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Sumario

Este projeto teve como objetivo a producdo de vinho a escala piloto (20 L), numa estacdo
capaz de reproduzir as condi¢des gerais de fermentacao utilizadas em adega. Incidiu-se o estudo
na apreciacao de cinco estirpes de Saccharomyces cerevisiae e também da estirpe comercial Lalvin
QA23® (amostra padrdo), dando énfase ao seu comportamento fermentativo. As estirpes foram
previamente selecionadas pelo seu excelente potencial enolégico demonstrado anteriormente.
Em simultaneo foi realizado um estudo fermentativo a microescala (50 mL).

Foi vinificado um mosto industrial dessulfitado (castas Arinto, Avesso, Trajadura e
Loureiro) em que o processo fermentativo foi acompanhado pela monitorizacdo da densidade e
da temperatura do mosto em fermentacdo. Foi também verificado o consumo de glucose e frutose
e a producdo de etanol, entre outros produtos secundarios do metabolismo. Os diferentes vinhos
produzidos a escala piloto foram analisados a nivel fisico-quimico e sensorial. Recorrendo a
cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) e a tecnologia FTIR (espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier) foi possivel avaliar diferentes parametros, tais como
os teores de aglcar, o teor em etanol e glicerol, os acidos orgéanicos, o 4cido acético, a acidez total,
e o pH. Os compostos volateis do aroma foram determinados por cromatografia gasosa, GC-FID
(compostos volateis maioritarios), e GC-MS (compostos volateis minoritarios). Foi também
realizada uma prova organolética, contando com um painel de 10 provadores (2 femininos e 8
masculinos) ndo treinados. As amostras estudadas a microescala foram apenas analisadas a nivel
fisico-quimico pelos métodos HPLC e FTIR.

A andlise dos compostos volateis do aroma apresentou ligeiras diferengas nos resultados
obtidos por cromatografia gasosa, essencialmente em compostos volateis caracteristicos do
aroma secunddrio. Assim, comprova-se que a partir do mesmo mosto, apenas variando a estirpe
de levedura utilizada durante a fermentacdo, é possivel produzir vinhos com diferentes
caracteristicas aromaticas. Trés das estirpes mostraram-se como boas concorrentes face a estirpe
comercial Lalvin QA23®, sendo que, os vinhos produzidos pelas mesmas foram possuidores de
excelentes caracteristicas aromaticas, prevendo-se potencial inser¢do no mercado. Em
contrapartida uma das estirpes foi automaticamente descartada, apresentando um defeito a nivel
sensorial levando a crer ter havido excesso de produgao de sulfureto de hidrogénio. Os resultados
obtidos nos diferentes volumes em estudo foram semelhantes, verificando-se reprodutibilidade

de resultados no aumento de escala de fermentacao.
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Abstract

The main objective of this project was making wine at scale-pilot (20 L), in a station
capable of reproducing the general terms used in the fermentation occurring in a wine
cellar. The study is focused on the evaluation of five strains of yeast Saccharomyces
cerevisiae and also the commercial yeast Lalvin QA23® emphasizing its fermentative
behavior. The strains were previously selected for its excellent oenological potential
demonstrated. Simultaneously one study fermentative micro-scale (50 mL) was
performed.

An industrial must (castes Arinto, Avesso, Trajadura and Loureiro) was used in the
fermentation process. It was followed by monitoring the density and temperature of the
fermenting must. It was also verified the consumption of glucose and fructose and ethanol
production, among other products of metabolism. Different wines produced at scale-pilot
were analyzed at chemical and sensory level. Using the high performance liquid
chromatography (HPLC) and FTIR (infrared spectroscopy with Fourier transform)
technology, it was possible to evaluate various parameters such as sugars and ethanol
content, organic acids, total acidity and pH. The aroma compounds were determinated by
gas chromatography, GC-FID (majority volatile compounds) and GC-MS (minor volatile
components) technologies. It was also done an organoleptic test, with a panel of 10
tasters (8 male and 2 female) untrained. The micro-scale samples were only analyzed at
the chemical level by HPLC and FTIR methods.

Analysis of aroma compounds showed slight differences in the results obtained by
gas chromatography, mainly in the compounds, characteristic of secondary aroma. Thus,
it proves that from the same must, only varying the strain of yeast used during
fermentation, it is possible to produce wines with different flavor characteristics. Three of
the strains proved to be good competitors compared to commercial strain QA23® Lalvin,
since the wines produced by these strains shown excellent aromatic characteristics. In
contrast one of those was discarded automatically because of presence of a sensory
deficiency characteristic, due to a possible excessive production of hydrogen sulfide.
Chemical analysis showed no notable variances, leading to their independence from the
strain under study. The results obtained in different volumes under study were similar,

verifying reproducibility of results in increased scale fermentation.
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1. Enquadramento geral

1.1 Objetivos e motivagdes

A Vinalia € uma empresa que oferece solucdes biotecnoldgicas aplicadas a
vitivinicultura. Ao longo de varios anos, a empresa recolheu e estudou diferentes estirpes
autoctones com perspetivas enoldgicas, de varias regides vinicolas de Portugal. Assim,
atualmente a empresa possui uma colegcao de estirpes de Saccharomyces cerevisiae
isoladas em diversos ambientes vitivinicolas de todo o pais. Desta colecdo, e apds
identificacdo e caracterizagdo fenotipica, foram selecionadas varias estirpes que
apresentaram caracteristicas enoldgicas interessantes. Apds diferentes testes de
microvinificagcdao foram selecionadas 15 estirpes de S. cerevisiae autéctones de diferentes
regides vinicolas de Portugal, que se mostraram mais adaptadas a fermentacao alcodlica
e por isso com maior potencial enolégico.

O trabalho incidiu no estudo de cinco das estirpes de S. cerevisiae previamente
selecionadas pelo seu excelente potencial enoldégico demonstrado anteriormente.
Pretendeu-se com este projeto, testar as leveduras selecionadas em fermentacdes a
escala piloto (20 L), numa estacdo capaz de reproduzir as condi¢cdes gerais de fermentacao
utilizadas em adega. Paralelamente, foi realizado um estudo fermentativo em microescala
(50 mL), permitindo a analise fisico-quimica comparativa tendo em conta as diferentes
escalas laborais.

O mosto utilizado no ensaio consistiu num mosto dessulfitado, e numa mistura
de quatro castas, Arinto, Avesso, Loureiro e Trajadura. Estas castas encontram-se listadas
como castas recomendadas para a producao de vinhos da Regido Vinhos Verdes, (Portaria
n.° 668/2010, de 11 de Agosto).

As amostras finais obtidas, em ambas as escalas em estudo, foram analisadas a
nivel fisico-quimico. Recorrendo a cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) e a
tecnologia FTIR (espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier), foi
possivel avaliar diferentes parametros, tais como os teores de acgucar, o teor em etanol e
glicerol, os acidos organicos, o acido acético, o pH, e a acidez total. Tendo em conta os
vinhos produzidos a escala piloto, investigou-se também a existéncia de compostos

odoriferos pelas tecnologias GC-FID (compostos volateis maioritarios) e GC-MS
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(compostos volateis minoritarios). No que diz respeito a analise sensorial, foi realizada

uma prova organolética.

1.2 A Empresa

A Vinalia — Solugdes de Biotecnologia para a Vitivinicultura, é Spin-off académico
da Universidade do Minho. Segundo a pagina WEB da empresa a sua liga¢do a
Universidade do Minho, através do seu estatuto de Spin-Off representa:
= |nterlocugdo direta com projetos de investigagdao personalizados e dirigidos ao
cliente;
= Apoio de mentores cientificos - Professores e investigadores da UM; e

= Disponibilizagdo de know-how cientifico e tecnoldgico.

No que diz respeito aos servigos prestados pela empresa em causa, devem
destacar-se, a otimizacdo da qualidade das uvas antes da vindima, a conducdo analitica
de vinificacdo, a estabilizacdo e a conservagao de vinhos. Enfatiza-se igualmente a sua
capacidade para determinacdes analiticas, a nivel fisico-quimico e microbiolégico, bem

como a sua capacidade para organizacao de analises sensoriais.

1.3 Estrutura da tese

Esta dissertacdo esta dividida em quatro partes.

A primeira parte, () introducdo, visa enquadrar o leitor no trabalho apresentado,
procurando justificar a necessidade do estudo efetuado e referindo os principais objetivos
implicitos a sua realizagdo. Inicia-se dando alguma énfase a Regidao Demarcada dos Vinhos
Verdes onde se procura apresentar, de uma forma sucinta, as suas particularidades como
regido produtora de vinhos com Denominacdo de Origem (DO), destacando as quatro
castas presentes no mosto utilizado. Por fim é feita uma revisao bibliografica sobre o tema
principal do trabalho, a tecnologia de vinificagdo em branco, enfatizando o efeito da
temperatura; os compostos odoriferos das uvas e dos vinhos, onde se refere a
classificacdo dos compostos do aroma dos vinhos; o papel das leveduras no aroma do
vinho, dando énfase as leveduras secas ativas (LSA); e uma breve descricdo das

metodologias de trabalho HPLC e FTIR.
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Na segunda parte (ll) sdo apresentados os materiais e metodologias subjacentes a
realizagdo do trabalho. E descrita a estacdo piloto utilizada para a realizagdo deste projeto,
bem como, uma breve caracterizagdo do mosto utilizado. Descrevem-se também os
métodos utilizados (em ambas as escalas em estudo), na sua monitorizacdo da
fermentacgdo alcodlica; as tecnologias empregues na andlise dos agucares, do titulo
alcoométrico volumico (TAV) e dos acidos organicos nos vinhos produzidos. Faz-se ainda
referéncia as técnicas usadas para identificar e quantificar os compostos do aroma, assim
como, a metodologia estabelecida para a andlise sensorial dos vinhos. Estes dois ultimos
estudos foram realizados apenas para os vinhos produzidos a maior escala.

A parte lll é constituida pelos resultados obtidos e pela discussdo dos mesmos. Por
guestdes organizativas, entendeu-se dividir esta parte em dois capitulos. O primeiro
capitulo corresponde a caracterizagdo dos vinhos produzido a escala piloto, onde se pode
encontrar duas vertentes diferentes em estudo. Uma vez que o estudo fermentativo de
cada estirpe foi realizado em duplicado optou-se, na fase final, pela interrupgao forcada
da fermentacdo de uma das estirpes, deixando o duplicado terminar a fermentacdo até
valor de densidade constante. Neste primeiro capitulo é também descrito o
comportamento fermentativo das diferentes estirpes em estudo; a andlise fisico-quimica
geral dos vinhos produzidos e a caracterizacdo aromdtica (compostos do aroma
maioritarios e minoritarios); sdo também apresentados e discutidos os resultados da
prova organolética. O segundo capitulo diz respeito a caracterizacdo dos vinhos
produzidos em microescala, onde é também descrito o comportamento fermentativo de
cada estirpe e a andlise fisico-quimica geral dos vinhos produzidos.

A quarta e ultima parte (IV) é constituida pelas conclusdes mais importantes e por

algumas sugestdes visando futuros trabalhos.
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2. OVinho

As antigas civilizacdes elegeram deuses como os doadores do vinho: Dionisio na
Grécia, Osiris no Egito e Baco em Roma, outros partilham a opinido de que o vinho nasceu
no Oriente. Facto é que o momento e a localidade em que o homem bebeu o primeiro
trago de vinho continuam uma incerteza. De qualquer modo, sabe-se que a vinha
espontanea (Vitis vinifera sylvestris) existe ha mais de um milhdo de anos (Amaral, 1994).

Nos dias que correm, o cultivo da vinha esta desenvolvido em todo o mundo. A
vinha cultivada, de espécie Vitis vinifera sativa, adapta-se bem em diferentes climas e
solos, sendo no entanto favorecida pelo clima moderado. Existem vdrias espécies
distribuidas pelo mundo — sdo conhecidas cerca de 8 000 subespécies (Amaral, 1994).

Segundo o Regulamento (CE) n.° 491/2009, de 25 de Maio, vinho é definido como
sendo um produto obtido exclusivamente por fermentacao alcodlica, total ou parcial, de
uvas frescas, esmagadas ou ndo, ou de mostos de uvas. Sumo de uva, mais formalmente
conhecido por mosto, é um produto liquido obtido por processos fisicos a partir de uvas
frescas fermentesciveis, originando espontaneamente uma fermentacdo alcodlica. O
mosto pode encontrar-se, visando o seu fim para estudos tecnoldgicos, sob a forma de
amuado ou concentrado. Segundo, o Regulamento (UE) n.° 296/2012, de 27 de Julho,
define-se mosto amuado como sendo aquele cuja fermentacdo foi temporariamente
impedida por qualquer processo, quimico ou fisico, permitido por lei, enquanto o mosto

concentrado é produto da desidratagao parcial do mosto.
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3. Portugal e a Vinicultura

No que concerne a Portugal, ndo se sabe precisar quando é que o vinho surgiu,
supondo-se que as primeiras vinhas tenham sido cultivadas pelos tartéssios (cerca
2 000 a.C.) nos vales do Tejo e Sado. Mais tarde (por volta dos séculos VI e VII), com a
expansdao do Cristianismo o vinho torna-se indispensavel para o ato sagrado da
comunhdo. Os documentos candnicos da época evidenciam a "obrigatoriedade" da
utilizagao do vinho genuino da videira na celebragdo da missa (Amaral, 1994).

Durante varios séculos a vinicultura portuguesa atravessou uma fase de grande
desenvolvimento, ganhando popularidade. Atualmente, o vinho portugués tem
conseguido afirmar-se a nivel internacional devido a diversidade e singularidade das suas
castas, a que se associa uma qualidade muito consistente e uma excelente relagao
gualidade-preco.

Os vinhos portugueses sdao muito faceis de agradar ao consumidor. A grande
experiéncia adquirida ao longo do tempo, aliada ao facto da tecnologia industrial ter
evoluido muito nos ultimos anos, fez o vinho portugués progredir muito e ser reconhecido
no mercado com um dos melhores do mundo. Atualmente a sua reputag¢ao internacional
é inquestiondvel. No ano 2011, Portugal encontrava-se bem posicionado, no que diz
respeito a producdo vinicola, em 11.° a nivel mundial e em 5.° a nivel europeu.! As
exportacdes de vinho portugués, para todo o mundo, demonstram também o seu

dinamismo do setor vitivinicola.

L International Organisation of Vine and Wine — StatOIV Extracts 2013, consultado a 20 de Setembro 2014
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4. Denominagdo de Origem

Com o desenvolvimento da vinicultura, surgiu a necessidade de proteger a
genuinidade cultural e a qualidade do vinho, i.e., controlar as denominagdes de origem
com o objetivo de reduzir a probabilidade de, vinhos de qualidade inferior serem
classificados como vinhos de alta qualidade.

Este conceito é aplicdvel a produtos, neste caso o vinho, cuja originalidade e
individualidade estao ligados de forma indissocidvel a uma determinada regiao, local ou
denominacdo tradicional. Para beneficiar de uma Denominacdo de Origem (DO), todo o
processo de vinificagdo é sujeito a um controlo rigoroso em todas as suas fases, desde a
vinha até ao consumidor. As castas utilizadas, natureza do solo, rendimento por hectare,
os métodos de vinificacdo, as caracteristicas fisico-quimicas e organoléticas sdo apenas
alguns dos fatores dos quais a sua nomeacao estd dependente. A sua atribuicdo e controlo
cabe a uma Entidade Certificadora, neste caso as Comissdes Vitivinicolas Regionais
(Decreto-Lei n.° 212/04, de 23 de Agosto).

O solo e clima de Portugal, assim como as diferentes castas de cada regido
permitiram, desde ha muito tempo, a producdo de vinhos de alta qualidade e tipicidade.
Por este motivo, Portugal foi o primeiro pais do mundo viticola, a estabelecer e a
regulamentar uma regido demarcada, a do Douro, por alvara régio em 1756 (Pereira,
2008). Algumas outras regioes de vinho com qualidade e caracteristicas auténticas, como
Bucelas, Carcavelos, Colares, Ddao, Madeira, Setubal e Vinhos Verdes, foram reconhecidas
oficialmente em 1907 e, em 1908, com a demarcacdo de suas respetivas areas

geograficas. Atualmente existem 29 regides no pais, com direito ao titulo DO (Figura I.1).

4.1 Regidao Demarcada dos Vinhos Verdes

A informacdo seguidamente apresentada é, essencialmente, baseada na pagina
WEB da Comissdo de Viticultura da Regido dos Vinhos Verdes (CVRVV).

Em 18 de Setembro de 1908 a regido é delimitada pela primeira vez, através de
uma Carta de Lei, onde sdo definidas também algumas caracteristicas do Vinho Verde bem
como as formas de cultura. Como tal, a Regido dos Vinhos Verdes comemorou em 2008 o

centenario da sua demarcacdo.
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Figura .1 - Dominag¢des de Origem em Portugal.

A regido dos Vinhos Verdes estende-se por todo o noroeste do pais,
tradicionalmente conhecida como Entre Douro e Minho. Tem como limites a norte o rio
Minho (fronteira com a Galiza) e a sul o rio Douro e as serras da Freita, Arada e
Montemuro, a oeste o oceano Atlantico e a este as serras da Peneda, Gerés, Cabreira e

Marao.

As vinhas caracterizam pela sua grande expansao vegetativa, com distintas formas
de conducgdo. Ocupam uma area de 21 mil hectares e correspondem a 15 % da area viticola
nacional. Questdes de ordem cultural, microclimas, tipos de vinho, encepamentos e
modos de condugdo das vinhas levaram a divisdao da Regiao Demarcada dos Vinhos Verdes
em nove subregides (Amarante, Ave, Baido, Basto, Cavado, Lima, Mon¢do e Melgaco,

Paiva, Sousa).



| — Introducdo

Esta regido é caracterizada por um clima ameno quanto a temperaturas e
amplitudes térmicas, e rico em pluviosidade. O aspeto mais marcante no clima é o regime
anual de chuvas, que se caracteriza por totais anuais bastante elevados (em média
1 500 mm3/mm?) e uma distribuicdo irregular ao longo do ano concentrada no Inverno e
na Primavera. Isto é, as temperaturas mais altas coincidem, durante o ano, com as
precipitacdes mais baixas - final da Primavera e Verao quentes e secos - e as temperaturas

mais baixas com as precipitagdes mais altas - Invernos frios e chuvosos.

O relevo, apresenta-se com uma topografia bastante irregular, sendo recortada
por uma densa rede de vales associada a rede fluvial, aspeto que se acentua do litoral
para o interior. Em relacdo ao solo, tem, na maior parte da regido, origem na
desagregacao do granito. Caracteriza-se, regra geral, por apresentar pouca profundidade,
texturas predominantemente arenosas a franco-arenosas (ligeiras), acidez naturalmente

elevada e pobreza em fésforo.

Os niveis de fertilidade sdo naturalmente baixos. No entanto, dada a natureza dos
sistemas agrarios praticados desde tempos recuados na regido, os solos apresentam uma
fertilidade adquirida consideravel, que permitiu durante séculos suportar as mais altas
densidades populacionais do pais. O segredo desta fertilidade pode resumir-se a dois
principais tipos de intervengdes do homem nas condi¢des naturais: o controlo do relevo
pela construcdo de socalcos e as incorporacdes intensivas e persistentes de matéria

organica no solo.

4.1.1 Os Vinhos Verdes, brancos

O Vinho Verde branco é naturalmente leve e fresco, produzido na Regidao
Demarcada dos Vinhos Verdes, no noroeste de Portugal. Uma regido costeira
geograficamente bem localizada para a produgao de excelentes vinhos brancos.

Como caracteristicas organoléticas, os Vinhos Verdes apresentam cor entre citrino
descorado e ligeiramente dourado. A intensidade da cor deriva das castas, do clima e do
método de vinificacdo. O seu aroma é frutado, delicado e de intensidade mediana a forte.
O aroma frutado prende-se a frutos frescos, como banana, maca e pera. Em alguns casos

distinguem-se certas notas florais a rosas e a madressilva. Na boca sao leves, frescos,

10
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ligeiramente acidos, normalmente secos, podendo no entanto ser adamado, meio doces
ou doces. O caracter frutado também se destaca no sabor, podendo ser progressivamente
dominado por um final de boca onde aparece o melado, mais ou menos seco, com alguns
reflexos de frutos secos (améndoa), no caso de vinhos com um ou mais anos.

