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1- RESUMO

O vinho € uma bebida obtida pela completa ou parcial fermentac&o alcoélica do
mosto de uva. A comercializaggo do vinho teve uma razoavel evolucio no Brasil. Os
Champanhas/espumantes e espumantes “Asti” foram os vinhos que tiveram o maior
consumo pela populacéo brasileira nos dltimos 10 anos. O Estado do Rio Grande do Sul
(RG) é responsavel por mais de 90 % da producéo de uva para elaboragdo do vinho. A
regido da Serra Gaucha (RG) produz uva com as melhores caracteristicas para producao
de vinho espumante. Durante a fermentac&o alcodlica, além de etanol, CO2, glicerol séo
formados em paralelo compostos de sabor e aroma de diferentes classes de substancias
tais como: ésteres, dicoois, acidos, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis volateis, terpenos,
acetais, nitrilas, amidas entre outras. Estas classes de substancias s8o provenientes da
uva, da fermentacdo e também do envelhecimento ou amadurecimento. A anaiise
sensorial permite a nds identificar as caracteristicas ou propriedades que nos agradam
em um alimento e tem sido utilizada intensamente para classificar vinhos com base na
sua composicao aromatica. Os objetivos deste trabalho foram: a) isolar e selecionar
microrganismos produtores de aroma de frutas em meio sintético; b) identificar os
microrganismos produtores de aroma de frutas; c) estudar a composicio de volateis
produzidos pelos microrganismos selecionados nos mostos de uvas Chardonnay e Pinot
Noir; d) avaliar o grau de aceitacdo sensorial das amostras de mosto fermentado a 15 °C
em relagdo aos volateis de aroma produzidos. A producio de aroma foi verificada em
meio sintetico contendo § % de glicose durante 72 horas a 30 °C. A selegiio dos
microrganismos produtores de aroma foi realizada pela analise sensorial direta descritiva
utifizando 10 provadores. A identificacido das leveduras foi realizada pelo sistema
automatico e padronizado mini APIAAD 32 C. Analises fisico-quimicas do mosto como
densidade, alcocl e acucar foram realizados pelo densimetro Mustimetre Dujardin-
Salleron (385200); as analises de acidez volatil, acidez total, SO, livre e total foram
realizadas por titulagdo Os mostos Chardonnay e Pinot Noir foram fermentados com as
leveduras selecionadas a 15 °C e 20 °C durante sete dias. Os compostos volateis de
aroma foram extraidos pela técnica de extracio liquido-liquido com éter-etilico/hexano
(1:1) e por ‘Dynamica Headspace” e identificados por cromatografia
gasosalespectrometria de massa (CG-EM) e indice de Kovats. A analise de aceitacdo do
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mosto fermentado a 15 °C durante sete dias foi realizada por uma equipe composta por
25 provadores representativos do pablico alvo, utilizando escala hedénica ndo
estruturada de nove centimetros. A intengso de compra foi registrada em uma escala de
atitude de cinco pontos. As leveduras selecionadas foram Saccharomyces cerevisiae,
Candida valida, Kloeckera apiculata e Pichia membranaefaciens. As leveduras
apresentaram um maior cresicmento a 20 °C do que a 15 °C. Consequentemente a
producdo de compostos volateis foi maior a 20 *C do que a 15 °C. Compostos formados
durante a fermentagdo como acetaldeido, acetato de etila, etanol, isobutanol, acetato de
amila, acetato de isoamila, dlcool isoamilico, feniletanol, acetato de 2-feniletanol, acido
hexandico, acido propandico, acido butandico, propanal, butanal entre outros foram
detectados nos mostos e no caido sintético em diferentes concentragSes. Os resultados
da analise de aceitacdo mostraram que oito amostras diferiram entre si na produ cao de
aroma. Pelo teste de tukey apenas uma amostra diferiu significativamente em refacdo as
outras amostras. Este resultado pode ser salientado pelos dados da concentracdo dos
compostos majoritarios, que mostrou ser muito simifar na composiciio aromatica das trés
amostras com maior aceitac3o.
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2 -ABSTRACT

