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RESUMO - Na elaboracdo de vinhos as leveduras possuem papel fundamental na
obtencdo do produto final, sendo a inoculacdo de leveduras uma préatica comumente
utilizada na enologia. O objetivo deste estudo foi avaliar a cinética fermentativa, o grau
alcdolico e a acidez volatil na fermentacdo de um mosto de uvas tintas V. americanas
(Isabel e Bordd) por leveduras comerciais. Foram empregadas, Saccharomyces
cerevisiae r.f. bayanus, Torulaspora delbrueckii, e trés Saccharomyces c. r.f. cerevisiae.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes em cada
ponto. As leveduras foram hidratadas, aclimatadas e adicionadas na dose de 30 g/hL. A
cinética fermentativa foi monitorada pela liberacdo de CO,. Apbs cessada atividade
fermentativa, foram avaliados grau alcoolico e acidez volatil. A maior diferenciagdo
entre os tratamentos foi observada na duracdo da fase Lag, tendo a T. delbrueckii
aproximadamente 100h, e S. cerevisiae X5 destacando-se positivamente pelo menor
periodo, cerca de 12h. A velocidade maxima de fermentacdo (1,0 a 1,2 g/L/h), o grau
alcodlico (11,2 a 11,3%) e a perda méxima de CO> (21,7 a 22,8 g/L) ndo apresentaram
diferencas significativas, entretanto, 0 momento onde ocorre a Taxa Maxima (h) foi o
segundo fator com maior variancia entre os tratamentos, variando de 50 h (S. c. X5) até
130 h (Torulaspora d.). Quanto a acidez volatil, a levedura Torulaspora delbrueckii
destacou-se negativamente apresentando a mais elevada concentragdo no meio (0,8 g/L).

PALAVRAS-CHAVE: Torulaspora delbrueckii, fermentacdo alcoolica, acidez volatil,
parametros cinéticos.
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1. INTRODUCAO

O setor enoldgico brasileiro encontra-se em constante expansao, sendo que atualmente
existem cerca de 80 mil hectares de vinhedos, entre uvas de mesa e vinifera, no Brasil. A
producdo brasileira de vinhos em 2015 totalizou cerca de 350 milhdes de litros (IBRAVIN,
2016), sendo que a Serra Gaucha produziu no ultimo ano cerca de 700 milhdes de kg de uva
para processamento, respondendo por 85% dos vinhos elaborados no pais (IBRAVIN, 2016).
Um dos pilares desta producéo é a fermentacao alcodlica conduzida por leveduras secas ativas
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comerciais, que desde o inicio dos anos 80 vem sendo utilizadas como principais responsaveis
da transformag&o do mosto de uva em vinho (SALMON; JULIEN-ORTIZ, 2008).

O fenbmeno do processo fermentativo, que incide na conversdo do mosto em bebida
alcoolica (FLEET, 2007), pode ser conduzido de duas maneiras: fermentacdo espontanea, onde
a fermentacdo ocorre naturalmente a partir da atividade de leveduras autdctones ou
fermentagdo induzida, inoculando no mosto de uva leveduras enoldgicas para que inicie a
fermentacdo (BISSON E JOSEPH, 2009). As leveduras possuem papel fundamental no
processo até o produto final, dominantes na fermentacdo, produzindo o etanol e sendo
responsaveis diretas pela qualidade sensorial da bebida (LAMBRECHTS; PRETORIUS,
2000).

Deste modo, para que ocorra uma melhor conversdo do mosto em vinho, é recomendado
uma fermentacdo induzida, adicionando leveduras enoldgicas em quantidades ideais para o
inicio adequado do processo fermentativo. Atualmente, sabe-se que o género Saccharomyces
é o principal responsavel pela dominéancia e término da fermentacdo alcodlica (PRETORIUS,
2000), sendo Saccharomyces cerevisiae a mais utilizada em fermentacdes. Para mostos com
alta concentracdo de agucares a Saccharomyces cerevisiae r.f. bayanus tornou-se comumente
utilizada, dada que esta variedade possui maior resisténcia a concentracdes de alcool ao fim da
fermentacdo, mesmo com baixas quantidades de acUcares fermentesciveis no meio
(HORNSEY, 2007).

No entanto, estudos quantitativos sobre a ecologia da vinificagdo demonstraram que
niveis significativos de certas espécies ndo Saccharomyces podem sobreviver por periodos
mais longos do que se pensava (ZOTT et al., 2008).