Uma das caracteristicas do Vinho Verde é a "agulha", ou seja, um ligeiro
desprendimento gasoso devido ao anidrido carbdnico presente. Medianamente alcodlico,

devido a sua frescura, € um vinho muito apetecido sobretudo na época quente.

Castas brancas recomendadas para vinificacdo dos Vinhos Verdes

Designa-se por casta ou variedade de videira como um conjunto de clones
idénticos, mas que apresentam entre si diferencas agrondmicas ou qualitativas mais ou
menos importantes (Martins, 2004). As suas caracteristicas morfoldgicas e qualidades
particulares transmitem ao vinho um caracter Unico, constituindo assim uma variedade
singular com componentes organoléticas especificas. Ndo se pode mencionar castas de
videiras, sem fazer a sua associacdo ao terroir (agregado de caracteristicas transmitidas
pelo solo e pelo clima as videiras), pois conforme o local onde se encontra plantada, uma
mesma casta reage de forma diferente originando diferengas no produto final, o vinho.

No que diz respeito a Portugal, foi elaborada a Lista das Castas Aptas a Producao
de Vinho preceituada na Portaria n.° 380/2012, de 22 Novembro. Nesta perspetiva, cada
casta é identificada por um nome principal e, quando justificavel por tradi¢bes
expressivas, por um sinénimo reconhecido, com uma utilizacdo que se pretende
equivalente.

A tipicidade e a originalidade dos Vinhos Verdes é o resultado, por um lado, das
caracteristicas do solo, clima e fatores socioecondmicos da Regidao dos Vinhos Verdes, e,
por outro, das peculiaridades das castas autéctones da regido e das formas de cultivo da
vinha.

A mais recente legislagdo acerca das castas em cultura nesta Regido é a Portaria
n.° 668/2010, de 11 de Agosto, que as define como aptas a produzirem vinhos com
Denominagdo de Origem Vinho Verde. S3o enumeradas 23 castas para a producgao de

vinho branco e 22 para a producgdo de tinto.

11
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Castas recomendadas sdao aquelas que pelo seu potencial bioldgico e tecnolégico
contribuem decisivamente para a obtencdo de vinhos de alta qualidade e marcada
tipicidade desde que exploradas racionalmente e em condigdes ecoldgicas que lhes sejam
propiciais (Oliveira e Pinho, 1993). As castas brancas recomendadas para a producdo de
vinho com DO Vinho Verde sdo: Alvarinho, Arinto, Avesso, Azal, Batoca, Loureiro e
Trajadura.

Por outro lado, na Portaria n.° 159/2014, de 19 de Agosto, estdo definidas as castas
a utilizar na elaboragao dos produtos com direito a Indicagdao Geografica “Minho”.

O mosto utilizado neste trabalho consistiu numa mistura de quatro castas brancas
recomendadas, especificamente: Loureiro, Arinto, Avesso e Trajadura (Figura 1.2). Como
tal segue-se uma breve descricdo das castas em causa, tendo como base bibliografica a

pagina WEB do IVV, Instituto da Vinha e do Vinho I.P., e pagina WEB da CVRVV.

(2] +]

Figura 1.2 - Castas - 1- Arinto, 2- Avesso, 3- Loureiro, 4- Trajadura.

12



| — Introducao

Arinto

A casta Arinto é bastante versatil e por isso muito cultivada em quase todas as
regides vinicolas; contudo, é originaria da regido de Bucelas. E uma casta muito vigorosa,
de porte ereto, e que assume duma forma geral grande expressao vegetativa, em fung¢ao
da fertilidade do terreno, do porta-enxerto e da nutricdo. Adapta-se com facilidade a
todos os terrenos, manifestando alguma exigéncia em humidade. O seu cacho é grande,
compacto e de pedunculo de comprimento médio.

Produz mostos acidos, apresentando valores muito elevados em acidos organicos
(acidez total, expressa em acido tartarico, 6 g L't a 12 g L'!) e com satisfatéria riqueza em
agucar - alcool provdvel de 11 % vol. a 12,5 % vol. Com grande valor do ponto de vista
enoldgico, dad origem a vinhos de cor citrina a citrina-palha. Os vinhos evidenciam
caracteristicas aromadticas particulares sendo muito finos e medianamente intensos;
quanto ao sabor sdo frescos, vivos e persistentes.

Avesso

A casta Avesso é cultivada na regido dos Vinhos Verdes; contudo, a sua plantacao
concentra-se proxima da regido do Douro, especificamente nas sub regides de Baido,
Resende e Cinfdes. Nestas regidoes esta casta encontra as condi¢Oes favordveis para se
desenvolver, uma vez que prefere solos mais secos e menos férteis do que aqueles que
habitualmente existem em outras zonas da regido dos Vinhos Verdes. Os cachos da casta
Avesso sdo de tamanho médio e os seus bagos sdo grandes e verde-amarelados. Esta casta
origina vinhos aromaticos, bastante saborosos e harmoniosos. Da origem a vinhos de cor
intensa, palha aberta, com reflexos esverdeados, aroma misto entre o frutado (laranja e
péssego), o amendoado (frutos secos) e o floral, sendo o caracter frutado dominante,
delicado, fino, subtil e complexo. O sabor é frutado, ligeiramente acido, fresco,
harmonioso, encorpado e persistente. Estas potencialidades de aroma e sabor revelam-se

somente alguns meses apods a vinificagao.

Loureiro

A casta Loureiro existe em quase toda a regidao dos Vinhos Verdes. No entanto, é

oriunda do vale do rio Lima. Os cachos sdo médios, medianamente compactos e

13
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pedunculo de comprimento médio, enquanto os bagos sdo arredondados médios de cor
verde-amarelada. Origina vinhos acidos, com aroma acentuado e caracteristico da casta e
de cor citrina. O aroma geralmente varia entre o frutado de citrinos (limao) ao floral (rosa),
e sabor frutado, fresco, encorpado e persistente. Com esta casta podem ser elaborados

vinhos varietais, mas é mais comum ser usada em conjunto com outras castas da regido.

Trajadura

A casta Trajadura é oriunda da regido dos Vinhos Verdes, particularmente da sub-
regido de Moncao. No entanto, é também cultivada na Galiza (Espanha) com o nome de
“Treixadura”. Os seus cachos sdao compactos, de tamanho médio e pedunculo curto,
compostos por bagos verde-amarelados de médias a grandes dimensdes. Os vinhos
produzidos com a casta Trajadura sao pouco acidos, de cor palha-dourada e apresentam
aroma delicado mas pouco intenso. O aroma caracteristico a frutos de arvore maduros
(maca, pera e péssego) macerados. Nao tendo grande potencial para vinhos elementares,
é normalmente lotada com Loureiro, Alvarinho e Arinto, originando vinhos que devem ser

bebidos jovens.
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5. Tecnologia de vinificagao

Algumas das importantes caracteristicas do vinho come¢am a ser definidas no
momento em que se colhe a uva. Por isso, torna-se muito importante determinar data da
vindima com a maior exatidao possivel. Esta deve ser determinada tendo em conta varios
fatores, entre os quais se salienta o grau alcodlico, tendo por base o teor de agucares, e a
acidez total. Cada casta tem o seu ponto de equilibrio e mesmo cada produtor pode
determinar qual a relagdao que mais lhe interessa.

Quando a vindima comeca, devem assegurar-se as melhores condi¢cdes de
transporte das uvas para a adega, e fazer-se os possiveis para que as uvas cheguem
inteiras e ndo amassadas ou calcadas, uma vez que tal pode desencadear o inicio precoce
de fermentacao.

O método de vinificacdo usado nos vinhos brancos consiste em fazer fermentar o
mosto depois de prensadas as uvas e, portanto, sem a presenca de outros elementos que
compdem o cacho; enquanto os vinhos tintos fermentam nos lagares, depois de triturada
a uva. A vinificagao em branco é conduzida com o fim de evitar a dissolugao, direta ou
enzimdtica, dos componentes do bagaco. Pode entdo considerar-se que a vinificagdo em
branco é constituida por diferentes etapas fundamentais, a rececdo das uvas, a extracao
do mosto, a clarificacdo, a fermentacao alcodlica (FA), a fermentacdo maloldtica (FML)
guando desejavel, a conservacdo e o envelhecimento.

De seguida é descrita, de forma sucinta, apenas a etapa da fermentacao alcodlica,
sendo que foi a Unica acompanhada e monitorizada para a realizacdo deste projeto.
Destaca-se também a influéncia da temperatura nesta mesma etapa, uma vez que se
considera que foi o fator que podera ter influenciado de forma mais direta os resultados

obtidos.

5.1 Fermentagdo alcodlica

A fermentacdo alcodlica consiste na transformacdo dos acucares (glucose e
frutose, principalmente) em etanol (CHs-CH;-OH) e didxido de carbono (CO2), como
produtos principais, além de pequenas quantidades de um grande numero de produtos

secundarios. Este processo é desencadeado por leveduras (principalmente da espécie
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S. cerevisiae) que existem nas peliculas das uvas. No entanto, industrialmente é usual
recorrer a sua adicdo para que o processo se inicie mais rapidamente.

Esta etapa de vinificagao pode ser divida em quatro fases, a fase de laténcia, a fase
exponencial de crescimento, a fase estacionaria e o declinio (morte das leveduras). Estas
fases estdo relacionadas com o crescimento microbiano e sdo dependentes da
temperatura de fermentacao.

A fase de laténcia, geralmente ocorre durantes os trés primeiros dias da inoculacdo
das leveduras. No entanto a sua duragao depende da temperatura. Quanto mais baixa for
atemperatura do meio (mosto), mais demorada é a adaptacdo das leveduras. A densidade
do mosto nao diminui, pois ndo ha consumo suficiente de glucose. Seguidamente ocorre
a fase exponencial, usualmente dura de 3 d a 6 d apds a inoculacdo. Nesta fase denota-se
um decréscimo abrupto da densidade o que indica atividade maxima das células. Apds
atingido o pico de atividade maxima e eficiéncia fisiolégica, ocorre a fase estacionaria. A
velocidade de fermentacdo diminui com a metabolizagdo das ultimas moléculas de
glucose e as leveduras ja ndo sdo capazes de se multiplicar, permanecendo em numero
constante. Durante toda esta fase, a atividade das leveduras diminui progressivamente e
ocorre acumulagdo de produtos metabdlicos téxicos ou exaustdo dos nutrientes; algumas
células morrem enquanto outras se dividem. Por fim, com o excessivo acumular de
produtos metabdlicos inibitérios, e falta de nutrientes essenciais, ocorre a morte das
leveduras. A taxa de morte é acelerada, o numero de células viaveis diminui de forma
exponencial.

A fermentacdo alcodlica ocorre em trés etapas, sintetizadas na equacao I.1:

= Transformacdo das hexoses/acucares (frutose e glucose) em acido pirdvico —
glicélise;
= Descarboxilacdo do acido piruvico a acetaldeido; e

= Reducdo do acetaldeido a etanol.
Hexose — 2 Etanol + 2 CO, + produtos secundarios (—167 k])  (equagdo I.1)

Em simultdneo a fermentacdo alcodlica ocorre a fermentacgdo gliceropiruvica, ou
seja, producdo de glicerol a partir das hexoses (frutose e glucose). Ocorre essencialmente
nos primeiros estadios da fermentacdo, quando a levedura usa os substratos para se

multiplicar e sintetizar outros metabolitos essenciais a partir do piruvato. O glicerol é o
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terceiro composto mais abundante dos vinhos. Confere suavidade e dogura ao produto
final.

Além do etanol e do glicerol, a fermentagdo origina muitas outras substancias,
produtos secundarios. A natureza e concentracdes dos produtos formados dependem do
estado sanitdrio e do grau de maturagao da uva, da estirpe de levedura que conduz a
fermentacgdo, das castas presentes no mosto e por fim das condigdes do meio durante o
processo de fermentagdo (arejamento, temperatura e nutrientes). Os produtos
secunddrios acabam por diferenciar cada vinho e por isso tornam-no uma bebida
agradavel e bem complexa. Alguns desses produtos da pandplia de todos os passiveis de
se formar sdo, o acido acético, o acido succinico, os alcoois superiores, os acidos gordos
volateis, os ésteres e os compostos sulfurados.

Por vezes, a fermentagao torna-se bastante lenta no final do processo, sendo que
as leveduras reduzem abruptamente o consumo dos acucares fermentesciveis (glucose e
frutose). A elevada concentracdo de agucares, as temperaturas extremas, a anaerobiose
completa, a caréncia de nutrientes, a presenca de fungicidas e a presenca de acidos
gordos de cadeia média, sdo alguns dos fatores que influenciam diretamente o decorrer

da FA.

Influéncia da temperatura

A temperatura é um dos fatores que tem influéncia sobre o crescimento e o
processo fermentativo das leveduras. Afeta a velocidade de fermentacdo, o rendimento
em etanol, o metabolismo de produtos secundarios e a acumulacdo de recetores de SO».
Como tal, durante a FA deve-se efetuar o controlo da temperatura (Torija et al., 2002).

E recomendado manter a temperatura abaixo de 20 °C para a fermentacdo de
vinho branco. Para temperaturas abaixo de 13 °C dificilmente ocorrera uma fermentacao,
assim como, para temperaturas superiores a 32 °C, onde a atividade microbiana cessa
(Rizzon et al., 2006). Alteragdes de temperatura demasiado bruscas nao sdao aconselhaveis
durante o processo, podendo mesmo ocasionar a morte dos microrganismos conduzindo
a uma indesejavel interrupcdo da FA (Peynaud et al., 2004).

Quanto mais alta for a temperatura, mais rapido é o inicio da fermentacdo e menor
€ o grau alcodlico obtido. Sob temperaturas elevadas, as leveduras apresentam menor

tolerancia ao etanol e tem maior dificuldade em assimilar os compostos azotados. Por
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outro lado, a fermentacdo realizada a baixas temperaturas, apresenta um sensivel
melhoramento nas caracteristicas sensoriais do vinho. Produz-se maior rendimento de
alcool, menor perda de aromas de origem varietal, maior formac¢do de ésteres (odores
agradaveis a frutos), vinhos mais ricos em didxido de carbono, menor contetdo de glicerol

e menor formagao de acidos volateis (Torija et al., 2002).
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6. Compostos odoriferos das uvas e dos vinhos

O olfato é um dos cinco sentidos humanos. Por meio do olfato, o Homem, assim
como os demais animais, capta diferentes odores. Os odores podem ser classificados em
agradaveis ou desagraddveis. O cheiro e a memdria estao ligados. O odor esta ligado com
a experiéncia. Ao cheirar algo conhecido evocamos a memdria, chama-se: “efeito de
Proust” (Chu e Downes, 2000).

O principal érgdo do sistema olfativo é o nariz. As moléculas do aroma que se
encontram dissolvidas no ar, no momento em que sdo inspiradas, o ar entra pelo nariz e
alcancga as células olfativas localizadas no topo da cavidade nasal. As células olfativas
devidamente estimuladas enviam impulsos nervosos ao cérebro, onde sdo produzidas as
sensagdes. No entanto, existem duas outras formas de ativar os recetores olfativos; a via
retronasal, pela cavidade bocal e trajeto até ao epitélio olfativo e a via hematogénica ou
intravascular, pela passagem do sangue para os pulmdes e trajeto até ao epitélio olfativo
com expiragdo do ar.

Para produzir cheiro, uma dada substancia deve possuir determinadas
propriedades, a volatilidade, a solubilidade em agua (uma substancia totalmente insollavel
em dagua ndo atingird os pontos do nervo olfativo) e a solubilidade em lipidos
(permitindo-lhe penetrar nos terminais do nervo olfativo através das camadas lipidicas
gue fazem parte da membrana de cada célula) (Peixoto, 1994). A intensidade de uma
sensacao olfativa ndo depende somente da concentracdao do componente na fase liquida
mas também da sua volatilidade, da sua pressdo de vapor e do seu limiar de percecdo
olfativo. O limiar de percecdo pode ser definido como o mais pequeno estimulo capaz de
produzir uma sensagao olfativa em pelo menos 50 % dos provadores de um juri (Meilgaard
etal., 1999).

As propriedades odoriferas tém influéncia na aceitagdo ou na rejei¢dao do produto
final, neste caso do vinho (Marti et al., 2003). De entre os compostos que constituem a
mistura complexa que é o vinho, apenas as substancias volateis sdo capazes de estimular
os 6rgdos sensoriais responsaveis pelo olfato. Sdo moléculas de pequeno tamanho e peso
molecular compreendido, geralmente, entre 30 g mol™* e 300 g mol! (Morrot e Brochet,

2000). A combinacdo dos diferentes compostos volateis, como alcoois, ésteres, acidos
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organicos, aldeidos, cetonas e terpenos, entre outros, formam o caracter dos vinhos,
permitindo inclusive diferencia-los (Garcia-Jares et al., 1995).

No vinho foram identificados, até ao momento, mais de 1 000 componentes
odoriferos, com concentracdes desde algumas centenas de mg L?! até poucos pg L?
ou mesmo ng L. A formacdo de aroma é influenciada por alguns fatores como, o
ambiente (solo, clima), o tipo de casta, a maturacao, as condi¢des de fermentagao, os
fatores bioldgicos (leveduras e bactérias) e o processo de producdo e de envelhecimento
(Vilanova e Oliveira, 2012).

Uma melhor compreensao dos principais componentes do aroma contribui para o
controlo de qualidade e pode ter um impacto para a viticultura e o processo tecnolégico

do vinho (Bonino et al., 2003).

6.1 Classificagdo do aroma do vinho

Tendo em conta a tecnologia aplicada na elaboragao do vinho, o aroma pode ser
classificado em quatro categorias distintas: varietal, pré-fermentativo, fermentativo e
pos-fermentativo (Bayonove et al., 1998). Segundo Peynaud (1980) e Lepe (1995),
pode-se designar por aroma primdrio o conjunto do aroma varietal e do pré-fermentativo,

por aroma secunddrio o fermentativo e por aroma tercidrio o pés-fermentativo.

Aroma primario

Aroma varietal

O aroma varietal é caracteristico da variedade de uva, e depende essencialmente
tipo de casta e da influéncia do terroir, i.e., do tipo de solo, do clima, da fitotecnia
(Stidwell, 2001). Depende também do estado sanitario e do grau de maturacdo da uva.
Divide-se em trés grandes grupos:

i.  Aroma varietal livre, formado pelas substancias volateis e odoriferas presentes;
ii. Precursores de origem varietal (precursores ndo volateis e inodoros — e.g.
glicosideos — e os compostos volateis odoriferos);
iii. Aromas pré-fermentativos — em alguns casos podem contribuir para o aroma

varietal (Baumes et al., 1994).
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Normalmente o mosto de uvas é praticamente inodoro. No entanto, as uvas
podem produzir um vinho com caracteristicas aromaticas especificas da casta de onde
provém. Estas substancias inodoras, que produzem aromas varietais no vinho sdo
conhecidas como precursores de aroma, e.g. os acidos gordos, os glicosideos, os
carotendides e os compostos fendlicos (Cordonnier e Bayonove, 1978).

Os componentes odoriferos das uvas tém um papel essencial na qualidade e no
caracter regional dos vinhos, sendo responsaveis pelo aroma varietal dos mesmos. A
personalidade aromatica individual dos vinhos é devida as infinitas combinagdes e
concentracdes dos diferentes compostos. Os componentes odoriferos, que foram mais
estudados de castas de V. vinifera, pertencem a familia quimica dos terpenos. Outros
compostos envolvidos no aroma varietal sdo os norisoprendides em Ci3. Acredita-se que

sdo estes os que mais contribuem qualitativamente no aroma varietal (Silva, 2000).

Aroma pré-fermentativo

Aroma que apesar de apenas ser revelado durante o processamento da vindima,
é também originario das uvas. Pode ser divulgado apenas no inicio da fermentacao
alcodlica, nomeadamente transporte, prensagem, maceracao e clarificacdo. Este aroma é
essencialmente devido a dlcoois e aldeidos com seis atomos de carbono (Bayonove
etal., 1998).