Wine is an alcoholic drink obtained by the partial or complete alcoholic fermentation
of grape must. The wine markets have evolved reasonably in Brazil.
Champagne/sparkling and “Asti” sparkling core those most consumed by the population in
the last 10 years. State of “Rio Grande do Sul’ (RG) is responsible for more than 90 %
the grape production for wine making. The “Serra Galicha’region produces grapes with
the best characteristics for sparkling wine production. During the alcoholic fermentation in
addition to ethanol, CO, and glycerol are formed in parallel with flavor components
derived from different groups of substances, such as esters, alcohols, acids, aldehydes,
ketones, lactones, volatile phenols, tepenes, acetals, nitriles, etc. These groups of
substances come from the grape or are formed during maturation/aging. Sensory analysis
allows us to identify pleasant characteristics or properties of the food under study. It has
been intensively uses to classify wines based on their aromatic composition. In this work
we aimed: a) to isolate and select microorganisms that product fruit aroma in synthetic
media, detectable by direct descriptive analysis; b) to identify the fruit aroma producing
microorganisms; ¢) to study the composition of the voiatiles produced by the selected
microorganisms in Chardonnay and Pinot Noir grape musts; d) to evaluate the degree of
sensory acceptance of must sample fermented at 15 °C, with respect to the volatile aroma
produced. The production of aroma was verified in synthetic media containing 5 %
glucose during 72 hours at 30 °C. Selection of aroma producing microorganisms in
synthetic media was performed by direct descriptive sensorial analysis, using 10 testers.
Yeast identification was carried out by the standard automatic system, mini API/ID 32 C.
Physico-chemical analysis of the musts, such as and alcohol and sugar content, were
effected using the Mustimetre Dujardin-Salleron Densimeter (385200); the analyses of
total volatile acidity, acidity, free and total SO, were carried out by ftitration. The
Chardonnay and Pinot Noir musts were inoculated with the yeast at 15 °C and 20 °C
incubated for 7 days. The volatile aroma compounds were extracted by the liquid-liquid
extraction technique ethyi ether/hexane (1:1) and by the purge and trap extraction system
and identified by GC/MS and by the Kovats index. The acceptance fermented must of the
was determined by a team of 25 representative target consumers using a nine centimeter
non-structured hedonic scale. The purchaing intention was registered on a five points
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attitude scale. The selected yeast were Saccharomyces cerevisiae, Candida valida,
Kloeckera apiculata and Pichia membranaefaciens. The yeast grew more at 20 °C than at
15 °C. Consequently, they produced a higher concentration of volatiles at 20 °C than at 15
°C. Compounds formed during fermentation, such as acetaldehyde, ethyl acetate,
ethanol, isobuthyl alcohol, amyl acetate, isoamyl acetate, isoamy! alcoho!, phenylethanol,
2-fenylethanol acetate, hexanoic acid, propanoic acid, butanoic acid, propanal, butanal
and others were detected in the must and the synthetic broth in different concentration.
Resuits of the sensory analysis of the musts fermented at 15 °C showed that the 8
samples tested differed between themselves with respect to the aromas produced. Using
Tukey's test, only one sample was significantly different in comparison with the others.
This result is apparent from the data for the concentration of the major compounds, which
were very similar for the three most accepted samples.



3- INTRODUGAO:

O vinho € uma bebida obtida pela completa ou parcial fermentagdo alcodlica do
mosto da uva, que é o suco obtido do esmagamento do bago da uva por prensagem.
Desde de 3500 A.C. o vinho ja era consumido pelos assirios e egipcios (Jackson, 1994).
A fabricagao do vinho é vista como a arte da combinagao do trabalho de viticultores com
uma crescente e sofisticada tecnologia. Atualmente os paises do mediterraneo como a
Franca, ltalia e Espanha s&o os trés maiores produtores mundiais de vinho, o Brasil
ocupa o décimo quinto lugar em uma escala dos vinte maiores produtores.

Vinho no Brasil

O mercado de vinhos finos no Brasil mostrou uma razoavel evolugdo nos dltimos
20 anos (Lona, 1996). Em 1989 o mercado interno brasileiro comercializou 254.000.000
litros de vinhos e com o aumento da aceitago do produto pelo consumidor, em 1999 a
comercializagdo alcangou 293.000.000 litros. Sendo os champanhas/ espumantes, os
espumantes (processo Asti) e os frisantes os que mais cresceram em consumo durante
os dez dltimos anos (UVIBRA, 2000/2001).