Atualmente, constata-se que leveduras secas ativas comercializadas possuem, ou devem
possuir, uma curta fase de laténcia, garantindo uma boa fermentacgéo inicial, constituindo um
importante parametro na questdo enolégica (RENAULT, 2010), uma vez que ha uma variada
gama de microrganismos competindo no mosto e podem causar alguns maleficios a qualidade
final da bebida, como a producéo de acido acético, entre outros. Além disso, a otimizacdo dos
fatores cinéticos pode levar a uma maior taxa fermentativa resultando em uma maior
quantidade de etanol produzida, produto mais importante desta transformacéao.

A acidez volatil em vinhos pode ser responsavel por muitos efeitos negativos na
qualidade sensorial da bebida, visto que 95% desta corresponde ao é&cido acético
(LAMBRECHTS E PRETORIUS, 2000). Sabe-se que variadas cepas de leveduras em
condi¢Bes desfavoraveis de fermentacdo possuem capacidade de formé-lo, fazendo-se
necessario a utilizacdo de microrganismos que possuem menor taxa de produgdo deste
composto.

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a cinética fermentativa, o grau alcoolico
e a acidez volatil, a partir da fermentagdo de um mosto de uva por cinco diferentes leveduras
comerciais, quatro Saccharomyces e uma ndo Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparacgao do Mosto
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O mosto utilizado para o experimento foi proveniente de uvas Vitis americana, sendo
85% Isabel e 15% Bord0d, oriundas da estacdo experimental do IFRS — Campus Bento
Gongcalves, cujos tratamentos fitossanitarios sé@o controlados e conhecidos. O processo de
obtengdo do mosto constituiu-se de desengace, esmagamento, pasteuriza¢do (85 °C/2 min),
enzimagem (pectinase comercial 20 mg/L, 2 horas em torno de 45 °C), filtracdo, pasteurizacao
(85 °C/1 min) e envase em embalagens de vidro.

Optou-se por utilizar estas variedades por serem amplamente difundidas e adaptadas ao
clima e solo da Serra Galcha, representando parcela expressiva das uvas processadas na regiao
(DEBASTIANI et al., 2016). Além disso, sdo variedades ruasticas, cujas necessidades de
tratamentos fitossanitarios sdo menores que nas variedades Vitis viniferas, diminuindo riscos
de substancias interferentes na fermentacéo alcodlica.

Todo o processo foi realizado na Vinicola-Escola da instituicdo na safra 2015, sendo que
0 mosto antes da adicdo dos tratamentos apresentava: Acidez Total de 7,46 g/L em Acido
Tartarico, Acidez Volatil de 0,16 g/L em Ac. Acético, 140,8 g/L de Aclcares Totais, Densidade
Relativa de 1,065 g/mL, pH de 3,37, 16,4 °Brix e 0,13% de Etanol, sendo todas analises
realizadas sobre metodologias regulamentadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2005) e realizadas em laboratério contratado pelo IFRS-BG.

No momento da estruturacdo do experimento foram utilizados 15 L de mosto
homogeneizado, se fazendo a adi¢cdo de sacarose de cana (50 g/L), didxido de enxofre [SO2]
(50 mg/L), por meio de metabissulfito de potéssio, e a inoculagdo de levedura (30 g/hL). A
correcdo de agucares e de SO foi realizada no volume total de mosto utilizado. Quanto a adi¢éo
de leveduras, se deu a distribui¢do dos tratamentos em recipientes contendo 250 mL de mosto,
de modo a haver 5 tratamentos, em triplicata.

2.2. Microrganismos

Para o estudo foram empregadas cinco leveduras comerciais, apresentadas na Tabela 1.
As leveduras foram aclimatadas e hidratadas, com agua destilada a 35 °C por 15 minutos,
exceto Torulaspora d. a 32 °C, conforme recomendacdo dos fornecedores. Apds aclimatacéo
foram adicionadas ao mosto utilizando a mesma dose para todas as leveduras (30 g/hL).

Tabela 1 - Relagdo das leveduras secas ativas comerciais utilizadas no experimento.