Compostos em Cs, apresentam um aroma herbaceo (Bayonove et al., 1998).
Diferentes autores concordam em que o maior potencial herbaceo se atinge antes da
maturacdo comercial, mas estda também dependente da variedade (Cordonnier e
Bayonove, 1981; Bayonove et al., 1998). Os compostos em Cg incluem o 1-hexanol, o

(2)-3-hexenol e o (E)-2-hexenal.

Aroma secunddrio

O aroma secunddrio do vinho é proveniente da atividade das leveduras durante a
fermentacdo alcodlica, bem como pelas bactérias laticas no caso de ocorrer uma
fermentacdo maloldtica. Condicbes das fermentacdes, essencialmente a temperatura e
estirpe de levedura usada sdo os fatores mais importantes que influenciam o aroma

secundario dos vinhos (Cardoso dos Santos, 2003).
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A fermentacdo alcodlica fornece o caracter vinoso que constitui a base aromatica
de todos os vinhos. Além disso, os compostos voldteis originados nesta etapa
representam quantitativamente a maior parte do aroma. Os componentes que fazem
parte do aroma secunddrio sdo essencialmente dlcoois, dcidos gordos volateis e os seus
ésteres e em menor quantidade, aldeidos.

Os alcoois superiores encontram-se praticamente ausentes nos mostos, mas
podem-se encontrar nos vinhos em concentracdes relativamente elevadas; no seu
conjunto, os compostos podem apresentar teores superiores a 100 mg L?, atingindo por
vezes algumas centenas de mg L'! (Curvelo-Garcia, 1988). Os principais alcoois superiores
dos vinhos, com teores frequentemente superiores a 50 mg L™ sdo o 2-metil-1-propanol,
o 3-metil-1-butanol (dlcool isoamilico), o 2-metil-1-butanol e o 2-feniletanol.

No caso das bebidas alcodlicas, os alcoois superiores desempenham um
importante papel no aroma (Fleet, 1993). A formacdo de dlcoois superiores ocorre por
duas diferentes vias:

i. Via catabdlica — a partir de determinados aminodcidos por intermédio do
mecanismo de Erhlich. Por este processo, os alcoois sdo formados por degradacao
dos aminodcidos mediante um mecanismo que engloba desaminacgao,
descarboxilacdo e reducao, sucessivamente;

ii.  Via anabdlica — a partir do metabolismo dos agulcares via piruvato, tendo como
intermediarios os acidos cetdnicos (Lepe, 1995).

Os acidos gordos volateis e os seus ésteres sao, juntamente com os alcoois
superiores, 0s principais responsaveis pelo aroma fermentativo dos vinhos.

Os acidos gordos volateis formados a partir dos a-cetoacidos sao principalmente
o propandico, 2-metil-1-propandico (isobutirico), o 2-metil-1-butandico, e o
3-metil-1-butandico (isovalérico). Os provenientes do metabolismo dos lipidos sdo acidos
gordos com numero par de &tomos de carbono como o acido butandico (butirico), o acido
hexandico (caprdico), o dcido octandico (caprilico) e o dcido decandico (caprico). Os acidos
gordos possuem odores considerados negativos, mas a sua concentracdo raramente
atinge o limiar de percec¢do olfativo. SG0 mesmo necessarios para um bom equilibrio do
aroma fermentativo (Etiévant, 1991).

Os ésteres apresentam individualmente odores agradaveis, principalmente

frutados, com excecao do acetato de etilo cujo odor, ndo é bem aceite para valores
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superiores a limite proximo de 100 mg L (Bayonove et al., 1998). A sua formac3o esta
dependente da formacao acidos gordos pelas leveduras.

Os ésteres etilicos mais importantes para a qualidade do aroma sdo os de cadeia
curta. Alguns dos exemplos mais importantes sdo, o lactato de etilo, o butanoato de etilo,

o hexanoato de etilo, o octanoato de etilo, e o decanoato de etilo.

Aroma tercidrio

O aroma terciario, conhecido também pelo bouquet, é motivado por reagdes de
oxirredugao nos estagios em que ocorre conservagao, geralmente em barrica e mais
tarde, durante o envelhecimento. Pode ser dividido em dois grupos: o aroma de oxidagao,
derivado da madeira que constitui o casco e também como resultado da passagem lenta
do oxigénio, através as paredes porosas da madeira, oxidando os constituintes do vinho
e, o aroma de reducdo, cujos compostos resultam do envelhecimento em garrafa.

Nos componentes pds-fermentativos estao incluidos aqueles extraidos de madeira

como por exemplo, vanilina (Ribéreau-Gayon et al., 2000; Masneufe et al., 2002).
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7. Papel das leveduras no aroma do vinho

Os aromas de vinhos comerciais sao resultado da uva em si e das atividades
bioldgicas levadas a cabo pelos microrganismos presentes. Varias espécies de leveduras e
bactérias, e em alguns casos fungos filamentosos, podem estar presentes durante a
fermentagdo do mosto, sendo responsaveis pelas caracteristicas finais do vinho (Rainieri
e Pretorius, 2000).

Tradicionalmente a fermentagdo ocorre com as leveduras autéctones que estao
presentes na pelicula das uvas frescas durante a vindima ou sdo introduzidas pelo
equipamento na adega durante o processo de vinificagao. As leveduras que conduzem a
fermentacdo alcodlica contribuem de forma decisiva para a estrutura, complexidade e
individualidade do perfil aromatico de vinhos.

A flora de leveduras presente nas uvas depende de uma vasta gama de fatores tais
como as condicbes climatéricas, entre as quais temperatura e queda de chuva, a
localizagdo geografica da vinha, as aplicagdes de fungicidas, a variedade e idade da vinha,

bem como o tipo de solo (Barnett et al., 2000).

7.1 Estirpes vinicas

Estudos recentes indicam que as espécies predominantes nas uvas sas sao
leveduras apiculadas como Kloekera apiculata e espécies oxidativas dos géneros Candida,
Pichia, Kluyveromyces e Rhodotorula. Contrariamente, as leveduras elipticas do género
Saccharomyces, sobretudo S. cerevisiae, em bagos sdos intactos e nos solos, aparecem em
numero extremamente baixo; no entanto, nas uvas danificadas sdo uma fonte importante

(Schuller et al., 2005).

Saccharomyces vs ndo-Saccharomyces

Estirpes do género Saccharomyces sao vulgarmente encontradas na microflora da
superficie das uvas, podendo também ser isoladas de frutos em estado de apodrecimento.
Sdo também encontradas nas adegas como parte integrante da bioflora destes locais.
Estudos comprovam que a bioflora das adegas domina a fermentacdo de mostos em

detrimento das estirpes encontradas nas vinhas (Mortimer e Polsinelli, 1999).
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Para além de S. cerevisiae, sdo normalmente encontrados espécies de outros
géneros como Candida, Kluveromyces e Pichia. A presenca e persisténcia destes géneros
nao-Saccharomyces na fermentagao sdao condicionadas por varios fatores tais como, a
temperatura, a adicdo de nutrientes, o arejamento e o contato com a pelicula da uva
(Bisson, 2004).

Na fase inicial das fermentagdes predominam as leveduras nao-Saccharomyces,
mantendo-se em crescimento até uma concentragdo de etanol proxima de 4 % a 5 %.
Posteriormente, devido a baixa tolerancia ao etanol demonstrada pelas leveduras
ndo-Saccharomyces, a fermentacdo passa a ser dominada por uma ou mais estirpes de

S. cerevisiae (Esteve-Zarzoso et al., 1998; Mills et al., 2002).

Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae é um microrganismo ndo patogénico, e devido a sua longa
histéria de aplicacdo na producao de produtos consumiveis como o vinho e o pao, ela foi
classificada como microrganismo geralmente considerado seguro (GRAS — generally
regarded as safe) (Ostergaard et al., 2000).

S. cerevisiae é um microrganismo aerébio facultativo, i.e., que tem a capacidade
de se ajustar metabolicamente, tanto em condi¢Ges de aerobiose como de anaerobiose.
Os produtos finais do metabolismo do acucar irdo depender das condicdes ambientais em
gue a levedura se encontra. Assim, em aerobiose, o aglcar é transformado em biomassa,
CO; e 4gua, e, em anaerobiose, a maior parte é convertida em etanol e CO;, processo
denominado de FA.

No que diz respeito ao seu papel enoldgico podem destacar-se inUmeras
vantagens tais como, a elevada tolerancia e producao de etanol, a elevada atividade
fermentativa (consumo completo de acgucares), a producdo de glicerol, a baixa producdo
de SO,, a capacidade de crescimento a baixas temperaturas e a elevadas concentracoes

de acucar e, por fim, mas ndo menos importante, a producdao de compostos do aroma.

7.2 Leveduras secas ativas

Algumas culturas starter (culturas de arranque), também designadas por estirpes

industriais ou leveduras secas ativas (LSA) sdo hoje largamente utilizadas, uma vez que
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possuem boas capacidades fermentativas e enoldgicas, contribuindo para a padronizacao
do processo de fermentac¢do e aumento da qualidade do vinho (Schuller e Casal, 2006).

Estirpes industriais sdao consideradas estirpes cultivadas em condigdes comerciais
para gerar inéculos de levedura desidratada. Estas estirpes tém de ser capazes de manter
a viabilidade durante o processo de desidratagdo/reidratagdo (Bisson, 2004). As condigdes
nas quais as estirpes industriais sdo produzidas poderao ser responsdveis pela variagao
gendmica obtida. As estirpes industriais tém surgido apds a caracterizacao fisiologica de
isolados indigenas.

Os bons candidatos destacam-se pela sua adaptacdo aos processos de producao
industrial de levedura e pelos seus atributos na produgao do vinho como a tolerancia ao
etanol e ao diéxido de enxofre, a fermentacdo completa de acucares, a auséncia de
producao de compostos deteriorantes, a capacidade para ultrapassar condi¢des adversas
de fermentacdo e a tolerancia a outros microrganismos (Schuller et al., 2005).

E possivel selecionar, em cada vinha, estirpes autdctones Unicas, que permitem
criar vinhos diferenciados. Pode-se entdo afirmar que ndo sdo apenas as caracteristicas
varietais das uvas que modelam as propriedades sensoriais do vinho. A partir do mesmo
mosto é possivel produzir vinhos com aromas muito distintos, variando apenas a estirpe
de levedura utilizada no processo fermentativo. Desta forma, é possivel obter vinhos
diferenciados, direcionados para as preferéncias especificas de cada mercado ou de grupo

de consumidores (Figura [.3).
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Figura 1.3 - Esquema da uva ao produto final utilizando LSA,
(Adaptado de Borneman et al., 2007).
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Atualmente, existem cerca 200 LSA e a maioria dos produtores de vinhos na
Europa recorrem a sua utilizacdo, visando um melhor controlo do processo fermentativo.
Sao considerados fator de garantia para uma fermentacgao rapida e consistente, e mantém
a homogeneidade de vinhos em anos consecutivos. Esta pratica tem resultado em vinhos
mais uniformes sem a tipica contribuicdo dos aromas e sabores provenientes de uma flora
de leveduras indigenas (Vieira et al., 2010).

O uso de espécies/estirpes autdctones é sempre preferivel devido a sua melhor
adaptacdo ao microecossistema e as condi¢des climatéricas de cada regidao, a capacidade
de predominancia sobre a flora microbiana ndo desejavel, bem como a manutencao das
propriedades sensoriais e do perfil caracteristico dos vinhos de cada regido (Vieira et al.,
2010). Apesar da sua longa histéria e tradicdo enraizada como pais produtor de vinhos,
em Portugal foram selecionadas apenas trés estirpes comerciais de S. cerevisiae das
regides vitivinicolas do Vinho Verde (Lalvin QA23®), Ddo (Lalvin QD145®) e Bairrada (Lalvin

BA11®).

Estirpe comercial de S. cerevisiae (Lalvin QA23%)

A levedura de vinificagdo conhecida por Lalvin QA23® é uma levedura da espécie
S. cerevisiae, incluida no grupo da antiga S. bayanus. De acordo com a especificacdo
técnica apresentada pelo fabricante, é recomendada principalmente para a elaboragao
de vinhos brancos. Assim, esta estirpe ja comercializada funcionou como amostra padrao

no estudo.

7.2.1 A escolha da levedura

Quando se vinifica, o uso da estirpe de levedura adequada permite expressar o
potencial aromdatico da uva em causa. De facto, a maior parte dos compostos volateis do
aroma presentes na uva encontram-se sob a forma de precursores, i.e., ligados aos
acucares ou aos aminoacidos que, se por um lado os protegem da oxidagdo, por outro
limitam a sua volatilidade e impedem a sua percecdo olfativa. A fim de poderem ser
olfativamente ativos, os compostos odoriferos devem ser libertados da ligacdo com o
residuo glicosidico ou aminoacidico. A hidrélise bioquimica mediada por leveduras

dotadas das necessdrias atividades enzimaticas é a via mais rdpida para obter vinhos que
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expressem de modo notério os aromas primarios da uva. Estirpes com atividade
B-glicosidasica, por exemplo, libertam as formas glicosiladas de terpenos e
norisoprendides; ja leveduras com atividades B-liase, por seu lado, rompem a liga¢do
entre a cisteina e os tidis, compostos sulfurados responsaveis pelo aroma (Triulzi e Scotti,
2008).

Para além do acima referido, é importante escolher uma levedura capaz de
produzir compostos volateis do aroma (aroma secundario). No entanto, é indispensavel
prestar atencao a sua nutrigdo. A nutricdo azotada da levedura tem um grande impacto
sobre a qualidade aromatica do vinho, os aminodcidos, em particular, sdo precursores na
sintese de alcoois superiores, de aldeidos, de acidos carboxilicos, e, indiretamente, dos
ésteres. Portanto para que uma estirpe de levedura possa utilizar os aminodcidos como
precursores na sintese de compostos do aroma, deve encontrar-se em boas condi¢des
nutritivas, i.e., ndo se deve encontrar na situacdo de necessitar deles para a sintese de
proteinas ou para produzir energia (Malajovich, 2011).

Portanto, quando se utilizam leveduras com potencialidade de enaltecer as
caracteristicas aromaticas do produto final é fundamental assegurar-se as suas condi¢des
otimas de desenvolvimento. Pois, caso contrdrio compromete-se a sua capacidade de

sintetizar compostos volateis do aroma.
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8. Andlise sensorial

Segundo a norma NP 4263:1994, pode-se definir Andlise Sensorial ou Exame
Organolético como o “exame das caracteristicas organoléticas de um produto pelos
orgaos dos sentidos”. O termo organolético é definido como sendo o que “qualifica uma
propriedade de um produto percetivel pelos 6rgaos dos sentidos”.

O exame organolético ou prova sensorial consiste na apreciacao através de trés
dos cinco sentidos: a visao, o gosto e o olfato. Os trés exames sao realizados pela seguinte
ordem:

i. exame visual;
ii. exame olfativo; e

iii.  exame gustativo.

A visdo permite avaliar diferentes parametros tais como a cor, a limpidez e a
intensidade. Cada casta tem as suas caracteristicas préprias, e a cor depende de varios
fatores, destacando-se o envelhecimento. Nos brancos, o envelhecimento provoca a
mudanca da cor citrino descorado (vinhos jovens) para dourado (vinhos envelhecidos). No
qgue diz respeito a limpidez, estd dependente dos processos tecnoldgicos a que o vinho
esteve sujeito, tais como trasfegas, filtracdes, centrifugacdes, e a presenga (ou ndo) de
alteragbes quimicas e microbioldgicas. Deve-se inclinar suavemente o copo de modo a

criar uma superficie eliptica, e portanto maior, para facilitar a observacdo do vinho.

O vinho é composto por uma série de moléculas volateis com poder odorifero. E
com o sentido do olfato que se reconhece e classifica estes compostos. O copo deve ser
agitado por forma a facilitar a libertacdo dos compostos do aroma. Com a aproximacao
do copo ao nariz, ocorre o fendmeno quimico (sensa¢do) que consiste na excitacdo
(inconsciente) do nariz; posteriormente ocorre a dete¢do/percecdo, ou seja assinala-se a
presenca da sensacdo e, por fim, procede-se a identificacdo, sendo capaz de atribuir um

nome a percecdo passada (Clarke e Baker, 2004).

Por fim, o gosto é o terceiro e uUltimo sentido a ser utilizado. As papilas gustativas
encontram-se na superficie da lingua. Sdo as células sensoriais que percebem os quatro

gostos elementares, amargo, acido, salgado e doce.
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Os acucares (glucose, frutose, entre outros) conferem dogura ao vinho; os acidos
(tartarico, malico, acético, etc.) a acidez. Por sua vez, o gosto a salgado advém dos sais,
e.g. cloreto de sédio; e o gosto amargo é devido aos compostos fendlicos. O doce é
detetado nos primeiros 2 s a 3's, ao fim de 5 s a 12 s diminui o doce e aumenta
progressivamente o acido e o salgado. No final domina a percecao do gosto acido e
fundamentalmente a do gosto amargo (Jackson, 2002).

A prova da-se por concluida quando o vinho é caracterizado segundo os trés
parametros, a cor/limpidez, o aroma e o gosto, levando o provador a concluir a maior ou

menor originalidade de um vinho, o seu equilibrio, harmonia e tipicidade.
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9. Metodologias HPLC e FTIR

A cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) é uma técnica de separagdo e
andlise em que a amostra é arrastada por um eluente liquido — a fase moével — através de
um adsorvente sélido — a fase estacionaria. A fase mével (eluente) é aspirada a partir de
um reservatorio por uma bomba e circula por todo o sistema a uma pressado elevada, a
um determinado caudal e temperatura. A montante da bomba é colocado normalmente
um filtro para evitar a entrada de pequenas particulas no sistema. A amostra a analisar é
introduzida por uma seringa no sistema de injecdo (constituido por um loop de volume
fixo) e é arrastada pelo eluente através da coluna cromatografica que contém a fase
estaciondria. Muitas separacoes sao efetuadas a temperatura superior a ambiente, sendo
necessario nesse caso termostatizar a coluna com o auxilio de um forno. A saida da coluna,
as substancias individualizadas passam por um sistema adequado de detegao (e.g.
espectrofotémetro, refratdémetro, etc.) que deve estar acoplado a um computador
possuindo software adequado a aquisicao e processamento dos dados.

O equipamento (OenoFoss™) é composto por duas unidades modulares
construidas em plataformas semelhantes, uma unidade de andlise de vinho via
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e uma unidade opcional de coloracdo
no visivel (VIS). FTIR é uma técnica rapida, que utiliza uma quantidade minima de amostra
(Russell e Fraser, 1994). O principio da tecnologia FTIR consiste em digitalizar a amostra a
analisar pelo espectro infravermelho, numa faixa espectral de componente entre
2 000 nm e 10 000 nm. A luz é absorvida pela amostra de acordo com a aparéncia de
constituintes do vinho, e por fim, a absorcdo é convertida através transformada de
Fourier, modelo matematico para uma previsao de a concentragao de varios constituintes.

O método FTIR substitui varias solu¢des de analise demoradas com um Unico teste
realizado no local. E uma solucdo analitica, simples e rapida de usar, que mede varios
parametros de mosto de uvas, mosto durante o processo de fermentag¢dao e vinho
acabado, tornando possivel uma andlise mais aprofundada e com maior frequéncia. Em
contrapartida, atualmente a técnica HPLC constitui um dos métodos mais poderosos em
guimica analitica, permitindo separar, identificar e quantificar compostos presentes em

qgualquer amostra soldvel numa matriz liquida.

31



| — Introdugao

32



Il — Materiais e Métodos




Il — Materiais e Métodos

32



Il — Materiais e Métodos

10. Planeamento Experimental

Como ja foi referido na parte |, o objetivo principal em estudo foi testar cinco
leveduras (previamente selecionadas) em fermentagdes a escala piloto (20 L), tendo sido
sujeitas as condicdes gerais de fermentacdo utilizadas em adega. Paralelamente foi
realizado um estudo de microvinificagdo a um volume de 50 mL.

As amostras finais obtidas, em ambas as escalas, foram analisadas a nivel
fisico-quimico. No caso do vinho produzido a escala piloto foi também analisado a nivel
sensorial, que a par da analise do comportamento fermentativo, contribui para selecionar

leveduras com potencial comercial.