No Brasil o vinho espumante é referido como espumante natural ou champanha de
acordo com o decreto n® 73.267 de 06 de dezembro de 1973. No artigo 79, o champanha
& definido como o vinho cujo diéxido de carbénico (CO,) formado advém de uma segunda
fermentacao aicodlica que pode ser em garrafa (método tradicional) ou em um grande
recipiente (meétodo charmat). Este fipo de vinho deve apresentar uma graduagéao
alcodlica entre 10-13 °GL, e uma pressdo minima de 3 atm resultante do CQ,. No
espumante vinho tipo *Asti* o CO, formado € resultante de uma Unica fermentacao
alcodlica, que pode ser em garrafa ou grande recipiente, do mosto de uva da variedade
moscatel. Este vinho deve apresentar uma graduagdo alcodlica entre 7 e 10 °GL e uma
pressdo minima de 2 atm (Veses, 1976) .

A maior parte dos vinhos é obtida de uvas provenientes da videira do género Vitis,
sendo cultivadas nos Brasil espécies como a Vitis vinifera, em maior escala, Vifis riparia,
Vitis labrusca e alguns hibridos. A primeira destinada apenas para produgdo de vinho
fino, as duas (ltimas ndo sdo proprias para vinificacso, mas sim para produc@o de sucos



de uva e vinho comum. Dentre os 8000 tipos de uvas provenientes da Vitis vinifera,
podemos citar algumas cultivadas no Brasil como a Chardonnay, Pinot Blanc, Resling,
Sauvingnon Blanc, Sémillon, Trebiano e Muscat Blanc para podugéo de vinho branco e
champanha, sendo a primeira a mais nobre. Para vinho tinto a Carbenet sauvignon,
Merlot, Pinot Noir, Lambrusco, Nebbiolo, Aramon e Grand Noir (Amarante, 1986).

O Estado do Rio Grande do Sul (RG) € responsavel por mais de 90 % da produgéo
de uvas para elaboragéo de vinho (Scuza e Arruda, 2001). A regido da Serra Galcha
(RG) produz uma uva acida e de baixa maturidade devido aos fatores climaticos e
natureza do solo (Souza e Arruda, 2001). Estas caracteristicas s@o péssimas para o
vinho, mas excelentes para o espumante, pois o vinho base utilizado para iniciar a 2%
fermentagéo deve ter um pH em torno de 3,0 ou menor (Boulion et al, 1996).

Recentemente, Bento Gongalves (RG) sediou o 12 concurso internacional de vinho
no Brasil, do qual participaram criticos do assunte, consumidores em potencial e
enodlogos. Os espumantes brasileiros avaliados receberam a maioria das medalhas de
ouro e prata.

Além do mais o “Vale dos Vinhedos” (RG) acaba de receber um certificado de
indicacdo geografica de procedéncia, e agora os vinhos produzidos com pelo menos 85
% de uvas desta regido poderdo condecorar seus rotulos com o selo de origem.

Sabor e aroma - Percepgao

A andlise sensorial permite aoc homem identificar as caracteristicas ou
propriedades que lhes agradam em um alimento. A primeira observacdo de um
consumidor em relagéo a um produto seria em relagdo a sua aparéncia. Em seguida vém
as percepgdes do sabor e aroma ao adicionar o alimento na boca. O sabor é uma
resposta integrada aos estimulos gustatorios e olfativos. O gosto é classificado em cinco
categorias basicas: doce, amargo, salgado, acido e umame. O sistema olfativo € bem
desenvolvido e permite a percepcao de mithares de compostos da matriz de um alimento.
Muitos compostos de aroma do vinho mesmo que sejam contribuintes significativos séo
dificeis de serem detectados pela andlise quimica, pois estdo em concentragbes muifo
baixas, mas podem ser detectados pelo olfato, pois este estimulo é um “detector”
extremamente sensivel. Tanto o sistema olfativo quanto o gustativo tem um limiar minimo



de deteccdo chamado de ‘threshold” que é definido como a menor quantidade necessaria
para um individuo detectar o estimulo (Vannier et al, 1999).

Cada pessoa tem uma percep¢do do aroma global de um determinado alimento.
As vezes um alimento tém caracteristicas sensoriais marcantes de um determinado
composto que € chamado de composto de “impacto”, mas nenhum composto sozinho é
responsavel pelo aroma global.

