

de mostos/massas vinicas, quer para protegé-los de oxidacdes

Acidos gordos de cadeia curta (decandico e octandico) — estes

compostos possuem uma accao anti-levuriana importante,
comprovada pela sua intervencdo nas dificuldades de final de
fermentacdo. Assim, podem ter um papel importante no amuo de
vinhos doces.
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Evolucao no tempo do SO, adicionado ao mosto
Perdas durante a fermentacao por: evaporacao e oxidacao (sulfatos)

No final da fermentacdo alcodlica, restam 50 a 70 % do SO,
adicionado, dependendo da temperatura e da velocidade da
fermentacao

No final da FML, nao restam mais de 40 a 50 % do SO, adicionado ao
mosto

Apos a FA ou a FML, os vinhos devem receber nova adicao de SO,
com o objectivo de os proteger de oxidacdes quimicas ou
enzimaticas, para se evitarem desenvolvimentos microbianos e para

se mascarar o etanal.



12. Exemplo de sulfitacoes em esquema de vinificacao classico
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