10.1 Estagdo piloto

O projeto foi realizado em parceria com a empresa Yeast Wine - Wine Solutions,
Lda. A empresa possui uma estacdo piloto, pioneira no pais, capaz de recriar as condicoes
gerais de fermentacdo utilizadas em adega. Esta ¢é constituida por 12
fermentadores/cubas com temperatura controlada através de um chiller. Cada
fermentador permite acoplar sensores para monitorizar diversos parametros. A sua

capacidade maxima é de 20 L (Figura 1.1).

Figura 1.1 - Estacdo piloto — Yeast Wine - Wine Solutions, Lda.
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Perante as condicOes apresentadas é possivel testar diferentes leveduras e/ou condicGes
de fermentacdo, para uma selecdo de leveduras direcionada para o estilo de vinho

pretendido.

10.2 Caracterizacdao do mosto

Foram adquiridos cerca de 240 L de mosto branco dessulfitado, constituido por
uvas das castas Arinto, Avesso, Trajadura e Loureiro.

O mosto foi caracterizado em relagdo a sua densidade e alcool provavel por
aerometria (método OIV-MA-AS2-01B:R2009); acucares e acidos organicos por HPLC e pH
por FTIR. O mosto apresentou uma densidade de 1,071 atribuindo assim um grau de dlcool
provavel 8,8 % vol. e maximo de concentracdo de aglcares disponivel de 159 g L. Pelo
método FTIR foi encontrado um valor de pH igual 3,35.

A Tabela Il.1 exp0e a caracterizacdo do mosto pelo método HPLC.

Tabela 11.1 Concentragdo (C) de hexoses e acidos organicos, e respetivo erro associado

(p=0,05)
Cl(gL™h
Glucose 88,55 + 13,72
Hexoses
Frutose 92,02 + 14,19
Citrico 0,33 +£0,07
Acidos -
organicos Tartarico 1,06 £0,13
Malico 2,44 +£0,22

34



Il — Materiais e Métodos

11. Inoculagado das estirpes de S. cerevisiae

Neste estudo foram utilizadas cinco estirpes de S. cerevisiae (BE, M, F, S e CM) e
também a comercial Lalvin QA23® (Lallemand) usada como referéncia. As cinco estirpes
testadas foram anteriormente isoladas e selecionadas pela empresa Vinalia.

Primeiramente foi estabelecida a correlagdao entre a absorvéncia (DOs20 nm) —
Multiskan Go, Thermo scientific - e a concentragdo celular (n - n.°de células por unidade
de volume) de cada uma das estirpes, que foi determinada por contagem em camara de
Neubauer.

Foram preparados pré-indculos em 25 mL de meio YPD (20 g L glucose; 10 g L
extrato de levedura; 10 g L'! bactopeptona), a partir de estirpes armazenadas em glicerol
(30 mL LY, —80 °C), que cresceram durante 48 h (30 °C, 200 min). Os indculos foram
realizados em 200 mL de meio YPD correspondentes a 10 % do volume do fermentador
(20 L), eincubaram-se durante 48 h (30 °C, 200 min!) de forma a atingir uma concentracio
celular de aproximadamente n = 1x10% mL™.

A Tabela ll. 2 estabelece a correlacdo entre a concentracdo celular de cada estirpe
estimada pela leitura da absorvéncia a 620 nm e o volume de suspensao celular de cada

estirpe inoculado em 20 L de mosto.

Tabela 11.2 Correlagdo entre concentracgdo celular (n) e volume de suspensdo celular (V) de
cada estirpe, inoculado em 20 L de mosto

Estirpe n V/mL
BE 1,9 x 108 110

M 1,25 x 108 160

F 1,10 x 108 182

S 1,07 x 108 187

CM 1,04 x 108 192
Lalvin QA23® 1,04 x 108 192
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12. Fermentacao alcodlica

As fermentagdes foram conduzidas em duas escalas:
= Escala piloto, para avaliacdo do comportamento fermentativo das estirpes
(20 L); onde foram produzidos vinhos doces (interrup¢ao da FA) e vinhos
secos (até valor de densidade constante);
» Microescala, nas condicdes determinadas pela OIV (Organizagao
Internacional do Vinho e da Vinha) para a sele¢ao de leveduras, de modo a
avaliar a representatividade desta metodologia (50 mL).

As amostras foram analisadas em duplicado, visando o tratamento estatistico dos
resultados obtidos. Assim, os resultados que serdo apresentados na parte lll consistem na
média obtida e respetivo erro associado. O erro associado foi calculado pela equacgao I1.1,
onde t, € o valor tabelado da distribuicdo de t de Student para o nivel de confianga, S, é

o desvio padrdo associado as amostras e por fim n é o nimero de amostras.

Sx
n

Erro =t, X =

(equacao Il.1)

12.1 Fermentacdo a escala piloto

As fermentacdes foram realizadas em duplicado para cada estirpe, num volume de
20 L, e com temperatura controlada (18 °C). O progresso das fermentacbes foi
monitorizado pela medicdo didria da densidade por aerometria, segundo o método
OIV-MA-AS2-01B: R2009, descrito pela OIV.

Foram realizadas remontagens didrias, visando o arejamento das fermentacdes,
até o valor da densidade se encontrar préoximo de 1,040. As fermentacbes foram
terminadas (adicionando SO;) quando a densidade atingiu valores aproximados de 1,030
e até valor constante de densidade, para os duplicados de cada estirpe.

Segundo o Regulamento (CE) n.° 606/2009, o limite legal do teor de SO, total para
vinhos brancos e rosés é 200 mg L. A dose adicionada a cada cuba foi 120 mg L de SO,
total. O método de sulfitagem consistiu na utilizacdo do metabissulfito de potdssio

(K2S205) em pd, permitindo a sua dissolucdo completa e garantindo assim uma boa
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homogeneizagado. Posteriormente foi feita a decantagao a 6 °C por 2 d a 3 d na cuba de
fermentacao.

O doseamento do SO; livre e combinado, foi realizado por titulagdo iodométrica
direta e, por titulagdo iodométrica apds hidrdlise alcalina, respetivamente (Anexo A)
conforme a metodologia estabelecida pela OIV (OIV-MA-AS323-04B: R2009 e OIV-MA-
AS323-04C: R2009). Antes do engarrafamento, o teor de SO, foi corrigido de forma a
obter-se uma concentra¢do de SO, livre proxima de 40 mg L%, e as garrafas foram
armazenadas em local refrigerado (aproximadamente a 4 °C) até a realizagao da analise

sensorial.

12.2 Fermentagdo em microescala

Paralelamente as fermentagdes conduzidas na estacao piloto foram realizadas, em
triplicado, microfermentacdoes num volume de 50 mL de mosto inoculado. As
microfermentac¢des decorreram em baldes de Erlenmeyer acoplados com valvula de
Miiller (Figura I1.2), conforme estabelecido pela diretiva da OIV-OENO 370-2012 para a
caracterizacdo de leveduras vinicas do género Saccharomyces isoladas de ambientes

vitivinicolas.

Figura 11.2 - Fermentagdo em microescala (microfermentagdes).

A- véalvula de Miiller, B, C e D- aspeto geral.
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Na valvula de Miiller (Figura 11.2, A) foi adicionado 1 mL de solug¢do alcodlica de
glicerol estéril a 30 mL L?, funcionando como um filtro de ar, de modo a prevenir
contaminagdes.

As amostras foram incubadas, sem agitacdo, a uma temperatura de 18 °C. A
monitoriza¢dao da fermentagdo foi realizada por pesagem didria das amostras, até peso

constante (variacdo igual ou inferior a 10 mg).
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13.Caracterizagao dos mostos em fermentagao e dos vinhos

Tendo em conta o estudo a escala piloto, foram recolhidas amostras do mosto em
fermentagdo com densidades préximas de 1,050 e 1,030, visando a sua analise utilizando
tecnologia FTIR (equipamento Oenofoss™). Utilizou-se o programa predefinido para
“mosto em fermentagdao”. Os parametros analisados foram a glucose, a frutose e o titulo
alcoométrico volumico (TAV).

O vinho final produzido a escala piloto foi analisado recorrendo a andlise
cromatografica por HPLC (agucares, acidos organicos, glicerol e TAV), bem como pela
tecnologia FTIR (equipamento Oenofoss™), utilizando o programa predefinido “vinho
final”. Neste caso avaliou-se o pH e a acidez total. Foram ainda determinados os
compostos volateis do aroma por cromatografia de gases (GC-MS e GC-FID).

No que diz respeito as fermenta¢cdes em microescala, as amostras (vinho) foram
analisadas apenas recorrendo a andlise cromatografica HPLC e tecnologia FTIR, avaliando
0s mesmos parametros citados na escala piloto.

Todas as amostras, independentemente da escala em estudo, foram congeladas

até ao dia da andlise.

13.1 Acidos organicos, agucares, glicerol, etanol, cido acético, acidez total e
pH

Os 4acidos organicos (citrico, tartarico e malico), os acucares (glucose e frutose), o
glicerol, o acido acético e o etanol (TAV) foram analisados num HPLC constituido por uma
bomba Jasco 880-Pu, detetores UV/Vis Jasco 870-UV e Rl Jasco 830-RI e forno para
aquecimento da coluna. A andlise foi efetuada numa coluna organic acids Chrompack
(300 mm x 6,5 mm), utilizando H2SO04 a 5 mmol L? como eluente a um caudal de
0,30 mL min'%; a temperatura do forno foi de 80 °C. Utilizou-se um loop de 20 pL para a
injecdo da amostra. A detecdo dos acidos organicos foi feita por espetrofotometria a
210 nm e a dos acgucares, glicerol e etanol por refratometria.

O processo de quantificacao foi efetuado por comparacao dos tempos de retencao
apos a injecdo de padrdes de concentra¢des conhecidas e a construcao de uma curva de

calibracdo, pelo método do padrdo externo.
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A acidez total e o pH foram analisados pela tecnologia FTIR (Oenofoss™). As
amostras analisadas ndo sofreram qualquer tratamento prévio. Colocou-se cerca de
600 pL da amostra a analisar sob o feixe de luz; fechou-se a tampa do equipamento e este
de imediato comecgou a leitura. Apds 2 min os resultados foram mostrados através do
software proprio do equipamento (Figura 11.3). O processo respeitou as regras descritas
na OIV-OENO 390-2010.

O equipamento possui analises predefinidas e previamente calibradas, as
utilizadas foram o mosto, o mosto em fermentacado e o vinho finalizado. Os parametros

analisados foram sendo mencionados ao longo deste capitulo.

Figura 11.3 — Metodologia FTIR - Oenofoss™.

13.2 Compostos volateis maioritarios

As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 4 °C, durante 10 min e

FCR =4000 (FCR - forca centrifuga relativa), numa centrifuga modelo Sigma. A seguir, num
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tubo de vidro, foram colocados 5 mL de vinho aos quais se adicionou 100 pL de solucdo
de padrio interno (4-nonanol — Merck ref. 818773; 3,54 g L'%).

As andlises cromatogrdficas dos vinhos foram efetuadas num cromatdgrafo
Chrompack GC CP9000 equipado com injetor split/splitless e detetor de ionizacdo de
chama (GC-FID). Foi usada uma coluna Meta-Wax Teknokroma (50 m x 0,25 mm;
espessura de filme = 0,2 um). O gds de transporte foi o hélio GHE4x (Praxair) a um caudal
inicial de 1 ml min, j.e., uma pressdo a cabeca da coluna, inicialmente, de 75 kPa.

Ainjecdo foi de 1 uL de amostra. As temperaturas do injetor e do detetor mantidas
a 250 °C, sendo a razdo de split de 15 mL min’. A temperatura da coluna foi programada
de seguinte forma: 50 °C durante 2 min; depois elevada a 5 °C min"*dos 50 °C aos 177,5 °C;
a seguir foi incrementada 10 °C min™ dos 177,5 °C até aos 220 °C e por fim permaneceu
10 min a 220 °C. A andlise perfez um total de 42,25 min.

A quantificacdo dos compostos, apds determinacdo dos fatores de resposta do
detetor para cada um, foi realizada com recurso ao software Star — Chromatography
Workstation versdo 6.9.3 (Varian), por comparacdo dos tempos de retencdo com os de

substancias de referéncia puras.

13.3 Compostos volateis minoritarios

Inicialmente procedeu-se a extracdo dos compostos volateis a partir dos vinhos
em estudo. As amostras foram descongeladas no préprio dia e seguidamente
centrifugadas a 4 °C, durante 10 min e FCR=4000. De seguida num tubo (Pyrex,
ref. 1636/26MP) foram colocados 8 mL de vinho aos quais se adicionou 100 pL de solugdo
de padrdo interno (4-nonanol - Merck ref. 818773; 35,4 mg L'!) e uma barra de agitacdo
magnética (22,2 mm x 4,8 mm). Posteriormente foram adicionados 400 pL de
diclorometano (Merck ref. 1. 06054.2500). De seguida a mistura foi colocada em agitacao
durante 15 min. Depois do arrefecimento a 0 °C durante 10 min, a barra de agitacao
magnética foi retirada e a fase organica separada por centrifugacdo (FCR=4000, 5 min,
4 °C). O extrato foi recolhido com uma pipeta de Pasteur e depois desidratado com sulfato

de sddio anidro.
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As analises cromatograficas dos extratos dos vinhos foram efetuadas utilizando
um sistema GC-MS (constituido por um cromatografo gasoso Varian Saturn 2000
equipado com injetor 1079 e detetor de massas ion-trap (IT-MS).

A injecdo foi de 1 pL efetuada em modo splitless (durante 30 s) sendo a razdo de
split de 30 mL min’. A temperatura do injetor e da linha de transferéncia foram mantidas
a 250 °C. Por sua vez, a temperatura da coluna foi programada da seguinte forma, 60 °C
durante 2 min; depois elevada a 3 °C min"t dos 60 °C aos 234 °C; a seguir foi incrementada
5 °C mintdos 234 °C até aos 260 °C e por fim permaneceu 5 min a 260 °C. Perfaz, assim,
uma corrida de 70,20 min.

Foi usada uma coluna Sapiens-Wax MS (30 m x 0,15 mm; 0,1 um de espessura de
filme). O gas de transporte foi hélio GHE4x (Praxair) a um caudal constante de
1,3 mL min?. O detetor foi usado em modo de impacto eletrénico, com energia de
ionizacdo de 70 eV e gama de aquisicdo de massas entre 35 m z'* e 300 m z%, adquirindo
a intervalos 610 ms.

A quantificacdo dos compostos volateis foi efetuada com recurso ao software
Star — Chromatography Workstation versdo 6.9.3 (Varian), por comparac¢ao dos espectros
de massas e dos indices de retencdao com os dos compostos de referéncia puros. Todos os

compostos foram quantificados como equivalentes de 4-nonanol.
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14. Prova organolética

A prova organolética foi realizada pelas 11 h numa sala do edificio IEMinho
(Soutelo, Vila Verde), a qual foi preparada propositadamente para o efeito (Figura I.4). O
local, calmo e confortavel, ndo apresentava odores anormais, e o acesso foi restrito a
outros ocupantes durante a realizagao da prova, impedindo a quebra da concentragao do

provador. A temperatura da sala foi de 20 °C + 2 °C.

Figura 1.4 - Sala de prova.

O copo selecionado para a prova, respeitou a norma ISO 3591:1977, uma vez que
a sua forma permite a concentragdo de aromas.

A prova consistiu na avaliacdo de 12 diferentes vinhos, sem qualquer intervalo
entre amostras. Primeiramente foram servidos os vinhos secos e de seguida os vinhos
doces. O vinho foi servido a temperatura aproximada de 10 °C + 2 °C (previamente
refrigerado).

Na realizacdo da analise sensorial foi utilizado um painel de 10 provadores ndo
treinados, com idades compreendidas entre os 20 e os 50 anos, na sua maioria género
masculino. Apenas duas pessoas de género feminino presentes na prova.

A caracteriza¢do do produto foi feita com recurso a uma ficha de prova (Anexo B)

avaliando os seguintes atributos: exame visual (limpidez, cor e qualidade da cor), exame
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olfativo (intensidade, floral, frutado, especiarias, mineral, vegetal e impressdo geral) e
exame gustativo (docura, acidez, calor, amargor, estrutura, equilibrio, persisténcia e
impressao geral). Para caracterizar cada atributo foi usada uma escala de 1 a 5 valores e
de 0 a 20 na nota final (apreciagao global).

O tratamento de resultados teve em conta diversos parametros explicitos na
norma ISO 11035:1994 e recorrendo a ferramenta computacional MS Excel®. Calculou-se
a intensidade relativa (/) e a frequéncia (F) de cada atributo que por sua vez serviram como
parametros chave para o calculo da média geométrica (MG) para descritor do aroma
(equacao I1.2). F é o numero de vezes que o descritor do aroma é mencionado sobre o
numero total de vezes possivel menciond-lo (n.° citagdes); por sua vez | é a soma das
intensidades atribuidas a cada descritor por todo o painel de provadores, sobre o maximo

possivel de intensidade.

MG/, = VFXT x100 (equagsio 11.2)
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Este capitulo esta dividido nos dois focos principais do estudo:

i.  Caracterizagdo dos vinhos produzidos a escala piloto — fisico-quimica e sensorial,
€

ii.  Caracterizacdo dos vinhos produzidos em microescala — fisico-quimica.

15. Caracterizagdo dos vinhos — escala piloto

15.1 Monitorizagdo da FA

Uma vez que a glucose tem densidade superior a do que o etanol, é possivel
monitorizar o progresso de uma fermentagao pela medida da densidade do mosto. Esta
diminui progressivamente até valores entre 0,991 e 0,996 (Torija et al., 2002).

Como ja foi referido na parte |, capitulo 5, a temperatura de fermentacdo tem
grande influéncia sobre a atividade das leveduras. Uma temperatura baixa permite um
rendimento maior em etanol, ndo sé por uma fermenta¢dao mais completa, mas também
por minimizar a perda por evaporacdo e influencia também a quantidade de produtos
secundarios formados (Hashizume, 2001).

E recomendada a medicdo da temperatura e da densidade no minimo duas vezes
por dia e de forma constante (Rizzon et al., 2003). O acompanhamento da fermentacgao é
sugerido por meio da medicdo da temperatura e da densidade ou teor de acucar,
utilizando densimetro ou refratémetro (Hashizume, 2001). No presente estudo, a
temperatura da FA foi constantemente controlada pelo chiller acoplado a estagao piloto
e a densidade foi também avaliada diariamente por aerometria.

A remontagem no inicio da fermentagdao promove o arejamento necessario a
multiplicacdo das leveduras (Hashizume, 2001). A remontagem foi efetuada desde o inicio
da FA até ser encontrado um valor de densidade préximo de 1,040. A partir deste valor
de densidade, optou-se pelo total isolamento do fermentador, uma vez que, é apenas em
condicdes de anaerobiose (auséncia de 0;), que ocorre o processo de fermentacdo e
como tal a producdo de etanol (Barnett e Entian, 2005).

Durante a FA, pbode-se verificar algumas caracteristicas que logo diferenciaram as

estirpes ao nivel do comportamento fermentativo.
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Estirpe BE: verificou-se uma elevada produg¢do de espuma, em relagdo a todas as
outras estirpes. Inicialmente apresentou um leve aroma floral a rosas; no entanto, com o
aproximar do fim da FA o aroma foi-se ocultando.

Estirpe M: desde o inicio até ao fim da FA produziu baixa quantidade de espuma
(praticamente nula), tendo sido impossivel verificar qualquer atividade fermentativa
(borbulhar — sinal de libertacdo de CO;) levando, por vezes, a suspeitar que a FA teria
cessado. No entanto os valores de densidade foram progressivamente diminuindo,
provando que a FA continuou a ocorrer.

Estirpe F: ao terceiro dia da FA apresentou um forte aroma frutado (lembrando o
maracujd); no entanto, este acabou por desaparecer ao longo da FA, tomando o lugar um
aroma desagradavel a “ovos podres”. Este facto leva a suspeitar uma caréncia de
nutrientes por parte da estirpe.