Em andlise sensorial existern varios métodos que podem ser aplicados de acordo
com o objetivo do estudo sobre um determinado produto. Os métodos discriminativos ou
de diferenca servem para determinar se amostras que sofreram diferentes tratamentos,
diferem sensoriaimente entre si.

Métodos descritivos ou analiticos avaliam tanto a descricdo quanto &
discriminagdo dos atributos sensoriais de um alimento. Os testes destes métodos
descrevem e avaliam numericamente a intensidade de cada atributo.

Os metodos afetivos avaliam a preferéncia ou aceitacdo de um determinado
produto junto ao mercado consumidor.

Os métodos afetivos s&o de muita utilidade, e geralmente sdo aplicados apos os
testes descritivos e de descriminacdo. Os métodos (testes) afetivos podem dizer se um
consumidor gosta ou desgosta de um determinado produto ou qual & a sua preferéncia
de um produto em relacdo a outro. Geralmente estes testes sio aplicados antes do
produto chegar ao mercado consumidor e tem bastante utilidade para as indGstrias. Os
provadores dos testes afetivos devem ser consumidores potenciais do produto em
questdo, sendo sua aplicagdo para produtos concorrentes; desenvolvimento de novos
produtos; ofimizacdo ou melhoria da qualidade de produtos; acesso ao mercado
potencial. Quando se quer saber se o consumidor gosta ou desgosta de um produto se
aplica o teste afetivo de aceitagao.

A analise sensorial € muito utilizada para classificar vinhos com base na sua
composicéo aromatica (Noble et al., 1980; Udé et al., 1984; Cliff e Dever, 1996: Owens et
al., 1998; Vannier et al., 1999).



Origem do Sabor e Aroma do Vinho

A qualidade e o tipo do vinho € dado pela sua composi¢ao de substéncias volateis
e nao-volateis, que distingue o seu sabor e aroma (Chatonnet et al., 1992).

No vinho ha mais de 800 compostos de diferentes classes de substancias que
parte da constituicdo do seu sabor e aroma (Maarse et al., 1992).

Estes compostos séo originarios da uva, da fermentagdo por microrganismos, de
reagbes quimicas como oxidagéo que ocorrem no processamento e envelhecimento do
vinho, e também do enveihecimento em barril de madeira (Tabela 1) (Matheis, 1992).

Tabela 1 — Crigem das substancias de sabor e aroma do vinho.

Origem Caracteristicas
U Substancias que passam inalteradas da uva
va para vinho
Fermentag&o por leveduras ou Substancias de sabor e aroma formadas
bactérias durante a fermentacéo

_ Substancias formadas durante o apodrecimento
Infestagao por fungos

da uva pelo Botrytis cinerea

) . Formac&o de acetais durante o envelhecimento
Reagbes quimicas
em garrafa

) ) Substancias aromaticas oriundas do barril de
Barrii de madeira (carvalho)

carvatho durante o envelhecimento

Matheis, 1992



Fermentagao

Fermentagao Alcodlica

A grande maioria dos compostos de sabor e aroma do vinho é formada durante a
fermentac¢do alcodlica do mosto da uva (Margalith e Schwartz, 1970). As leveduras
utilizam os nutrientes da uva como acgucar (glicose ou frutose), compostos nitrogenados,
vitaminas, sais, etc; para crescer e se multiplicar. Em primeira instancia os aglcares séo
metabolizados para etanol, CO; e glicerol, 0s guais sio chamados de compostos
primarios da fermentagao.

De todos os microrganismos detectados na microflora da uva, as leveduras do
género Saccharomyces s8c as mais abundantes, especialmente a Saccharomyces
cerevisiae. As leveduras do género Saccharomyces sdo bem resisientes ao etanol, por
isso a sua sobrevivéncia durante a fermentagéo € maior do que outras ieveduras de
outros géneros. Assim sendo, essas linhagens da Saccharomyces s&oc as mais tolerantes
as modificagbes do meio durante a fermentagio (Fleet, 1994).

Leveduras como as do género Kloeckera, Hansenula, Debaryomyces,
Hanseniospora, Candida, Pichia, entre outras também sao comuns a microflora da uva.
Devido ao fato de serem pouco tolerantes ao alcool, estas leveduras fazem parte apenas
do inicio da fermentacdo, mas podem atrapalhar o crescimento do Saccharomyces e
comprometer a finalizagao da fermentacdo (Fleet, 1994).