Nome Comercial Empresa Nome cientifico Doses
Recomendadas
La Claire SP665  Perdomini 10C SaCCharomg ces cerevisiae r 25250 g/hL
ayanus
Zymaflore Alpha Laffort Torulaspora delbrueckii 30 g/hL
Fermento biolégico  Fleischmann Saccharomyces_ cerevisiae rf Sem recomendacgéo
cerevisiae
Zymaflore X5 Laffort Saccharomyces' cerevisiae rf 20 a 30 g/hL
cerevisiae
Zymaflore X16 Laffort Saccharomyces_ cerevisiae rf 20 a 30 g/hL
cerevisiae
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2.3. Fermentacéo

A cinética fermentativa foi avaliada e representada graficamente pela perda de massa
diéria devido a producdo de diéxido de carbono (CO2) em funcdo do tempo, cada ponto do
tratamento foi monitorado em balanca eletrénica, a cada 12 h, durante 15 dias. Os dados foram
analisados de acordo com o ajuste sigmoidal ndo linear da equagdo de Gompertz modificada
(ZWIETERING et al., 1990), conforme Equacéo 1, a qual sua importancia dentro de pesquisas
enoldgicas tem sido relatada, por Rinaldi et al. (2006) e O’neill e Muhlack (2011).

iy . €

y = Aexp {—exp [ A-t)+ 1]}

1)

Sendo assim, foram obtidos 0s seguintes parametros cinéticos: perda de massa maxima
(g/L), a velocidade maxima de produgdo de CO> (g/L/h), o tempo da fase de laténcia (Fase
Lag) para a producdo de CO> (h) e o tempo para ocorrer a taxa maxima de producgdo de CO>
(CHAVES LOPEZ et al., 2004). Utilizou-se o Software Livre “Integrated Predictive Modeling
Program Tools” da USDA (HUANG, 2013) para avaliacdo do modelo e obtengdo dos
parametros. O fim da fermentagédo foi constatado quando n&o foi mais observada perda de
massa em um intervalo de 24 horas.

2.4. Analises Quimicas Realizadas

Uma semana apds cessada a atividade fermentativa, foram avaliados grau alcéolico, por
meio de destilacdo eletrdnica e posterior medida da densidade do destilado em balanca
hidrostatica Gibertini®, e acidez volatil, medida por titulacdo de neutralizacdo, apos arraste de
vapor, ambas de acordo com metodologias descritas pela Organizacdo Internacional da Vinha
e do Vinho (O1V, 2009).

2.5. Analise Estatistica

Para a realizacdo do experimento o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, contendo 5 tratamentos com trés repeti¢des, totalizando 15 pontos. Os resultados
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguida de teste de Tukey (5%) pelo
software Assistat versdo 7.6 (SILVA, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os parametros avaliados as maiores variacdes foram observadas na fase lag (Tabela
2). Os tempos encontrados ficaram entre um intervalo de 12 e 100 h. A levedura S. cerevisiae
X5 destacou-se positivamente pela menor fase de laténcia, parametro desejado principalmente
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em fermentacdes de mosto de variedades tintas, uma vez que ha uma maior quantidade de
microrganismos competindo e as leveduras Saccharomyces comerciais devem dominar este
meio (ARNEBORG et al., 2005).

A fermentacdo obtida com Torulaspora delbrueckii se destacou negativamente, com uma
longa fase lag (=100 h), valor indesejado em uma fermentacdo de mostos, uma vez que outros
microrganismos podem intervir, consumindo nutrientes e produzindo compostos indesejados
(CIANI e PEPE, 2002), em trabalhos anteriores foi constado que ensaios onde a Torulaspora
delbrueckii foi conduzida isoladamente tiveram uma cinética fermentativa mais lenta (BELDA
etal., 2015).

Notou-se que as diferenciacGes entre as fases de laténcia ficaram perceptiveis também
nas curvas de representacdo de producdo de CO, conforme a Figura 1, uma vez que ha 4
comportamentos de curva distintos.

Tabela 2 - Parametros avaliados estatisticamente

Vmax Tempo Etanol Y max AV.