As estirpes S, CM e Lalvin QA23® apresentaram comportamento muito idéntico no
decorrer da FA: baixa producdo de espuma e cinéticas similares. Os vinhos das estirpes S
e CM apresentaram aromas frutados enquanto, o vinho elaborado pela estirpe Lalvin
QA23°® oferecia um aroma floral.

Encontraram-se dificuldades com a refrigeracdo dos fermentadores, sendo que o
chiller estaria programado para desligar a refrigeragao durante a noite. Assim, o mosto
em fermentacao ja dessulfitado foi mantido a temperaturas superiores a 6 °C o que pode
ter influenciado negativamente as caracteristicas aromaticas do produto final.

As amostras intermédias (densidades préximas de 1,050 e 1,030), recolhidas
durante a FA, foram analisadas por FTIR. Assim, foi possivel verificar a degradacado de
aclcares e consequente formacao de etanol.

A Figura lll.1 representa o decurso do processo metabdlico no caso da estirpe S.
As outras estirpes apresentam comportamento semelhante (Anexo C).

Entre o 5.° dia e o 14.° dia (final da FA) ndo constam quaisquer pontos na
Figura lll.1, uma vez que se optou pela ocorréncia da FA em total anaerobiose (impedindo
assim a recolha de amostras). No entanto depreende-se que a curva seguisse o

comportamento aqui representado.

48



[l — Resultados e Discussdo

/gLy

120
100

80

Etanol
60

G+F
40

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t/d

Figura Il1.1 — Concentracgdo (C) dos agucares (glucose + frutose, G+F) e formagdo de etanol ao

longo do tempo (t) — estirpe S.

Quando o processo FA foi dado como terminado, foi também adicionada uma dose
de 120 mg L de SO, a cada cuba. A sulfitagem deve ser feita de maneira mais uniforme
possivel por todo o mosto. O SO, é habitualmente usado como conservante, sendo
utilizado para a protecdo dos vinhos contra a oxidacdo. Possui propriedades antisséticas
e impede a deterioracao do vinho provocada por bactérias e bolores, os sulfitos tornam
assim o vinho mais estavel, prolongam a sua conservacao. Possui também efeito sensorial,
permitindo a conservagdo dos aromas e contribuindo para o desenvolvimento de bouquet
e permite a inibicdo das leveduras, dependendo da dose adicionada (Pato, 1988).

Como ja acima foi referido, o estudo da FA a escala piloto ocorreu tendo em conta
duas vertentes:

* Interrupc¢do da FA (deixando acucar residual) — Caso 1;
= FA até densidade constante — Caso 2.

O tempo de fermentagdo variou consoante a estirpe em estudo. No entanto, a
estirpe Lalvin QA23® apresentou uma cinética de fermentag¢dao mais rdpida em ambos os
casos (Tabela 1ll.1). Pode-se verificar que as estirpes F, CM e S mantiveram o mesmo
padrdo de cinética durante a FA, ficando em 2.°, 3.° e 5.° lugar, respetivamente, em ambos
0s casos. As estirpes F e CM apresentam cinética de fermentacdo rapida, sendo capazes

de acompanhar a estirpe comercial.
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Curioso, e de ressaltar, é o caso das estirpes M e BE. Esta ultima demorou 10 d a
atingir uma densidade 1,006; no entanto a FA terminou 4 d depois, terminando com uma
densidade de 1,002. Este facto leva a crer que a estirpe foi incapaz de completar a
degradacdo dos agucares. Ja a estirpe M demorou apenas 9 d a atingir uma densidade
1,003 (mais 1 d que a estirpe comercial). No entanto, o finalizar da FA foi extremamente

lento, vindo a terminar apenas 6 d depois.

Tabela 1lI.1 Valores de densidade (D) e respetivo tempo (t) de FA (Caso 1 e Caso 2) —
escala piloto

Caso 1 Caso 2
t/d D t/d D

BE 10 1,006 14 1,002

M 9 1,003 15 0,997

F 8 1,004 12 0,996

S 10 1,004 14 0,997

CM 8 1,004 13 0,997
Lalvin QA23® 8 1,001 11 0,996

A excegdo da estirpe BE, os valores de densidade encontrados no Caso 2 foram de
encontro ao mencionado por Rizzon et al. (2003), variando entre 0,996 e 0,997,
comprovando que a FA foi completa.

No que diz respeito a producdo de espuma destacam-se as estirpes BE e a M.
Estirpe BE caracteriza-se pela elevada producao de espuma e estirpe M pela sua quase

nula producdo. Todas as outras estirpes apresentaram baixa producao de espuma.

15.2 Andlise quimica

15.2.1 Aglcares, acidos organicos, glicerol, etanol e acido acético

Acucares — Glucose e Frutose

A composicdo em agucares varia consoante a casta, e o estado de maturagao e
estado sanitario das uvas. Os principais aclcares das uvas sdo as hexoses, frutose e a
glucose (acucares fermentesciveis), existindo contudo outros acucares (ndo
fermentesciveis) em proporcdes mais pequenas (agucares residuais) como por exemplo

as pentoses, ribose e a xilose, e a sacarose. A importancia dos aglcares no vinho esta
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relacionada com o seu contribuo para o gosto, através do seu gosto original (doce). No
entanto, o seu papel fundamental é a producdo de etanol durante a FA (Jackson, 2008).
Os vinhos foram caracterizados segundo o seu teor de agUcares.
O mosto apresentava as seguintes concentracdes de glucose e frutose,
respetivamente: (88,55 + 13,72) g L' e (92,02 + 14,19) g L1 Na Tabela 1ll.2 sdo
apresentados os valores determinados, por HPLC, referentes ao teor de glucose e de

frutose em ambos os casos retratados.

Tabela I11.2 Concentragdes de glucose (Cgiyc) € de frutose (Cgryt), determinados por HPLC,
nos vinhos produzidos a escala piloto, e respetivo erro associado (p=0,05)

Coiuc/(g L) Crrud/(g L)

Caso 1 Caso 2 Caso 1 Caso 2
BE 2,36 + 1,30 0,40 + 0,01 11,72+ 2,53 0,36 + 0,01
M 6,00 + 0,83 2,16 £0,72 15,30 + 3,03 3,35+1,13
F 3,92 +£0,50 0,40 £ 0,02 10,10 + 2,59 0,37 £ 0,07
2,67 £0,72 0,40 £ 0,08 7,71 £1,04 0,37 £ 0,25
CM 1,85+ 0,25 0,38 + 0,05 5,79+1,15 0,29 +0,18
Lalvin QA23® 2,35 +0,23 0,39 + 0,02 2,53+1,52 0,34 + 0,05

Verificou-se que a degradacdo de ambos os acucares fermentesciveis, pelas
estirpes em estudo, foi bem conseguida. Tal como era espectavel, aqguando da cessa¢ao
forcada da FA (Caso 1), os teores de aclcar sdo mais elevados. Isso justifica-se pelo facto
de as leveduras terem sido impedidas forcadamente de terminar o consumo dos agucares
e consequente producdo de etanol.

E de salientar que apesar de a glucose e a frutose coexistirem como substratos, a
glucose é mais facilmente consumida. Tal facto esta bastante explicito nos valores obtidos
no Caso 1. O valor maximo conseguido de glucose é de 6 g L't enquanto a frutose é capaz
de mostrar valores na ordem das dezenas, apresentando um maximo préximo de 15 g L,
vinho produzido pela estirpe M.

No Regulamento (CE) n.° 607/2009, de 14 de Julho, encontram-se legislados os
limites de concentracdo de acglcar e respetiva caracterizacdo do vinho. Assim, no Caso 2
(a excecdo da estirpe M) todos os vinhos sdo caracterizados como vinho seco, uma vez
que o seu teor de agucares é aproximadamente 1 g L%, logo inferior a 4 g L. No caso da
estirpe M, a sua concentracdo de aglcares é cerca de 6 g L'! e por isso é ja considerado

vinho adamado. No Caso 1, as estirpes S, CM e Lalvin QA23® enquadram-se em vinho
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adamado, enquanto as estirpes BE, M e F apresentam-se como sendo vinho meio doce,

uma vez que o seu teor de aglicares se apresentou superiora 12 g L'* masinferiora45gL™.

Etanol e Glicerol

Na Tabela Ill.3 s3o apresentados os valores de concentragao de glicerol e de titulo

alcoométrico volumico (TAV), tendo em conta ambos os casos em estudo.

Tabela 111.3 Concentragdes de glicerol (Cgiicerol) € etanol (TAV) determinados por HPLC, nos
vinhos produzidos a escala piloto, e respetivo erro associado (p=0,05)

TAV/% Caliceral/(g L)

Caso 1 Caso 2 Caso 1 Caso 2
BE 9,58 £ 0,21 10,34 £ 2,44 2,83+£0,21 3,47 £ 0,91
7,26 £ 0,76 10,74 +1,12 2,66 + 0,52 3,54 + 0,37
F 9,52 + 3,09 10,92 + 0,15 3,38+ 0,45 4,13 £ 0,37
7,14 £ 2,19 8,13+0,18 2,46 £ 0,66 2,89+£0,24
CM 8,59+294 10,43 £ 2,93 3,01+£1,14 3,97 £0,71
Lalvin QA23® 9,62+1,71 10,87 £ 1,04 2,85+£0,19 4,09 +1,67

O etanol é um dos principais fatores de qualidade de um vinho. As suas funcdes
nao se limitam somente a sua influéncia nas caracteristicas organoléticas, tendo também
um papel muito importante no controlo microbiano (agentes patogénicos) e
consequentemente na conservag¢ao do vinho. O aumento da concentragdao de etanol
durante a fermentacdo inibe o crescimento microbiano, mantendo o meio (mosto em
fermentacdo) estavel em condicdes de anaerobiose (Jackson, 2008). O etanol ndo é um
componente originario das uvas mas sim o principal produto da FA sendo, depois da agua,
o principal componente do vinho.

O teor de etanol num vinho esta dependente das condig¢des iniciais do mosto. No
entanto, as condicdoes durante a fermentacdo (e.g. temperatura e tipo de levedura)
também influenciam a producdo de etanol. A levedura S. cerevisiae, que ¢é
particularmente resistente ao aumento da concentracdo de etanol e sintetiza 1 % por
cada 16,5 g a 17,5 g de acgucares (frutose e glucose) por litro de mosto (Cheynier et al.,
2010). Assim, com teor de aglcares apresentados pelo mosto, 180,6 g L' previa-se um

TAV proximo dos 11 %.
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No Caso 2, obtiveram-se valores de TAV entre 8,13 % e 10,92 %, para as estirpes S
e F, respetivamente. No que diz respeito ao Caso 1, os resultados variaram entre 7,14 %
e 9,62 %, para as estirpes S e Lalvin QA23°®, respetivamente. Como se pode verificar, a
estirpe S foi a menos capaz de produzir etanol, em ambos os casos estudados. No entanto,
pode-se afirmar que todas as estirpes em estudo foram perfeitamente capazes de se
apresentar como boas candidatas para a produgado de etanol, conseguindo atingir valores
idénticos e até superiores aos da estirpe comercial Lalvin QA23®. Paralelamente,
verificou-se que os valores de TAV, na sua maioria, se encontram dentro do legislado na
Portaria n.° 668/2010, estabelecendo um minimo de 8 % vol. e um maximo de 11,5 %,
podendo exceder o limite maximo de acordo com o descrito na mesma. Como excegao,
apresentam-se os vinhos produzidos pelas estirpes M e S (Caso 1), ndo atingindo o minimo
de TAV legislado.

Salienta-se o facto de, apesar, da estirpe M ter terminado a FA (Caso 2) com teor
de acgucares bastante elevado (comparativamente com as outras estirpes) ter sido capaz
de acompanhar as demais estirpes na producdo de etanol, apresentando um valor muito

proximo de TAV estimado inicialmente no mosto.

O glicerol é um dos principais produtos secunddrios da conversao dos agucares
durante a FA realizada pelas leveduras e é produzido sobretudo no inicio da fermentacao
(Ribéreau-Gayon, 2006). Tem um gosto ligeiramente doce e contribui para a suavidade,
consisténcia e corpo do vinho. No entanto, ndo tem um impacto direto nas caracteristicas
aromaticas do vinho devido a sua natureza nao volatil (Pretorius, 2000). A quantidade de
glicerol presente nos vinhos esta dependente de muitas condi¢es. Para além da estirpe
e da quantidade de indculo utilizado, também fatores como o arejamento, a temperatura
de fermentacdo, a composicdo dos mostos em termos de azoto, acucares, sulfitos e pH, a
casta e a infecdo das uvas com Botrytis cinerea podem influenciar a concentracao final de
glicerol (Vieira, 2013).

Os valores de concentracdo do glicerol encontram-se, geralmente, compreendidos
entre5g Lt e 12 g L' (Navarre, 1997). Os valores encontrados em todas as amostras em
analise (Tabela Ill.3) ndo foram de encontro ao exposto na bibliografia, ficando muito
aquém do limite minimo esperado. A estirpe F foi a que apresentou maior teor de glicerol

em ambos os casos, atingindo um maximo de (4,13 + 0,37) g L' no Caso 2. Estes valores
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poderdo ter contribuido negativamente para o produto final; no entanto a prépria estirpe
comercial Lalvin QA23® apresentou teores inferiores aos referidos na bibliografia. Este
facto pode ser justificado pelo facto de a producao de glicerol ser diretamente
proporcional a producdo de etanol. Assim a estirpe S, que apresentou menor TAV,
consequentemente apresentou também menor concentracdio de glicerol

(2,89+0,24)gL'e (2,46 +0,66) g L%, no Caso 2 e no Caso 1 respetivamente.

Acidos organicos

A acidez do vinho é devida essencialmente aos acidos tartarico, malico e citrico,
encontrados em todas as partes da videira. Estes trés acidos sdao naturais da uva, nao
estando a sua producdo dependente da FA (Magalhdes, 2008). Na Tabela Ill.4 pode-se

consultar as concentracdes dos diferentes dcidos organicos.

Tabela Ill.4 ConcentragBes de acido tartarico (Crart), acido malico (Cus) e acido citrico
(Ccitrico) determinados por HPLC, nos vinhos produzidos a escala piloto, e
respetivo erro associado (p=0,05)

Crart/(g L"l) Cwall(g L'l) Ccitrico/ (g L'l)
Caso 1 Caso 2 Caso 1l Caso 2 Caso 1 Caso 2
BE 0,85 + 0,42 0,93+0,10 241+£0,14 2,29 +£0,93 0,63+0,28 0,69 +0,22

1,04 £ 0,26 0,99+0,11 2,39+ 0,02 2,38+0,16 0,59+0,08 0,48 +0,05
0,95+0,79 1,38+ 0,62 2,12+ 0,09 2,19+0,88 0,63+0,07 0,69+0,18
1,17+ 0,46 1,29 + 0,08 2,66 + 0,27 2,90+ 0,09 0,48+0,21 0,56 +0,03

CM 1,17 £ 0,75 1,05 + 0,90 2,09+0,70 2,37 +0,10 0,60+0,16 0,32+0,09
Lalvin QA23® 1,32+0,35 1,48 +0,37 2,33+0,34 2,39+0,84 0,45+0,26 0,53+0,16

n

O acido tartarico é dificilmente encontrado nas diferentes espécies vegetais, sendo
a videira uma das poucas plantas onde ele estd presente em quantidade elevada. E o acido
mais importante dos &cidos fixos do vinho e representa 1/3 ou 1/4 do total. E um 4cido
forte que interfere diretamente no pH do vinho. Na fase de maturacdo do bago é de
esperar encontrar valores de concentracdo entre 6,0 g L'* e 9,0 g L't (Magalh3es, 2008).
Quando presente em elevadas concentragbes, confere aspereza e mesmo certa
adstringéncia ao vinho; mas, em concentra¢des adequadas é responsavel pela fineza acida

dos bons produtos.
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Inicialmente o mosto apresentou uma concentracdo de acido tartarico de
(1,06 + 0,13) g L?, apresentando teor muito inferior aos referidos na bibliografia
(Genisheva et al., 2014; Magalhdes, 2008). Esta discrepancia de valores pode ser
justificada tendo em conta as propriedades quimicas do acido. Uma vez que as amostras
foram congeladas e posteriormente analisadas, o estado do acido tartarico foi alterado
pela congelagdo, precipitando e tornando-se, posteriormente incapaz de se voltar a
dissolver (Andrade, 2012).

O acido madlico é um dos 4acidos organicos mais difundidos na natureza,
predominando em grande nimero de vegetais. E considerado um 4cido fraco e pouco
resistente a respiracao oxidativa. O teor habitual de acido malico encontrado no bago da
uva varia entre 0,7 g L't a 2,7 g L'! (Magalh3es, 2008). No entanto, a sua concentracdo
pode sofrer diminuicdo significativa se for metabolizado por bactérias laticas aquando da
fermentagdo malolatica (FML).

Os valores encontrados foram, no seu geral, superiores a 2 g L e bastante
préximos do encontrado inicialmente no mosto (2,44 +0,22) g L't bem como dos valores
citados por Magalhdes (2008). No entanto Navarre (1997) alega que a concentragao de
acido malico esperada no vinho serd entre 0 g L'! e 1 g L', Este acontecimento pode ser
justificado pela ndo ocorréncia da FML. Durante a FML, ocorre a descarboxilacdo do acido
malico em acido latico, com producao de CO,, fazendo com que o acido malico diminua a
sua concentracao, podendo até desaparecer por completo.

O acido citrico do vinho provém das uvas, é um acido organico forte, normalmente
presente em pequenas quantidades nos mostos e geralmente ausente nos vinhos.

Na sua generalidade as concentra¢des de acido citrico encontradas (Tabela 111.4),
sofreram um aumento em relacdo a concentracdo inicial encontrada no mosto
(0,33 + 0,07) g L. Tal facto era espectdvel, uma vez que é usual a concentra¢do deste
acido composto sofrer um ligeiro aumento durante a FA, sendo posteriormente
consumido durante a FML (Malherbe et al., 2012).

Aquando da interrupcdo da FA (Caso 1), destaca-se o valor obtido para o acido
citrico pela estirpe Lalvin QA23® (0,45 + 0,26) g L™}, como sendo o menor encontrado. Ja
no Caso 2, destacou-se a estirpe CM com um valor de (0,32 +0,09) g L.

Todas concentracoes de acido citrico (independentemente da estirpe e do caso

em estudo) se encontram abaixo de 1 g L™ (valor proposto), atingindo um méaximo de
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0,69 g L pelas estirpes BE e F (Caso 2). Assim, verifica-se o cumprimento do valor limite

proposto internacionalmente pela OIV e pela UE.

Acido acético

A acidez volatil é constituida por cerca de 96 % do acido acético e, por isso, é usual
associar-se termo acidez volatil apenas ao acido acético. O 4cido acético pode ser formado
em qualquer momento da producdo de vinho. Com efeito, pode ser produzido antes da
FA por deterioragao microbiana das uvas infetadas por Botrytis cinerea. Também pode ser
formado pelas leveduras durante a FA e, mais tarde, pelas bactérias do acido latico
durante a FML (Vilela-Moura et al., 2011).

A Tabela lll.5 apresenta as concentra¢des de dcido acético determinadas por HPLC.

Tabela I11.5 ConcentragGes de 4cido acético (Cacetico) determinados por HPLC, nos vinhos
produzidos a escala piloto, e respetivo erro associado (p=0,05)

CAcético/(g L'l)

Caso 1l Caso 2
BE 0,63 +0,48 0,64 + 0,38
0,49 £ 0,54 0,67
F 0,471,221 0,53+0,79
S 0,33+0,44 0,53 +0,39
CM 0,43+1,11 0,61+1,11

Lalvin QA23® 0,29+0,17 0,59+0,14

Pela andlise da Tabela IIl.5, pode-se constatar que o maximo de acido acético
alcancado foi 0,67 g L%, pela estirpe M (Caso 2). No entanto este resultado é desprovido
de erro associado, uma vez que no duplicado da amostra o 4cido em causa nao foi
detetado via HPLC, pondo em dulvida a veracidade do valor. Paralelamente, foram
encontrados erros associados consideraveis as demais concentracdes descobertas. Em
alguns dos casos, o erro associado ultrapassou o valor do parametro em causa. Tal facto
pode ser justificado pela dificuldade sentida em identificar o pico cromatografico, uma
vez que ha bastantes compostos com tempo de retencdo préximos do acido acético.