As leveduras precisam sintetizar metabdlitos intermediarios para crescer e se
multiplicar. Estes metabdlitos intermediarios sdo gerados da via glicolitica, via pentose-
fosfato e também do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (Jackson, 1994).

As linhagens do Saccharomyces, da Candida, da Pichia e da Kloeckera quando
inoculadas nco mosto, podem optar pelo crescimento aerébio se o oxigénio estiver
disponivel, ou anaerobio (fermentacéo), sendo as leveduras do género Pichia as mais
aerobias (Feet, 1994).

Em crescimento anaerdbio, no final da glicélise séo geradas duas moléculas de
ATP e uma de NADH. O NADH formado precisa ser regenerado a NAD", para que uma
nova molécuia de glicose ou frutose seja oxidada e a fermentacéo néo seja interrompida,
além do mais o excesso de NADH causa alteragtes do potencial elétrico da célula.



Os microrganismos desenvolveram aigumas estratégias diferentes para
regeneracdo do NADH oriundo da fermentacado alcodlica. Na fermentacdo alcodlica,
quando o piruvato € descarboxilado pela piruvato descarboxilase s&o formados CO; e
acetaldeido. O acetaldeido formado serve entdo como aceptor final de hidrogénio e é
reduzido pela alcool desidrogenase a etanol regenerando o NAD" (Figura 1) (Boulton,
1996).

Glicose — ™  Glicose-6-fosfato®—» frutose-6-fosfato — ™  frutose-1-6-difosfato

' '

Gliceraideido 3-fosfato € Diidroxiacetor

Etanol fosfato
NAD®
Gliceraldeido 1,3-difosfato
NADH
Acetaldeido I

3 -fosfoglicerato

!

2-fosfoglicerato

1

fosfoenolpiruvato

!

Piruvato

CO;

Figura 1 - Fermentacgéo alcodlica.



Na fermentacdo, a principal funcdo do cicio do TCA é gerar metabdlitos
intermediarios para sintese de aminoacidos. Outra forma de se regenerar o NADH é
através do ciclo do acido tricarboxilico (TCA). O NADH formado da oxidacgéo do citrato a
succinato pode ser prevenido se o oxaloacetato for reduzido a succinato. O NADH
produzido em excesso da glicolise também pode ser reoxidado pelo caminho inverso do
ciclo do TCA.

Quando as leveduras estdo em condiges de crescimento aerébico, o etanol nao é
produzido imediatamente (Whiting, 1972). As enzimas piruvato descarboxilase e alcool
desidrogenase tem baixa atividade (Sharma e Tauro, 1986). Em conseqiiéncia, outros
compostos como o glicerol & formado. A diidroxiacetona fosfato é reduzida a glicerol
fosfato pela diidroxiacetona fosfato redutase regenerando a molécula de NAD®. O glicerol
fosfato é ent&o desfosforilado pela glicerol fosfato fosfatase e entso o glicerol é produzido
(Figura 2).

Diidroxiacetona fosfato

NAD*
NADH
Glicerol-3-
fnsfatn
Gicerot

Figura 2 - Formacé&o do glicerol

Fermentac¢ao Malolatica

As bactérias lacticas, que também fazem parte da microflora da uva, durante a
fermentacao alcodlica metabolizam o acido maélico originando &cido lactico e CO,,
processo metabdlico conhecido como fermentacio malolatica (FM), também chamado de
fermentacgédo secundaria (Boulton et al, 1996).



Geralmente as bactérias dos géneros Leuconostoc, Lactobacillus e Pediococos
sdo os mais encontrados nos vinhos, por isso sdo as responsaveis pela fermentacao
malolética do vinho (Fleet, 1994). Este tipo de metabolismo € importante na fabricagdo de
alguns tipos de vinho por frés ragbes: deacidificagdo, modificagdo do aroma e sabor e
estabilidade microbiana.