Levedura Lag () (/i /h) Vi ?h) %) @l (gL)

S. cerevisiae r.f. bayanus 48,36 b 1,23 *ns 75,96 b 11,3 *ns 22,82 *ns 0,37 b
Torulaspora delbrueckii  103,5 a 1,09 1332 a 11,2 21,88 0,84 a
S. ¢. r.f. cerevisiae panificio 46,56 b 1,09 7844 b 11,3 22,54 035 b
S. c. r.f. cerevisiae X5 12,18 d 1,02 4959 ¢ 11,3 21,73 0,47 b
S. c. r.f. cerevisiae X16 29,76 ¢ 1,13 61,12 ¢ 11,2 22,75 0,28 b

Lag = Tempo de Fase de Laténcia (Horas); Vmax = Velocidade (Taxa) Maxima de Fermentacdo
(9/L/h); Tempo Vmax = Tempo, em horas, que ocorre a taxa maxima de fermentacdo; Etanol =
Teor de etanol produzido, expresso em % (V/Vv); Ymax = Producdo Méxima de Didxido de
Carbono (COy), em g/L; A.V. = Acidez Volatil expressa em g/L de Acido Acético; Letras
diferentes na mesma coluna séo estatisticamente diferentes segundo teste de Tukey (P <0,05);
*ns = ndo significativo.
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Producio de CO, por Leveduras Comercias em mostos de uva
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Figura 1 -Comportamento da Fermentagdo de Mosto de Uva em leveduras comerciais.

N&o houve diferenciacdo entre os tratamentos quanto a Velocidade Maxima de Producéo
de CO2 (Vmax), porém o tempo transcorrido da fermentacao para ela ocorrer (Tempo Vmax) foi
diferente entre as leveduras testadas. A Torulaspora d. demorou aproximadamente o dobro do
tempo que as demais leveduras para atingir a Velocidade Méaxima de Fermentacdo
(aproximadamente 130 h). As leveduras X5 e X16 alcancaram a taxa maxima antes das demais
leveduras, 49,6 e 61,1 h, respectivamente.

Quanto ao teor alcoolico final (% Etanol), ndo houve diferenca significativa (<5%), assim
do mesmo modo que ndo houve diferenca entre a producdo maxima de CO2 (Ymax), uma vez
que estes obedecem a proporgdo de aproximadamente 50% para cada composto. Autores
relatam para a reducdo de 1% de Etanol quando a Fermentacdo é realizada pela levedura
Torulaspora delbrueckii (CONTRERAS et al., 2014; KUTYNA et al., 2010), no entanto os
valores encontrados para a producao de etanol variam em aproximadamente 0,1%, Belda et al.
(2015) encontraram variag0es inferiores a 0,2%.

A acidez volatil (A.V.) analisada nos tratamentos, diferenciou apenas a levedura ndo
Saccharomyces. Os demais tratamentos ndo diferenciaram entre si. Este resultado pode ser
explicado porque a T. delbrueckii € uma levedura indicada para uma fermentacédo alcoolica em
parceria com uma levedura Saccharomyces (co-inoculagdo sequencial), onde sua agéo deve ser
no inicio do processo e a outra levedura sequencialmente finalizaria a fermentacao, ou ainda,
devido a longa fase de laténcia desta levedura, fator este que pode proporcionar a formacao de
compostos indesejados (RENAULT, 2010).
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BELDA et al. (2015) relatam pequenas diferencas entre a acidez volatil produzida em
seus ensaios, sendo que a producao de &cido acético pela Torulaspora delbrueckii se diferenciou
das demais com uma maior producéo.

Além disto, leveduras ndo Saccharomyces possuem pouca toleréncia ao SO (FLEET,
1992), sendo que a dose utilizada neste experimento (50mg/L) é acima do recomendado pelo
fornecedor para a conducgéo da fermentagdo alcodlica com estas estirpes. Destaca-se que diante
dos parametros avaliados a S. cerevisiae especifica para panificios (Fleischmann) obteve
resultados satisfatorios diante das demais leveduras comerciais enoldgicas. Porém é preciso
citar que testes sensoriais sdo fundamentais para avaliar as caracteristicas no momento da
comercializa¢do de um micro-organismo para a industria vitivinicola.

4. CONCLUSOES

A maior diferenciacdo entre os tratamentos foi observada na duracdo da fase de laténcia,
sendo que a levedura Zymaflore X5 destacou-se positivamente pela curta fase lag com cerca de
12 horas, e Torulaspora delbrueckii destacando-se negativamente, tendo aproximadamente 100
h de fase de laténcia e gerando maior acidez volatil no meio. As leveduras ndo promoveram
diferencas significativas nas quantidades de etanol e de diéxido de carbono produzidas e na
taxa méxima de fermentacao.
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