Segundo o Regulamento (CE) n.° 606/2009, o limite legal de acidez volatil, expressa
em 4acido acético, para vinhos brancos é 1,08 g L. Visto que, na sua globalidade, os valores

foram inferiores ao limite legal exigido, pode-se excluir a hipdtese de contaminacao.
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Acidez total e pH

A acidez total (AT) do vinho é basicamente formada pelos acidos tartarico, malico,
citrico, latico e o succinico, sendo que mais de 90 % é composta apenas pelos acidos
tartarico e malico. A AT desempenha um importante papel nas caracteristicas
organoléticas do vinho. A acidez reforga e conserva os aromas, e da corpo e frescura ao
vinho no seu envelhecimento. A AT de um vinho deve estar compreendida entre 5,5 g L*!
e 8,5 g L (expressa em &cido tartdrico) em que os vinhos brancos deveriam estar mais
proximos do limite superior e os tintos do limite inferior (Ribereau-Gayon et al., 2006;
Jackson, 2008). Por outro lado, os vinhos com DO Vinho Verde deverdo ter um limite
minimo de AT igual ou superior a 4,5 g L™! (Portaria n.° 668/2010).

O conhecimento do valor de pH do vinho é de elevada importancia visto que, por
ele, pode avaliar-se a resisténcia do vinho a infe¢do bacteriana ou tendéncia para contrair
casse férrica, ou a percentagem de SO, presente na forma elementar. O valor de pH, que
é exatamente o cologaritmo da concentracdao em iGes H*, apresenta valores de 3 a 4
(Guerra, 1998). No entanto, é de ressaltar que quanto mais baixo for o valor, maior
protecdo é conferida ao vinho, possuindo maior resisténcia a infe¢cdes bacterianas devido
ao meio acido. Mais especificamente, nos vinhos brancos é habitual encontrar valores
entre 3,1 e 3,4 (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Na Tabela Ill.6 sdo apresentados os valores de AT e de pH determinados por FTIR.

Tabela I11.6 Concentragbes de acidez total (AT) e valores de pH determinados por FTIR, nos
vinhos produzidos a escala piloto, e respetivo erro associado (p=0,05)

AT/(g L) pH
Caso 1 Caso 2 Caso 1 Caso 2

BE 7,35+0,05 7,65+0,15 3,29+ 0,13 3,36 £ 0,09
6,90 +0,02 6,55+0,55 3,26 £ 0,04 3,62 +0,79
F 7,10+0,10 7,15+0,25 3,31+0,01 3,35+0,02

S 7,15+ 0,05 7,10 3,27 £0,01 3,32

CM 7,00 6,30 3,30 3,37
Lalvin QA23® 6,80 +0,01 6,75+0,25 3,36 £ 0,09 3,41 £ 0,02

No que diz respeito a AT (expressa em acido tartdrico), foram encontrados valores
compreendidos entre 6,5 g L' e 7,5 g L', encontrando-se entre o espectavel mencionado
por Ribereau-Gayon et al. (2006) e Jackson (2008). Paralelamente, os valores de AT

encontrados nos diferentes vinhos produzidos respeitam o limite minimo legislado de AT
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dos Vinhos Verdes. Por outro lado, o facto de o acido tartarico (em conjunto com o acido
malico) corresponder a cerca de 90 % da AT, e este ter sido encontrado em tdo baixas
concentrag0es, leva a suspeitar que o valor da AT seja superior ao valor descoberto.

Em relacdo ao pH, no Caso 1 (Tabela Ill.6) os valores variaram entre 3,26 e 3,3; por
seu lado no Caso 2 alteraram entre 3,32 e 3,41. Verifica-se que os valores,
independentemente da vertente em estudo, encontram-se bastante préximos dos valores
citados por Ribéreau-Gayon et al. (2006). Ndo se considera essencial, relevar qual das
estirpes atingiu um pH superior uma vez que todos eles apresentam extrema
proximidade. Salienta-se apenas o erro associado ao valor de pH encontrado no vinho
produzido pela estirpe M (3,62 £ 0,79 — Caso 2), ndo sustentando o valor encontrado para
o pardmetro em causa. Por outro lado, uma vez que o acido tartdrico influéncia

diretamente o valor de pH, serd de prever um meio mais acido.

15.2.2 Compostos volateis do aroma - maioritarios

Durante a FA, para além do etanol sdo também originados outros produtos, como
por exemplo os alcoois superiores (Gutierrez, 1993).

A producdo de alcoois superiores estda associada a presenca de oxigénio, as
temperaturas elevadas, a presenca de particulas em suspensdo no mosto, a atividade
metabdlica de leveduras e bactérias (Jackson, 2008). Os alcoois superiores quantificados
por GC-FID, nos vinhos produzidos neste projeto foram o 1-propanol, o
2-metil-1-propanol, o 2-metil-1-butanol, o 3-metil-1-butanol e o 2-feniletanol. Pelo
mesmo método, quantificou-se também o acetaldeido, o acetato de etilo e o metanol.

Nas Tabelas IIl.7 e 1ll.8 s3ao apresentados os resultados obtidos referente a
producdo de acetaldeido, de acetato de etilo, de metanol e de alcoois superiores a escala
piloto no Caso 1 e Caso 2, respetivamente.

De uma forma muito geral, pode-se concluir de imediato que as concentra¢des no
Caso 2 foram ligeiramente superiores em relacdo ao Caso 1. Tal facto era espectavel uma
vez que a producdo destes compostos acompanha a FA. Como tal, ao interromper
forcadamente a FA (Caso 1) interrompeu-se igualmente a formacado de alcoois superiores

e os demais compostos do aroma.
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Tabela 111.7 Concentragdes (C) de acetaldeido, acetato de etilo, metanol e alcoois superiores

piloto (Caso 1), e respetivo erro associado (p=0,05)

determinados por GC-FID, nos

vinhos produzidos a escala

C/(mg L) BE M F S CM Lalvin QA23®

acetaldeido 92+1,1 - 6,8+29 6,4 6,6+1,7 95+3,9

acetato de etilo 27,0+ 8,5 28,8 29,8+1,8 34,8+1,3 31,4+14,4 37,4+4,0

- metanol 61,6 £ 8,2 102,8 111,5+7,7 955+14,4 122,7 £19,7 122,1£31,5
8 1-propanol 20,1+1,1 27,2 25371 31,6 +8,5 28,2+7,6 29,6 +2,3
8 2-metil-1-propanol 541+19 31,6 38,8+25 38,7+9,2 43,6+7,9 38,2+ 13,2
Alcoois 2-metil-1-butanol 33,5£3,5 22,4 21,3+44 26,0 +4,8 22,0+51 26,077

superiores 3-metil-1-butanol 134,4 11,2 120,5 109,9 + 6,4 136,6 + 6,1 126,3+11,8 142,9+11,0
2-feniletanol 31,7+6,3 20,9 19,1+1,6 242 +7,1 19,4+45 256 £4,4

TOTAL 273,7 222,5 214.,4 257,2 239,5 262,2

Tabela 111.8 Concentragdes (C) de acetaldeido, acetato de etilo, metanol e alcoois superiores determinados por GC-FID, nos vinhos produzidos a escala
piloto (Caso 2), e respetivo erro associado (p=0,05)

Cl/(mg L) BE M F S CM Lalvin QA23®

acetaldeido 13,1 16,1 + 8,6 8,3+3,7 11,3+5,3 10,6 +5,9 99+77
acetato de etilo 35,1 41,2 +27 38,1+3,8 38,1+6,6 38,5+4,0 446 + 6,6

~ metanol 109,4 119,0 + 29,6 136,5 + 16,2 111,6 8,0 120,9+60,4  160,6 + 30,7
2 1-propanol 22,4 30,6 + 6,6 24,9 +38,1 33,9+6,9 32,8+1,0 34,0+25
8 2-metil-1-propanol 57,6 50,2 + 11,4 53,3 + 14,6 473+1,2 39,8+58 392+4,1
Alcoois 2-metil-1-butanol 35,8 28,5+ 8,6 243+20 30,6 +1,7 30,022 28,8+5,6

superiores 3-metil-1-butanol 144,4 153,6 + 39,7 141,3+13,8 171,5+ 25,3 168,1+151  150,4+ 16,4
2-feniletanol 42,7 23,852 25,1+33 25,1+23 259+9.2 28,1 +19,0

TOTAL 302,8 286,6 268,9 308,3 296,6 280,4
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O acetaldeido (ou etanal) é altamente volatil e possui um odor irritante mas em
baixas concentracdes confere um aroma fresco a folhas verdes (Czerny et al., 2008;
Meilgaard, 1975). O seu limite percecdo olfativa (LPO) encontra-se entre 0,5 mg L'l e
10 mg L (Moreno et al., 2005). Considerando o limite minimo do limiar de percecdo
verifica-se que todas as estirpes em estudo ultrapassaram o valor. No entanto se se
considerar o limite maximo do limiar, apenas as estirpes BE, M e S (Caso 2) produziram
concentracées mais elevadas. No entanto considera-se que, independentemente do
limite em estudo, as concentragGes encontradas nao foram de todo abusivas conferindo
de uma forma geral um aroma fresco a todos os vinhos produzidos.

O LPO do acetato de etilo é 12,3 mg L™X. Em elevadas concentragdes, este composto
produz aroma desagradavel, considerando-se um defeito a nivel sensorial (Escudero et
al., 2004). Independentemente do caso e da estirpe em estudo, as concentra¢des
encontradas foram superiores ao dobro do referido limite, ressaltando as estirpes M e
Lalvin QA23° (Caso 2), com concentracdes (41,2 + 2,7) mg L e (44,6 *+ 6,6) mg L7,
respetivamente. No entanto, considera-se que apenas para concentragdes superiores a
100 mg L é que o aroma caracteristico deste composto n3o é bem aceite (Bayonove et
al., 1998). Assim, indica-se que a nivel sensorial (exame olfativo) nenhum dos vinhos
apresentou o aroma tipico a “cola solvente”.

O metanol é um composto volatil incolor, com um odor a dlcool moderado (Cortés
et al., 2011). Este composto é toxico, tendo mostrado exercer efeitos adversos na saude
humana, tais como dor de cabeca, fadiga, nduseas, deficiéncia visual ou cegueira
completa, convulsdes, colapsos circulatérios, falha respiratéria e até mesmo morte. As
concentragbes encontradas deste composto foram  bastante  prdéximas,
independentemente da estirpe em estudo, variando entre 109,4 mg L' e 160,6 mg L*
(Caso 2), para as estirpes BE e Lalvin QA23°, respetivamente. Verificou-se que em nenhum
dos vinhos produzidos, o metanol apresentou valores de concentragao superiores a
concentracdo maxima fixada em 250 mg L, aconselhada pela OIV (Cédigo Internacional
de Préticas Enoldgicas - 2014).

A concentracdo dos alcoois superiores em vinhos de regidoes de clima temperado
varia entre 140 mg L' e 420 mg L! (Boulton et al., 1996). No entanto, quando presentes

em concentracdes acima de 300 mg L%, estes compostos voldteis podem proporcionar
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impacto negativo sobre a qualidade sensorial do vinho (Rapp e Mandery, 1986). Assim,
no que diz respeito aos dlcoois superiores avaliados nos vinhos produzidos, apresentam
uma concentragdo total préoxima de 300 mg L%, e nalguns casos ligeiramente inferior.
Apenas nas estirpes BE e S foram encontrados valores totais de 302,8 mg L' e
308,27 mg L%, respetivamente. No entanto considera-se a aproximac¢do a 300 mg L%, n3o
levando suspeitas acerca de um possivel impacto negativo a nivel sensorial.

Em relacdo aos alcoois superiores, optou-se por apenas analisar o Caso 2, uma vez
qgue as discrepancias de concentragdes sdao pouco relativas tendo em conta o Caso em
estudo. Foi calculado o parametro de valor de atividade olfativa (VAO), tendo em conta a
razao entre a concentragao encontrada e o LPO de cada composto. Sendo que quando
este parametro toma valores superiores a 1 indica que o composto contribui para o aroma
do produto, em contrapartida quando toma valores inferiores a 1 aponta que pouco ou
nada influencia o aroma final (Guth, 1997).

Na Tabela IIl.9 s3o apresentados os valores calculados de VAO, tendo em conta a

concentracdo encontrada do composto e o LPO do mesmo.

Tabela I11.9 Limiar de percegdo olfativo (LPO) e valores de atividade olfativa (VAO) para os
nos vinhos produzidos a escala piloto — Caso 2

LPO/(mg LY) VAO
BE M F S CM | alvin QA23®
acetaldeido? 10 1,3 1,6 0,8 1,1 1,0 1,0
acetato de etilo? 12,3 2,9 3.4 3,1 31 3,0 3,6
metanoll 668 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
1-propanol* 830 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Alcoois 2-metil-1-propanol* 40 1,4 13 1,3 1,2 1,0 1,0
Superiores  3_metjl-1-butanol* 30 4,8 51 4,7 57 5,6 5,0
2-feniletanol® 14 3,1 1,7 1,8 1,8 1,9 2,0

Moreno et al., 2005; 2Escudero et al., 2004; 3 Ferreira et al., 2000

Apesar de os alcoois superiores, individualmente, ndo contribuirem com notas
agradaveis para o aroma do vinho (exceto 2-feniletanol), na sua totalidade, eles podem
contribuir positivamente para o aroma global e final (Rapp e Versini, 1995; Genisheva
et al., 2014). O 2-feniletanol confere um aroma floral a rosas, perfumado e adocicado
(Culleré et al., 2004; Escudero et al., 2004). Este componente apresentou VAO > 1

independentemente da estirpe em estudo. No entanto, evidenciou-se aguando do uso da
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estirpe BE apresentando um valor de VA0O=3,0. Por sua vez, o 2-metil-1-propanol e o
3-metil-1-butanol apresentam os seguintes descritores de aroma: alcool, amargo e
maltado (Culleré et al., 2008; Czerny et al., 2008; Meilgaard, 1975) e banana, adocicado
(Meilgaard, 1975), respetivamente. Ambos apresentaram valores de VAO > 1,
destacando-se o composto 3-metil-1-butanol com valores préximos de 5 em todas as
estirpes em estudo. No que diz respeito ao 1-propanol, foram encontrados valores de
VAO < 1 para todas as estirpes, indicando que ndo contribuiu para o aroma final do vinho

produzido.

15.2.3 Compostos volateis do aroma - minoritarios

As concentragfes dos compostos volateis minoritarios dos vinhos encontram-se
na Tabela II1.10. Foram identificados e quantificados um total de 56 compostos, estes
foram classificados por grupos, dos quais (5) 6xidos monoterpénicos, (2) norisoprendides
em Ci3, 5 compostos em Cs, (6) alcoois monoterpénicos, (4) ésteres de acidos fixos, (4)
ésteres de acidos gordos, (2) compostos carbonilados, (5) acetatos de alcoois superiores,
8 4acidos gordos volateis, (8) dlcoois, (5) fendis volateis e, (3) diversos. Esta classificacdo
teve em conta a estrutura quimica dos compostos volateis, e as vias que conduzem a sua
formacao (Oliveira et al., 2008).

Os alcoois monoterpénicos foram encontrados em concentragdes bastante
similares em todos os vinhos produzidos. Isto é explicado pelo facto que todas estirpes
foram testadas no mesmo tipo de mosto e estes compostos fazerem parte do aroma
varietal das uvas (Genisheva e Oliveira, 2009; Oliveira et al., 2008). No entanto, nenhum
dos compostos encontrados ultrapassou o respetivo LPO demonstrando, considerando-se
assim que estes compostos ndo contribuiram para o aroma final de cada vinho. Apenas o
linalol apresenta um VAO préximo da unidade, ndo ultrapassando, no entanto, valor 1. O
seu descritor do aroma é floral lembrando a lavanda (Vilanova e Oliveira, 2012).

Os oxidos de linalol sdo bastante menos odoriferos que o linalol (Oliveira e
Vilanova, 2012), apresentando um LPO na ordem dos mg L, mais especificamente entre
3mgLte6mgL? AsestirpesS, CM e Lalvin QA23® destacaram-se pela producdo destes

oxidos.
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Tabela I11.10 Concentragdo (C) e limiar de perceg¢do olfativa (LPO) dos compostos volateis
minoritarios do aroma, nos vinhos produzidos a escala piloto — Caso 2

LPO/ Lalvin
-1
Cl(ug LY (g LY BE M F S CM QA23"
linalolt 25 16,8 18,4 15,4 7,9 18,1 12,7
HO-trienol? 110 12,5 15,7 11,1 51 13,4 8,7
Alcoois a-terpineol* 250 32,6 17,5 20,8 25,3 42,8 40,3
MONOTErpenicos  iionelo® 100 | 9,9 35 47 1,2 5.2 2.9
nerol* 400 1,2 0,5 0,5 0,2 0,4 0,8
geraniol® 36 n.d. 0,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
oxido furanico de
linalol, trans- 1,0 0,4 0,5 0,97 1,3 1,5
OX'd.O furanl_co de 4,7 n.d. 2,7 0,2 5,3 n.d.
linalol, cis-
A oxido piranico de
OX|dqs_ linalol, trans- n.d. 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
monoterpenicos oxido piranico de
linalol, cis- 0,3 1,4 n.d. 0,0 3,3 1,3
oxido furanico de 1,0 0.4 05 0,97 13 15
linalol, trans-
- 6
Norisoprenéides B-damascenona® 0,05 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,06 n.d.
em Cis 3-oxo-a-ionol n.d. n.d. n.d. n.d. 2,20 n.d.
1-hexanol” 8000 237,0 243,7 168,1 84,3 161,6 153,2
(2)-3-hexen-1-ol” 400 18,7 19,8 16,5 7,8 14,5 10,2
Compostos Cs
(E)-3-hexen-1-ol 12,9 13,8 10,7 5,3 9,0 6,6
(E)-2-Hexan-1-ol n.d. 2,0 1,3 n.d. 1,4 1,2
(2)-2-Hexan-1-ol 1,7 1,0 0,7 0,1 0,7 0,6
butirato de etilo® 20 133,8 115,0 85,3 72,5 149,4 1425
Esteres etilicos de hexae”tﬁsﬁo de 14 | 4339 292,0 371,5 287,9 885,0 629,3
acidos gordos
°°ta2t°”3tl° de g 643,6 397,3 561,5 654,3 1578,46 1493,1
decae”ticl’gIO de 500 | 852 95,9 69,6 67,7 223,0 269,7
piruvato de etilo 0,0 0,72 n.d. n.d. n.d. n.d.
Esteres de acidos lactato de etilo’ 154000 52,2 40,3 28,2 19,2 24,1 19,9
fixos
malato de dietilo 3,9 0,4 0,2 7,0 0,1 0,1
succinato de n.d. 0.1 0.2 0.1 0,2 01
monoetilo
Compostos 2-nonanona 34 2,5 1,7 n.d. 6,2 1,0
carbonilados . o ideido 0.6 01 01 01 0,0 01

L Ferreira et al., 2000; 2 Simpson, 1979;

n.d. (ndo detetado)

3 Moreno et al., 2005; * Ribéreau-Gayon et al., 2006;
5 Escudero et al., 2004; ¢ Guth, 1997;

7Vilanova et al., 2010; 8 Chaves et al., 2007

° Boidron et al., 1988.
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Tabela I11.10 Concentragdo (C) e limiar de perceg¢do olfativa (LPO) dos compostos volateis
minoritarios do aroma, nos vinhos produzidos a escala piloto — Caso 2 (continuagdo)

LPO/ Lalvin
-1
Cl(ug LY (1g L) BE M F S CM QA23"
acetato de isobutilo 51,3 48,6 72,5 18,8 75,7 42,6
acetato de isoamilo® 30 [1216,9 1041,9 1345,8 584,8 1830,3 1261,3
Acetatos de
alcoois acetato de hexilo® 1000 | 122,9 144,8 170,1 64,3 204,2 167,5
superiores
acetato (Z)-3-hexenilo 53 6,1 8,9 3,1 10,3 3,6
acetato de 2-feniletilo® 250 | 193,9 148,3 217,6 75,4 245,3 189,6
acido isobutirico 13,0 4,8 3,1 5,6 51 29
acido butanoico?® 173 17,9 16,1 7.5 7.3 14,6 5,0
acido isovalérico 59 10,0 10,4 4.1 7,32 9,7