Outros compostos como a diacetil, acetoina e 2,3-butilenoglicol também sao
formados durante a fermentac&o malolatica do vinho. Estes compostos ddo um aroma de
nozes e manteiga, sendo desejaveis apenas em alguns vinhos, mas em pequenas
quantidades. A Figura 3 mostra o esquema de formacadoc do diacetil, acetoina e 2,3-
butilenoglicol durante a fermentagdo malolatica. O citrato sofre uma quebra e da origem
ao oxaloacetato. O oxaloacetato & descarboxilado para piruvato, o qual se complexa com
coenzima tiamina pirofosfato-acetaldeido (TTP-C/ ativo acetaldeido). Este complexo
reage com uma outra molécula de piruvato dando origem ao a-acetolactato que sofre
uma descarboxilagao oxidativa e forma o diacetil. O «-acetolactato sofre uma
descarboxilagdo e da origem a acetoina. A acetoina também pode ser formada pela
redugao do diacetil para regeneragao do NAD(P"). O 2,3 - butilenoglicol pode ser formado
pela autoxidag@o da acetoina , reagao catalisada pela enzima acetoina redutase.

200, Cco,
2 citrato > 2 oxaloacetato \u » piruvato U > ‘E“T\P-C*

Beuvato > a-acetolactato
a~-acetolactate
descarboxitase

o0 2 N
Diacetil
redutase

. . acetoina
diacetil ‘TY—}

NAD@P)H, H* NAD(F") I

2.3
butitenoglicol

Figura 3 — Rota de formagao do diacetil.



Compostos Secundarios de Sabor e Aroma.

Durante a fermentacéo alcodlica, além de etanol, CO; e glicerol sdo formados em
paralelo compostos de sabor e aroma de diferentes classes de substancias tais como:
ésteres, alcoois, acidos, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis volateis, terpenos, acetais,
nitrilas, amidas entre outras.

A Tabela 2 mostra a quantidade de compostos de aroma no vinho e na uva. Em
termos de quantidade, a classe dos ésteres, alcoois e 4cidos sfo as que contribuem em

maior nimero de compostos de aroma para o vinho (Matheis, 1952).

Tabela 2 - Nimero de compostos de sabor e aroma detectados em vinho e uvas

Classe de substancias Numero de compostos
Vinho branco Uva
Esteres 178 132
Alcoois 97 72
Acidos 78 44
Hidrocarbonetos 34 93
Cetonas 31 32
Lactonas 27 3
Bases 27 14
Compostos de enxofre 26
Fendis 26 g
Aldeidos 21 40
Acetais 21 3
Furanos 20 13
Nitrilas e amidas 9 2
Eter 5 4
Outros 32 13
Total 632 477

Apanhado de 160 referéncias entre 1944 e 1986 no caso de vinho branco, e 54 referéncias
entre 1955 e 1983 para uvas (Matheis, 1992).
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- Alcoois

Os alcoois com mais de dois atomos de carbono s&o comumente chamados de
alcoois superiores ou fusel aicool, e tém peso molecular e ponto de ebulicdo mais alto
que o etanol e séo agradavelmente aromaticos. Estes compostos podem estar presentes
nas uvas, mas raramente ocorrem a nivel significativo, a nao ser os hexanéis que dao um
aroma herbaceo em certos vinhos. Alcoois como o 2 etil-1-hexanol, benzil alcool, 2-
feniletanol, 3-octanol e 1-octeno-3-ol sdo originados das uvas e nao sofrem mudancas
durante a fermentagdo. O 1-octeno-3-ol também pode ser originado da infestag@o do
Botrytis cinerea. Entretanto, muitos alcoois superiores encontrados no vinho séo
subprodutos da fermentacao (Jackson, 1994).

Em termos quantitativos, os alcoois superiores mais importantes sao os de cadeia
linear como o 1-propanol (n-propil alcool), 2-metil propanol (isobutil alcool), 2-metil-1-
butanol ou 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico) (rota metabélica de formacao Figura 2).

O 2-feniletanol & originado do metabolismo da fenilalanina, e € o alcool superior
mais importante derivado de fenol (Boulton et al, 1998).

Os alcoois superiores contribuem com mais de 50 % dos constituintes do sabor e
aroma do vinho. A producdoc destes compostos durante a fermentagdo € uma
caracteristica comum de todas as leveduras, mas as quantidades formadas sao em fato,
dependentes do género, espécie e linhagem, como também da quantidade de compostos
nitrogenados do mosto da uva (Jackson, 1994).

A rota bioguimica de formacao destes compostos pode ser pela fransaminagao de
aminoéacidos ou pela sintese de aglcares (Matheis, 1992).
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Figura 4 — Formagao de alcoois superiores a partir do metabolismo de aminoacidos
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Di6is e Policis

O mais importante diol no vinho é o0 2,3 - butanediol (2,3 — butileno glicol), o qual
tem pouco aroma e um suave doce gosto de manteiga, tendo pouca importéncia
sensorial.

O Poliol predominante no vinho é o glicerol. No vinho seco, ele é comumente o
composto mais abundante depois da agua e do etanol e tem uma grande importancia
sensorial em relag@o a viscosidade, além de ter um leve gosto doce (Jackson, 1994).

- Fendis

Os fendis sédo compostos muito importantes para a quaiidade de vinhos tintos. Em
vinhos brancos os fentis também sido importantes, mas ocorrem em pequenas
quantidades. Estes compostos dependendo da sua quantidade no vinho podem afetar a
aparéncia, o gosto, 0 aroma e atuar com agente microbiano.

A estrutura quimica dos fendis € uma estrutura ciclica de benzeno com ou mais
grupos hidroxilas associados diretamente a estrutura. S&o dois grupos distintos de fenois
que ocorrem nas uvas e vinhos, chamados de flavondides e n&o-flavondides. Os
flavondides sao caracterizados como moléculas que possuem dois fenéis ligados por um
grupo pirano (contém oxigénio). Os mais comuns nos vinhos s3o os flavonols, flavano-3-
ols, e em vinho tinto as antocianinas. Os flavondides podem existir na forma livre ou
polimerizados com outros flavonéides, ou com agtcares, ou com nao-flavondides e ainda
por combinagéo destes. Compostos como ¢ benzaldeido, a vanilina, acidos de vanilina,
acido benzdico, acido galico e cido cafeico sdo exemplos de nao-flavondides.

Alguns fendis volateis ou derivados fenélicos encontrados nos vinhos sio
originados das uvas, da semente da uva e também do caule do cacho de uva. Um deles
& a acetovanilona, o qual tem um suave aroma de vanila. O mais aromatico é o metil
antranilato, um éster fendlico, caracteristico do aroma das variedades da Vitis labrusca.

Do metabolismo de leveduras podem ser originados alguns fenéis importantes
para a composi¢do do sabor e aroma do vinho como o tirosol. O tirosol é um fenol nao-
flavonodide produzido em pequenas quantidades. A fermentagdo e estocagem em
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carvalho também déo origem a este composto. O aideido fenélico mais notado no vinho é
o benzaldeido que tem um aroma de améndoas. Este composto pode ser originado da
conservacdo em barril de carvalho ou por oxidagdo do alcool benzilico por enzimas
produzidas em uvas infectadas pelo Botrytis ou por leveduras (Jackson, 1994).

- Aldeidos

A quantidade de aldeidos é maior na uva do que no vinho. Isto pode ser resultado
da redugdo de aldeidos para alcoois durante a fermentacdo. Os mais importantes em
vinho sdo o hexanal e 0 hexenal, 0s quais sdo responsaveis pelo odor herbaceo de
certas variedades de uvas como a Grenach e Sauvingon Blanc. Os aldeidos podem ser
formados durante o esmagamento da fruta pela acio de enzimas oxidativas sobre lipidios
da uva e também durante a fermentacao.

O acetaldeido é o aldeido encontrado em maior quantidade, representando 90 %
dos aldeidos do vinho e € um dos primeiros subprodutos metabdlicos da fermentacao.
Quando a fermentacio esta por terminar, o acetaldeido é transportado para as células
das leveduras e reduzido a etanol. Assim, o contelido de acetaldeido no final da

fermentagao pode ser baixo em relagiio ao inicio da fermentagéo (Jackson, 1994).

- Celonas

Poucas cetonas sdo detectadas em uvas, mas as presentes geralmente ndo
sofrem alteragdes durante a fermentacdo. As mais encontradas s&o as noroisoprendides
cetonas como a $-damascenona, a-ionona e a B-ionona. A primeira tem aroma de rosa e
é caracteristica do aroma de varias variedades de uvas, assim como na ‘Chardonnay’ e
‘Riesling. A o-ionona e a p-ionona tém um aroma de violeta e framboesa,
respectivamente.