&cido hexandico* 420 | 205,0 310,0 306,4 209,9 462,4 546,4

Acidos gordos

volateis acido
E-(2)-hexandico 0,14 0,05 0,02 0,1 0,2 0,07
acido octanoico? 500 |1094,9 1526,9 958,5 614,1 1740,2 1906,6
acido decanoico? 1000 | 127,9 37,2 53,7 19,1 40,5 43,6
acido dodecandico? 6100 0,2 0,7 0,8 0,3 0,7 0,3
1-butanol 150 0,1 3,8 0,6 0,1 3,7 1,4
1-pentanol 0,24 0,08 n.d. n.d. n.d. 0,04
4-metil-1-pentanol 0,99 0,07 0,51 0,01 0,04 2,63
i 3-metil-1-pentanol 4,82 4,12 5,01 1,16 1,90 2,79
Alcoois
1-heptanol n.d. 13,04 21,31 11,87 19,87 23,23
3-metiltio-1-propanol g5 | 4585 4349 29,57 7,63 24,19 15,77
(metionol)
alcool benzilico 5,08 6,72 5,08 3,86 4,33 2,66
tirosol 7,00 1,87 8,88 3,68 3,18 5,15
4-vinilguaiacol® 130 | 122,21 111,2 124,4 7,0 164,1 139,8
4-vinilfenol® 180 | 106,5 111,8 91,3 11,1 112,7 106,5
Fendis volateis vanilato de metilo n.d. 0,2 n.d. n.d. 0,4 0,7
_alcool 3,4,5- 2.1 2.1 08 1,5 0,2 0,9
trimetoxibenzilico
acetovanilona 2,5 4,0 0,6 7,1 8,8 0,7
2-metiltetrahidrotiofeno- 78.4 308 117 3.9 62.6 10,3
3-ona
Outros pantolactona 0,3 0,2 0,1 n.d. 1,45 n.d.
N-(2-fenil)acetamida 44,5 50,6 96,5 19,0 14,0 42,4

L Ferreira et al., 2000; 2 Simpson, 1979; n.d. (ndo detetado)

3 Moreno et al., 2005; 4 Ribéreau-Gayon et al., 2006;
5 Escudero et al., 2004; ¢ Guth, 1997;

7Vilanova et al., 2010; 8 Chaves et al., 2007

° Boidron et al., 1988.
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Os ésteres etilicos de acidos gordos, o butirato de etilo, o hexanoato de etilo e
essencialmente o octanoato de etilo foram encontrados em concentracdes
consideravelmente superiores ao seu LPO em todos os vinhos produzidos com diferentes
estirpes. O decanoato de etilo apenas ultrapassou o LPO utilizando as estirpes CM e Lalvin
QA23®, apresentado valores de OAV=1,09 e OAV=1,37, respetivamente. Estes quatro
ésteres de acidos gordos conferem aroma frutado (macga e papaia) e concedem notas
adocicadas aos vinhos (Escudero et al., 2004; Meilgaard, 1975).

Por outro lado o acetato de isoamilo (acetato de alcool superior) oferece um
aroma frutado, a banana e apresenta um LPO de 30 pg L (Escudero et al., 2004). Todas
as estirpes originaram vinhos com LPO acima, sendo que a estirpe CM foi a que mais se
evidenciou.

Os fendis volateis, 4-vinilguaiacol e 4-vinifenol, sdo produzidos durante a FA pela
capacidade da S. cerevisiae descarboxilar dcidos hidroxicindmicos (Chatonnet, 1993). Para
concentracdes acima do LPO, s3ao considerados defeitos sensoriais do vinho,
normalmente por acdo de leveduras de contaminacdo (Carvalheira, 2011). Nenhum dos
compostos apresentou valores de VAO superior a unidade, pelo que se pode afirmar que
nenhuma das estirpes sofreu este tipo de contaminacgdo. Destaca-se, porém, a estirpe S,
com a menor percentagem de producdo destes compostos.

A contribuicdao percentual de cada grupo de compostos para cada vinho, foi
distinta, e esta representada na Figura Ill.2. Os valores apresentados sdo fruto da soma
dos componentes referentes de cada grupo, dividindo pela soma total dos diversos
compostos encontrados no vinho. Assim, foi possivel encontrar o peso percentual que
cada grupo de compostos exerceu no aroma do produto final, consoante a estirpe em
estudo.

Claramente a porcdo de dlcoois é de maior representatividade em todos os vinhos
produzidos. Independentemente da estirpe em estudo, o composto de maior
concentracdo encontrado foi o metionol. O metionol apresenta como descritores, repolho
cozido e batata (Vilanova et al., 2009), porém as concentra¢ées encontradas nos vinhos
produzidos ficaram bastante aquém do LPO do composto. Por fim, ressalta-se que
nenhum dos alcoois encontrados ultrapassou o respetivo LPO e consequentemente o seu

VAO foi inferior a unidade, ndo contribuindo de forma expressiva no aroma.
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Figura Il1.2 — Contribuicdo de cada grupo de compostos voldteis minoritdrios encontrados nos

vinhos produzidos a escala piloto.

Os ésteres apresentam odores agradaveis, frutados, e, desempenham, muitas
vezes, papel importante no aroma dos vinhos jovens (Dubois, 1994; Bayonove et al.,
1998). Em relagdo aos ésteres de dcidos gordos destacam-se as estirpes S, CM e Lalvin
QA23°.

Os acetatos de alcoois superiores formam-se durante a FA (aroma secundario).
Representaram um dos grupos com maior peso percentual no aroma, sendo que a sua
maior contribuicao foi o acetato de isoamilo.

Essenciais para o equilibrio do aroma fermentativo, os acidos gordos volateis
possuem odores considerados negativos (Etiévant, 1991). Deste grupo de compostos,
destacam-se o acido hexandico e o acido octandico pelo facto das suas concentracdes
serem superiores ao respetivo LPO. Com percentagem mais elevada destaca-se o vinho
produzido pela estirpe comercial Lalvin QA23® e os vinhos produzidos pelas estirpes BE e
S pela situacgdo inversa.

Os compostos em Cs, que apresentam aroma herbaceo, tiveram menor
importancia quantitativa para os vinhos, embora, sob o aspeto qualitativo, estes possam

interferir no aroma.

66



[l — Resultados e Discussdo

15.3 Analise sensorial

Nas fermentagdes a escala piloto, optou-se por interromper a FA (deixando agucar
residual ainda presente) em uma das amostras, permitindo o seu duplicado terminar a FA
até atingir valor de densidade constante.

Relembrando:

* Interrupcdo da FA (deixando acucar residual) — Caso 1;
= FA até densidade constante — Caso 2.

Durante o exame organolético foram servidos 12 vinhos, sendo que os 6 primeiros

a ser servidos consistiram nas amostras que completaram a FA (Caso 2) e por fim os

ultimos 6 — Caso 1.

Exame visual

No exame visual foi solicitada a avaliacdo de trés parametros, a limpidez, a cor e a
qgualidade da cor. As escalas de avaliacdo variavam de 0 a 5. No que diz respeito a escala
de limpidez, traduz-se da seguinte forma: O-turvo, 1-ligeiramente turvo, 2-opalino,
3-ligeiramente opalino, 4-limpido e 5-cristalino. Em relagdo a cor (referente a vinhos
brancos): O-citrino descorado, 1-citrino, 2-palha aberto, 3-palha, 4-ligeiramente dourado
e 5-dourado. No que diz respeito a qualidade da cor, é considerado 0 como avalia¢do
minima e 5 avaliacdo méaxima. Os valores apresentados na Tabela 1ll.11 dizem respeito a

mediana dos valores avaliados pelos 10 provadores.

Tabela I11.11 Exame visual dos vinhos produzidos a escala piloto

Limpidez Cor Qualidade da cor
Caso 1 Caso 2 Caso 1l Caso 2 Caso 1 Caso 2

BE 3 3 3 3 3 3

M 4 4 4 4 4 4

F 3 3 4 3 4 3

S 4 3 3 3 4 3

cM 3 4 3 3 3 3
Lalvin QA23® 3 4 3 3 3 3

As estirpes BE, M e F apresentam igual limpidez independentemente do Caso em
analise. Por sua vez, a estirpe S apresentaram-se como mais agradaveis no Caso 1 e as

estirpes CM, M e Lalvin QA23®, no Caso 2. No entanto, os valores variaram, de uma forma
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geral, entre a escala 3 (ligeiramente opalino) e 4 (limpido). Uma vez que o vinho produzido
ndo sofreu qualquer tratamento de estabilizacdo ou filtracdo, seria de esperar que a sua
limpidez ndo atingisse os valores maximos de avaliagdo. No entanto, ressalta- o
comportamento da estirpe M, apresentando-se como limpida em ambos os Casos em
estudo. Tal valor acaba por ser espectavel, uma vez que ao longo da monitoriza¢do da FA,
a estirpe M sempre apresentou caracteristicas diferenciadoras em relacdo as demais
estirpes. A sua FA realizou-se, fundamentalmente, “no fundo” do fermentador.

No que diz respeito a cor e a sua qualidade, a apreciacdo foi independente do Caso
em estudo, variando entre a escala 3 (palha) e 4 (ligeiramente dourado). Mais uma vez, a
estirpe M ressalta-se nestes parametros, apresentando cor ligeiramente dourada em
ambos os casos. Na sua maioria das estirpes ficaram-se pela escala 3 (cor palha), tipica
dos Vinhos Verdes. No que concerne a qualidade da cor, a estirpe M volta a destacar-se.
Sendo que é considerado 0 como avaliacdo minima e 5 avaliacdo maxima. A par da estirpe

M, encontram-se as estirpes F e S. Na Figura IIl.3 é possivel visualizar os vinhos das

respetivas estirpes — Caso 1.

Figura I11.3 — Apresentag¢do dos vinhos durante o exame organolético

1- Lalvin QA23®, 2- CM, 3- S, 4- F, 5- M; 6- BE.
Exame olfativo

No que concerne ao exame olfativo teve-se em conta dez parametros:
intensidade, floral, fruto citrino, fruto de arvore, fruto tropical, fruto seco, especiarias,
mineral, vegetal e impressdo geral. Os limites (maximo e minimo) da escala de avaliagao

foram os mesmos usados no exame visual. Sendo a escala de intensidade a seguinte:
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0-nula, 1-muito fraca, 2-fraca, 3-média, 4-forte e 5-muito forte. Tal como foi mencionado
na parte Il (capitulo 14), o tratamento de resultados teve em conta a norma
ISO 11035:1994.

Os perfis sensoriais dos vinhos foram construidos tendo em conta o calculo da MG,

estdo representados na Figuras ll1.4.
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Figura IIl.4 - Perfil sensorial dos vinhos produzidos — (A-Caso 1, B-Caso 2).

No Caso 1, por motivos opostos, destacam-se os perfis sensoriais da estirpe F e S.
A estirpe F apresenta valores muito escassos independentemente do descritor. Por sua
vez a estirpe S destaca-se pelos valores apresentados em relagao aos descritores floral e
fruto tropical.

No entanto os valores a nivel sensorial correspondentes a estirpe S ndao tem
suporte quantitativo a nivel fisico-quimico, afere-se que a justificacdo desta situacao
recaia na auséncia de andlise de outros compostos, como os tidis volateis, por falta de
condicdes metodoldgicas. Alguns dos tidis volateis sdo o 4-mercapto-
4-metilpentan-2-ona (4MMP), o 3-mercaptohexanol e o acetato de 3-mercaptohexilo,
apresentando como descritores do aroma mais representativos notas de buxo e giesta,
toranja e maracuja respetivamente (Tominaga et al., 1996). Os tidis tem LPO muito baixos,
sendo compostos muito importantes para o aroma dos vinhos. O 4MMP pode ser
detetado a partir da concentracdo dos 3 ng L'! no vinho (Thibon et al., 2010; Tominaga et
al., 1996).

A excecdo da estirpe F, todas as estirpes apresentam valores préximos em relacdo

aos descritores fruto citrino e fruto de arvores. No que diz respeito ao aroma vegetal,
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mineral e especiarias, praticamente nao foram detetados em qualquer uma das estirpes.
Os dados obtidos sdo suportados pelas analises cromatograficas, uma vez que os alcoois
superiores, ésteres e acetatos, contribuem para as notas frutadas do aroma.

A estirpe F apresentou um defeito sensorial, evidenciado aroma a “ovos podres”.
A produc¢do de sulfureto de hidrogénio (H.S) por leveduras é um problema frequente
durante a elaboracdo de vinhos. Este composto é um gds que produz o odor caracteristico
de “ovos podres”. O LPO do composto encontra-se entre 10 ug L't a 80 ug L™* (Wlodarczyk
et al., 2013). Assim, torna-se importante selecionar estirpes de S. cerevisiae que ndo
produzam H;S em excesso durante a FA, e assim ndo formar aromas indesejaveis.

O perfil sensorial no Caso 2 mantém o mesmo padrdo do Caso 1, a exce¢do da
estirpe F. Esta estirpe no Caso 2 é capaz de revelar aroma frutado, com os descritores,
fruto citrino, fruto de arvore, fruto seco e fruto tropical, destacando-se o fruto seco. No
entanto, apesar de menos intenso, o defeito a nivel sensorial mantém-se. Neste Caso, a
estirpe M acompanhou a estirpe S, obtendo valores similares dos descritores fruto
tropical e floral. A estirpe comercial Lalvin QA23® firmou, essencialmente, o seu aroma a
floral e fruto citrino.

De uma forma geral, a analise sensorial revelou que o vinho produzido com a
estirpe S tem um aroma frutado (fruto tropical e fruto citrino) e floral mais intenso e a
estirpe CM destaca-se pelo seu aroma frutado, a fruto de arvore e fruto tropical, ambas
ultrapassando os padrdes demonstrados pela estirpe comercial Lalvin QA23°®.

O perfil sensorial encontrado é suportado pela tipicidade aromatica caracteristica
dos Vinhos Verdes (aroma primario). O seu aroma é geralmente frutado, delicado e de
intensidade mediana a forte. O aroma frutado prende-se a frutos frescos, como banana,
magca e pera. Em alguns casos distinguem-se certas notas florais a rosas e a madressilva.
As castas presentes no mosto (Arinto, Avesso, Loureiro e Trajadura) sdao também

conhecidas pela atribuicdo de notas aromaticas frutadas (frutos citrinos) e florais (rosas).

Exame gustativo

No exame gustativo foram avaliados oito parametros, a dogura, a acidez, o calor,
0 amargor, a estrutura, o equilibrio, a persisténcia e a impressao geral. A escala utilizada

foi igual a utilizada no exame olfativo. No entanto, tal como no exame visual, os valores
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expostos na Tabela 111.12, dizem respeito a mediana dos valores avaliados pelos 10

provadores.

Tabela I11.12 Exame gustativo dos vinhos produzidos a escala piloto

Docura Acidez Calor Amargor
Caso 1 Caso 2 Casol Caso2 | Casol Caso2 | Casol Caso?2

BE 3 2 2 3 3 2 2 2

M 2 2 2 2 3 3 2 1

F 1 1 4 4 1 1 3 3

S 3 2 2 3 2 2 1 2

CM 4 2 2 2 2 2 2 2
Lalvin QA23® 2 1 3 3 3 2 2 3

No que diz respeito a dogura, evidentemente, foram encontrados valores
superiores no Caso 1. Caso esse em que a cessacao da FA foi forcada, deixando ainda
acucar residual presente no vinho final. Tendo em conta o Caso 2 os valores foram
similares entre estirpes, atingindo um maximo de escala 2 (fraca). No entanto, no Caso 1,
destaca-se a estirpe CM logo seguida das estirpes S e BE. Esta avaliacdo ndo foi de
encontro com os resultados obtidos por HPLC, sendo que o vinho produzido pela estirpe
CM (Caso 1) foi precisamente o que possuia menor teor de aglcar (sensivelmente 6 g L)
e a estirpe M apresentou um maximo de actcares proximo de 21 g L2, A nivel de acidez e
amargor destacou-se a estirpe F. As estirpes apresentaram valores muito semelhantes no
que diz respeito a sensacao de calor (excecdo da estirpe F). Estas caracteristicas sensoriais
sdo suportadas pela analise cromatografica, ja que o etanol e o glicerol contribuem para
o calor e corpo do vinho (Vieira, 2013).

Na Tabela 1l.13 s3ao apresentadas as caracteristicas estrutura, equilibrio,

persisténcia e impressao geral (exame gustativo) dos vinhos produzidos a escala piloto.

Tabela I11.13 Exame gustativo dos vinhos produzidos a escala piloto (2)

Estrutura Equilibrio Persisténcia Impresséo geral
Caso 1 Caso 2 Caso 1 Caso 2 Caso 1 Caso 2 Casol Caso?2

BE 3 2 2 2 2 3 3 3

M 2 3 2 3 3 3 3 3

F 0 1 0 1 2 3 1 2

S 3 3 3 3 4 3 4 3

CM 3 1 3 2 3 2 3 3
Lalvin QA23® 3 2 2 2 3 2 3 2
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A estirpe S apresenta um gosto mais persistente, equilibrado e estruturado,
guando comparada com as outras estirpes em estudo, ultrapassando a estirpe comercial
Lalvin QA23®. Em contrapartida, a estirpe F é que oferece menos capacidade estrutural e
menor equilibrio. No que diz respeito ao parametro impressao geral, denota-se que a
estirpe S foi a mais apreciada ao nivel do sentido gustativo, em concordancia com a
apreciacdo ao nivel olfativo. Depois seguem-se as estirpes CM, M, BE e a comercial Lalvin

QA23°.

Apreciacdo global

Requereu-se ao provador que avaliasse cada vinho numa escala de 0-20. A escala
de intensidade variou da seguinte forma: 0—4-mau, 6—8-mediocre, 10-suficiente,
12—14-bom, 16—18-muito bom e 20-excelente. Na Tabela 1ll.14 s3ao mostradas as
medianas das avaliacGes de cada vinho produzido, nos diferentes casos.

A preferéncia dos provadores manteve o mesmo padrao independentemente do
Caso selecionado. As estirpes S e CM foram as mais apreciadas, seguidamente das estirpes

M, Lalvin QA23®, BE e, por ultimo, estirpe F.

Tabela 111.14 Apreciacdao global dos vinhos produzidos a escala

piloto, (mediana das classificagdes atribuidas)

Caso 1 Caso 2
BE 12 9,5
M 12 12,5
F 4 8
S 16 13,5
CM 14 12,5
Lalvin QA23® 12 115
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16. Caracterizagao dos vinhos — microescala

Como foi referido na parte Il — materiais e métodos, os vinhos produzidos em
microescala foram analisados a nivel fisico-quimico. De seguida sdao apresentados e

discutidos os resultados encontrados.

16.1 Monitorizagdo da FA

Tendo em conta o decurso da FA, verificou-se a diminui¢cdo progressiva do peso de
cada baldo Erlenmeyer. O decréscimo do peso é justificado pela libertacdo de CO2, como
resultado da degradacdao dos acucares e formacdo de etanol, justificando assim
capacidade fermentativa de todas as estirpes em estudo. Com o passar do tempo,
denotou-se um aumento da turbidez do liquido (mosto em fermentagdo), bem como
formacao de um “depdsito” no fundo de cada baldo. O aumento da turbidez estd
diretamente ligado ao crescimento celular, podendo-se concluir que ocorreu
multiplicacao celular. Este item vem reafirmar a ocorréncia da FA. Como se pode verificar
na Figura 1.5, facilmente se visualiza uma turbidez nas trés réplicas (utilizando a mesma
estirpe), originando até uma espécie de “depdsito”.

Apesar de na Figura IlIl.5 apenas constar uma das estirpes testadas, todas as
estirpes foram capazes de levar a cabo FA e, como tal, apresentaram todas no final uma
turbidez bastante elevada.

Um dos fatores a ter em conta na escolha da estirpe de levedura a utilizar é a
rapidez com que esta consegue completar a degradacdo dos acuUcares presentes.
Dependendo da estirpe em teste, a estabilizacdo do peso dos baldes em causa demorou
diferentes tempos, sendo um minimo 17 d (estirpes M e Lalvin QA23®) méaximo 24 d

(estirpe S).
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Figura I11.5 Ensaio em microescala (A-turbidez nas trés
réplicas, B e C-“depdsito” formado).

Na Tabela 1ll.15, pode-se consultar os diferentes tempos de duracdo da
fermentacdo das diferentes leveduras, tendo em conta as trés réplicas.

Numa primeira analise, verifica-se que todas as réplicas de cada estirpe
mantiveram o mesmo padrdo de cinética, vindo a terminar em simultaneo. Como
excecdo, apresenta-se a réplica 1 da estirpe F, terminando 1 d antes das outras duas
réplicas e a réplica 1 da estirpe CM, terminado 1 d apds as outras réplicas. No entanto
considera-se a diferenca minima, ndo levantando quaisquer questdes acerca do processo

metabdlico.

Tabela I11.15 Duragdo (t) da FA em microescala tendo em conta as trés réplicas em estudo

t/d
BE 21 21 21
17 17 17
F 17 18 18
24 24 24
CM 19 18 18
Lalvin QA23® 17 17 17
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E precisamente a estirpe de levedura Lalvin QA23® a mais rapida a finalizar a FA.
No entanto, a estirpe M apresentou capacidade para terminar a FA aquando da estirpe
comercial, mostrando assim a sua rdpida cinética em microescala. Aquém do desejado
ficou a estirpe S, pois demorou cerca de uma semana extra para terminar o mesmo
processo. Conclui-se que mais uma vez, a estirpe comercial consegue comprovar a sua
rapida cinética de fermentacao. No entanto, é de salientar que em microescala as estirpes
M, CM e F apresentaram-se como 6timos “adversdrios” face a estirpe comercial.

Comparativamente a escala piloto, a cinética de fermentagdo apresenta
resultados bastante similares. Apesar de, claramente, a FA ser mais demorada em
microescala, a sequéncia de finalizagdo do processo das diferentes estirpes seguiu a
mesma légica. No entanto, a estirpe M destaca-se pela discrepancia de resultados obtidos
em diferentes escalas. A fermenta¢do em microescala é capaz de estabilizar o seu peso,
levando a crer o término da FA aquando da levedura comercial Lalvin QA23®, porém, a

escala piloto é a ultima a atingir o fim da FA.

16.2 Analise quimica

16.2.1 Acglcares, acidos organicos, glicerol, etanol, acido acético, acidez total e pH

Glucose, Frutose, Glicerol e Etanol

Na Tabela lll.16 apresentam-se os resultados médios (média entre as trés réplicas)

referentes ao teor de aglcares, glicerol e etanol.

Tabela I11.16 Concentragdes de glucose (Cgiyc), frutose (Cerut), glicerol (Cglicerol) € etanol
(TAV) determinados por HPLC, nos vinhos produzidos em microescala, e
respetivo erro associado (p=0,05)

Caluc/(g L) Crrut/(g L) Caliceral/(g L) TAV/%
BE 0,38 +£0,01 0,32 + 0,04 3,14 £ 0,60 9,76 £ 1,03
0,38 £0,01 0,30 £ 0,03 3,20+0,81 9,99 + 1,66
F 0,39 £0,03 0,30 £ 0,09 3,11 +£0,77 10,06 + 2,39
S 0,43 +0,04 0,48 £ 0,14 3,02 £ 0,58 9,18 £ 2,75
CM 0,37 £ 0,03 0,26 £ 0,09 3,26 £ 0,92 10,46 + 0,85
Lalvin QA23® 0,36 £ 0,03 0,26 £ 0,08 2,79 £0,49 9,25 + 0,66

No que diz respeito aos valores obtidos de concentracdo de ambas as hexoses

(frutose e glucose), foram bastante similares comparativamente ao Caso 2 (FA até
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densidade constante) a escala piloto. Apenas a estirpe M representa a Unica excec¢do a
afirmacdo anterior. Sendo que, apresenta concentracdo de acglcares mais elevada na
escala piloto do que em microescala, 5,51 g L face a 0,68 g L. Assim, afirma-se que a
estirpe M nao foi capaz de levar a cabo a FA até ao fim na escala piloto (20 L). Para esta
hipdtese contribui também o facto de esta ter sido a primeira estirpe (em conjunto com
a Lalvin QA23®) a terminar a fermentagdo em microescala. No entanto, foi a Ultima a
terminar a fermentacado a escala piloto (20 L). Cré-se que a estirpe podera ter encontrado
adversidades na conversdao de acucares, tendo em conta a maior escala de volume em
estudo.

No que diz respeito ao teor de glicerol, ressalta também o facto de que apesar das
fermentacdes terem ocorrido a diferentes escalas, os valores encontraram-se,
sensivelmente, entre as mesmas gamas. Salienta-se apenas o caso da estirpe Lalvin
QA23®, onde o vinho elaborado a escala piloto foi o que obteve um maximo de
concentracdo de glicerol (4,09 + 1,67) g L'L. No entanto, em microescala, as leveduras
foram menos capazes de produzir este composto (2,79 + 0,49) g L. A discrepancia entre
os valores é suportada pela diferenga também encontrada no parametro TAV. Sendo que,
a producdo de glicerol é implicita a producdo de etanol. No que concerne ao TAV, obtido
pela concentracdo em etanol, os valores foram sensivelmente mais baixos do que os
obtidos a escala piloto. A estirpe S segue a mesma linha de comportamento, em ambas
as escalas, tendo sido a que atingiu menor TAV. A escala de 20 L a estirpe mais apta a

produzir etanol foi a F, mas a escala de 50 mL foi a estirpe CM seguidamente da F.

Acidos organicos

No que diz respeito aos acidos organicos, a diferenga de escalas de estudo também
ndo afetou, de forma notdria, os resultados. Na Tabela I1l.17 s3o apresentados os valores
de concentracdo encontrados para o acido tartdrico, dcido malico e, acido citrico.

O 4cido tartdrico foi incapaz de se dissolver apds congelamento, como tal, os
resultados obtidos em microescala foram também descartados. Por sua vez o 4cido malico
apresenta valores muito similares, i.e., na mesma gama. Tal era espectavel uma vez que,
em microescala também ndo ocorreu a FML e como tal o 4cido mdlico ndo sofreu

descarboxilacdo, ndo sendo convertido em acido latico.
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Tabela I11.17 ConcentragGes de acido tartdrico (Crart), acido malico (Cus) e acido citrico
(Ccitrico) determinadas por HPLC, nos vinhos produzidos em microescala, e
respetivo erro associado (p=0,05)

Cran/(g L) Cwal(g L) Ccitico/(g L)

BE 0,73+0,14 2,23+0,13 0,54 £ 0,11

M 0,93 £ 0,26 2,18 +£0,18 0,62 = 0,06

0,92 £ 0,22 2,40 £ 0,17 0,78 £ 0,09

1,22 + 0,04 2,48 £0,12 0,59 £ 0,08

CM 1,19 + 0,24 2,49 +£0,13 0,64 +£0,14
Lalvin QA23® 1,03 £0,08 2,86 £0,14 0,58+0,14

As concentragGes de acido citrico sofreram ligeiras alteragdes, avaliando-se como
superiores a microescala. A estirpe F atingiu os valores mais elevados deste acido, em
ambas as escalas. Contrariamente, a estirpe BE apresenta (em conjunto com a estirpe F)
a maior concentracao de acido citrico alcancada a escala piloto; no entanto, a microescala

foi a estirpe que apresentou valores mais baixos.

Acido acético, Acidez total e pH

A Tabela 111.18 expde os resultados referentes ao acido acético, acidez total e pH,
dos vinhos produzidos em microescala.
Tabela I11.18 Concentragdes de acido acético (Cacetico) determinado por HPLC, acidez total

(AT) e pH determinado por FTIR — vinhos produzidos em microescala, e
respetivo erro associado (p=0,05)

Chceiicol(g L) AT/(g LY pH
BE 0,36 + 0,39 7,38 + 0,76 3,36 +0,10
M 0,56 + 0,09 6,50 + 1,14 3,41 £ 0,10
F 0,41 + 0,54 6,68 + 0,48 3,39+ 0,04
s 0,41 + 0,08 7,07 0,56 3,35+ 0,03
CM 0,40 + 0,15 7,17 + 0,33 3,36 + 0,04
Lalvin QA23® 0,37 + 0,30 6,75+ 0,18 3,39 + 0,02

No que concerne aos resultados de acido acético, verificou-se uma tendéncia geral
para estes adquirirem valores mais baixos em microescala do que a escala piloto. Todavia,
os erros associados a este parametro voltam a evidenciar-se.

Os parametros de AT e de pH apresentaram valores com um elevado grau de

semelhanca, mostrando-se praticamente independentes da escala em estudo. As estirpes
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M, S e Lalvin QA23® apresentaram exatamente os mesmos valores de acidez total,

independentemente da escala em estudo.
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17. Principais conclusdes

O objetivo deste estudo incidiu na avaliagdo da capacidade enolégica de cinco
estirpes de S. cerevisiae (BE, M, F, S e CM) tendo a estirpe comercial Lalvin QA23® servindo
como padrao. Os ensaios ocorreram em diferentes volumes de estudo, 50 mL e 20 L.

No que diz respeito a cinética de fermenta¢dao destacaram-se as estirpes F e CM,
sendo capazes de acompanhar, a ja conhecida, rapida cinética de fermentacao da estirpe
comercial. Relativamente a produgdao de espuma destacam-se, a estirpes BE (elevada
producdo) e a estirpe M (producdo praticamente nula), todas as demais estirpes em
estudo tiveram comportamento semelhante a estirpe comercial. Por fim, ressalta-se a
estirpe F devido a um defeito a nivel sensorial, caracteristico do aroma a “ovos podres”,
levando a estimar a elevada produc¢ao de H5S.

Os diferentes parametros avaliados a nivel fisico-quimico apresentaram valores
bastante préximos levando a supor a sua independéncia da estirpe em estudo, mesmo
guando comparados com o padrdo — Lalvin QA23®. Todos os vinhos produzidos a escala
piloto (FA até densidade constante) caracterizaram-se como vinhos secos, sendo que o
teor de acgucares foi aproximado de 1 g L'*. Como excecdo, apresentou-se a estirpe M
obtendo um teor final aproximadamente de 6 g L'! e por isso é designado como vinho
adamado. No que diz respeito ao TAV, encontraram-se valores entre 10 % e 11 %. Apenas
a estirpe S obteve um TAV menor, especificamente 8,13 %. Assim, verifica-se que todas
as estirpes foram capazes de degradar os agucares inicialmente presentes no mosto com
consequente formacdo de etanol, demonstrando-se a sua capacidade enolégica.

Compostos volateis maioritarios e minoritarios do aroma apresentam ligeiras
diferencas de resultados, comprovando assim, que a partir do mesmo mosto é possivel
produzir diferentes vinhos aromaticos.

Relativamente aos alcoois superiores, apenas se da énfase ao composto
2-feniletanol (descritor floral - rosas), o qual foi encontrado em valores acima do seu LPO
independentemente da estirpe, no entanto mais evidenciado no caso da estirpe BE. Em
relacdo aos compostos voldteis minoritdrios, os teores encontrados de cada composto
foram muito similares. No entanto, o peso percentual de cada grupo (principalmente no
qgue diz respeito ao aroma secundario) foi distinto. Mostrando assim, que a partir do

mesmo mosto é possivel produzir vinhos com diferentes caracteristicas sensoriais.
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Destacam-se os ésteres de acidos gordos (em especial o octanoato de etilo), conferindo
um aroma frutado a maca e papaia. O acetato de isoamilo, que apresenta como descritor
aromatico a banana, foi também encontrado em valores bastante acima do seu LPO. Por
outro lado, considerando que a tipicidade aromatica dos Vinhos Verdes (aroma primario)
recai num aroma frutado (frutos frescos, como banana, maga e pera) e em alguns casos
certas notas florais (a rosas), considera-se espectdvel encontrar em elevadas
concentraces os compostos mencionados. No entanto, o dcido octandico ultrapassou
também em muito o LPO, atribuindo assim ligeiro odor a “suor” e queijo.

Os valores dos parametros encontrados a nivel fisiso-quimico, nao foram
posteriormente suportados a nivel sensorial. Os vinhos produzidos a partir da estirpe S
foram os mais apreciados a nivel aromatico, tendo sido encontradas notas a frutos
tropicais e florais; seguidamente evidenciou-se a estirpe CM com aroma intenso a frutos
de darvore. O vinho produzido pela estirpe F foi o menos apreciado, tendo-lhe sido
detetado de imediato o defeito sensorial odor a “ovos podres”. No que diz respeito aos
parametros equilibrio, estrutura e persisténcia ao nivel do sentido gustativo, destacaram-
se também as estirpes S e CM pelas boas qualidades demonstradas e, em contrapartida,
a estirpe F por motivos contrarios. A nivel visual, a estirpe M evidenciou-se pela sua
excelente capacidade de producdo de vinhos limpidos.

Todas as estirpes demonstraram potencial enoldgico, sendo capazes de levar a
cabo a fermentacdo alcodlica em condicGes similares a uma adega. No entanto,
ressalta-se a capacidade fermentativa (a nivel sensorial) das estirpes CM e S (enaltecendo
as suas excelentes capacidades aromaticas), mostrando-se como boas concorrentes face
a estirpe comercial Lalvin QA23® e exibindo potencial de inser¢do no mercado. Além das
estirpes ja mencionadas, destaca-se a estirpe M, pelo seu comportamento diferencial e
demonstrando também, caracteristicas aromaticas promissoras.

Apesar de os ensaios a microescala (50 mL) terem sido apenas analisados a nivel
fisico-quimico conclui-se que os resultados obtidos nos diferentes volumes foram
semelhantes. Assim, verificou-se a reprodutibilidade de resultados no aumento de escala
de fermentacdo. Apenas se notificou um atraso cinético da fermentacdo (aquando da

monitorizacdo) a menor escala.
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18. Perspetivas de trabalho

A realizagdo do presente trabalho permitiu obter informacao relevante acerca do
comportamento fermentativo das diferentes estirpes utilizando mosto branco
dessulfitado. No entanto, seria importante testar o comportamento das estirpes num
mosto fresco. Salienta-se ainda, o interesse em testar mostos de diferentes castas, e/ou
regioes. Por outro lado, estudos em mosto tinto poderao valorizar o estudo das estirpes
em questao.

No sentido de verificar a capacidade de reprodutibilidade de resultados de cada
estirpe, seria interessante testar a fermentagdo contando com varias réplicas, ao invés de
apenas duas.

Visando a descricdo do comportamento fermentativo de cada estirpe, seria
interessante quantificar a producdo de H5S.

Por forma a evitar a incapacidade de dissolucdo do acido tartdrico, apods
congelamento, aconselha-se a diluir a amostra de 1:2, antes de a congelar. Por outro lado,
seria também interessante quantificar o acido succinico.

Por fim, considera-se igualmente essencial, quantificar os tidis volateis, compostos

chave do aroma dos vinhos produzidos pelas estirpes em estudo.
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ANEXO A: Doseamento de SO; (antes do engarrafamento)

Antes de proceder ao engarrafamento, realizou-se o doseamento de SO; livre e
combinado, por titulagdo iodométrica direta e, por titulagiao iodométrica apds hidrdlise
alcalina, respetivamente conforme a metodologia estabelecida pela OIV (OIV-MA-AS323-

04B: R2009; OIV-MA-AS323-04C: R2009). Os resultados estdo dispostos na Tabela A.1.

Tabela A.1: Concentragdo (C) de SO, livre e combinado

Fermentador SOz livre SOz combinado
Cl(mg LY Cl(mg L)
1 - estirpe BE 11,20 111,52
2 — estirpe BE 7,68 138,40
3 —estirpe M 14,08 133,92
4 — estirpe M 9,44 127,04
5 —estirpe F 16,16 144,32
6 — estirpe F 15,52 155,68
7 — estirpe S 11,04 126,24
8 — estirpe S 16,00 126,24
9 — estirpe CM 14,24 158,88
10 — estirpe CM 16,80 124,64
11 — estirpe Lalvin QA23® 14,08 116,48
12 — estirpe Lalvin QA23® 15,04 108,48

Antes do engarrafamento, procedeu-se novamente a sulfitagem do vinho, numa

tentativa de ter uma dose média de SO, de 40 mg L.
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ANEXO B: Ficha de prova

Ficha de prova utilizada na analise sensorial do vinho produzido a escala piloto

(Figura B.1).
Exame visual Provador:
Limpidez [OINTElETATE]
Cor @D23@3 | Amostra:
Qualidade dacor ©223@@
Exame olfativo Descritores
Intensidade [T TETETA]E]
Floral @O | T
Fruto citrino QOQEE@Ee | " T
Frutode drvore ©@@@G@@® | T T
Fruto tropical QLEE@@E | T
Fruto seco @O@E@® |" T
Especiarias QOQEE@Ee | " T
Mineral @QEe@EEe | T
Vegetal @O@e@® |- Tt
Impressio geral @Q@@@@®@ |
Exame gustativo
Dogura QL232Q
Acidez ooe@@e | T
Calor QDEE@@E |- T
Amargor Q@@ | " T
Estrutura @OEE@®E | " T
Equilibrio QDe@ee | T T T T T
Persisténcia QDEE@@E |- T
Impressdo geral ©@@@@@® |
Nota final (0 a 20) | Observagdes

Figura B.1: Ficha de prova.
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ANEXO C: Monitorizacdo a escala piloto

A Figura C.1 apresenta os graficos relativos a evolucdo a fermentacdo alcodlica de
cada estirpe, demonstrando a degradacdo de acglcares e consequente formacdo de

etanol.

—a— Ftano G+F

Figura C.1: Monitorizagcdo da FA a escala piloto: 1- BE, 2- M, 3- F, 4-S, 5- CM e 6-Lalvin QA23°.
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ANEXO D: Retas de calibragdo — HPLC

As retas de calibragao foram construidas com 6 pontos (incluindo o zero) com as
seguintes concentra¢cdes maximas para cada composto. A Tabela D.1 apresenta os valores

de concentragdao maxima utilizados para a calibragao.

Tabela D.1: Concentragdo maxima (C) dos varios compostos utilizados para calibragédo

Composto C/
Etanol 70 mL L?
Glicerol 5¢gL?
Glucose l4glL?
Frutose l4gL?
Acido citrico 500 mg L1
Acido tartérico 2¢glL?
Acido malico 1,5gL?
Acido succinico 500 mg L*
Acido latico 750 mg L1t
Acido acético 500 mg L*

Na Tabela D.2 estdo definidas as equacdes das retas de calibragdo para cada

composto e respetivo coeficiente de correlacdo (R?).

Tabela D.2: EquacgOes das retas de calibragdo para cada composto e respetivo coeficiente
de correlagdo (R?)

Composto Equacéo da reta R?
Etanol Al(mV s) = (1422,6 + 75,75) C/(g L?) - (130,14 * 225) 0,9985
Glicerol A/(mV s) = (481,05 + 11,23) C/(g L) - (347,4 + 1111,80) 0,9985
Glucose A/(mV s) = (1696,1 + 42,68) C/(g L?) - (256,7 + 383,11) 0,9997
Frutose A/(mV s) = (1522,4 + 16,23) C/(g L) - (37,19 + 136,31) 0,9999
Acido citrico A/(mV s) = (7390,7 + 134,52) C/(g L) - (115,5 + 197,05) 0,9974
Acido tartarico Al/(mV s) = (4098,2 + 146,38) C/(g L) - (84,024 + 131,98) 0,9998
Acido malico Al(mV s) = (3315,8 + 439,45) C/(g L) - (38,667 + 124,27) 0,9993
Acido succinico A/(mV s) = (3932,1 + 370,84) C/(g L'}) - (109,69 + 252,18) 0,9910
Acido latico Al(mV s) = (2837,6 + 157,68) C/(g L) - (9,619 + 53,76) 0,9954
Acido acético Al(mV s) = (4889,4 + 343,40) C/(g L) - (53,952 + 125,80) 0,9984
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