As Unicas cetonas formadas durante a fermentagdo que tem uma influéncia na
sensorial no vinho s@o a diacetil (biacetil ou 2,3-butanediona) e acetoina. Em altas
quantidades, estas cetonas ddo um indesejavel aroma de manteiga. Elas podem ser
formadas por bactérias lacticas ou por leveduras (Jackson, 1994).
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Eles podem ser agrupados em alifaticos ou ciclicos (fendis). Muitos ésteres de
fenodis possuem um baixo “threshold” de detecgdo, com exceg¢do do metil antranilato
encontrado em altas quantidades nas uvas, mas em baixas quantidades no vinho.

Os ésteres alifaticos podem ainda ser subdivididos em éster de acido
monocarboxilico, éster de acido di ou tricarboxilico e éster hidroxi e oxi acidos. Muitos
sdo produzidos pelas leveduras e também apds a estocagem por hidrélise. Dos trés
subgrupos apenas o primeiro tem uma importancia sensorial. Os mais importantes séao
aqueles formados metabolicamente de etanol e acidos como o hexandico, octandico e
decandico, respectivamente, dao origem aos ésteres hexanoato, octanoato e decanoato.
O acetato de isoamila (composto de impacto da banana) e o acetato de benzila
(composto de aroma da macéa) formados da sintese de acido acético e alcoois superiores
também sao compostos de relativa importancia sensorial do vinho

O etil lactato ocorre principaimente apdés a fermentagdo malolatica em
concentragdes da ordem de 1,0 mg/L. e tem pouca importancia sensorial para o aroma do
vinho (Jackson, 1994).

Geralmente a quantidade de ésteres produzidos pelas leveduras do género
Saccharomyces € similar, embora algumas leveduras nao-Saccharomyces possam
produzir maiores quantidades do que as Saccharomyces (Fleet, 1894).

Fatores como temperatura de fermentagédo e conteldo de nitrogénio afetam
drasticamente a producio de ésteres. Temperaturas de fermentagdo em torno de 10 °C
favorece a formacgdo de ésteres como o acetato de isoamila, acetato de isobutila, e
acetato de hexila, enquanto que temperatura em torno de 15-20 -C favorece a formacéao
de ésteres de peso molecular maior como o etil octanoato, etil decanoato e acetato de
feniletil. Temperaturas maiores que 20 °C induz a formacéo de éster por favorecer as
reacOes de sua formacdo. A presenga de ésteres durante o envelhecimento depende da
temperatura pré e pés-engarrafamento como também da sua quantidade produzida
durante a fermentagao devido a sua baixa estabilidade. Durante a autdlise das leveduras
sdo liberados alguns ésteres de cadeia longa de acil que sdo importantes para o sabor e
aroma do vinho espumante (Bouiton, 1996).
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- Lacfonas

Estes compostos sdo um grupo especial de ésteres formados por uma
esterificagdo interna entre grupos carboxilas e hidroxilas resultando em um éster ciclico
(Figura 5).
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hidroxi acido lactona (éster ciclico)

Figura 7 — Reac&o de formacdo de lactona.

As lactonas estao presentes nas uvas, mas podem ser sintetizadas durante a
fermentacgéo e envelhecimento e também podem ser extraidas durante a estocagem em
barril de carvaiho.

A 2-vinil-2-metiltetrahidrofurano € a lactona mais abundante e caracteristica de
algumas variedades de uvas como a 'Riesling’ e ‘Muscat. As lactonas produzidas
durante a fermentagdo sdo aparentemente derivadas de aminoacidos ou Acidos
organicos como 0 acido giutdmico e succinico. Mas a maior fonte de lactonas como
isbmeros de 3-metil-y-octalactona sdo os carvathos, ela tem uma fragrancia de coco.
Outro composto importante & o vitispirano, o qual ocorre durante o envethecimento do
vinho alcangando concentragdes de 20 até 100 ppb. O vitispirano pode existir na forma
cis e frans e cada uma tem um aroma diferente. A forma cis tem uma fragrancia de flor e
fruta que lembra cris@ntemo, enquanto que a forma trans tem um perfume forte e exdtico
de fruta. Outros autores consideram que o vitispirano tem um odor parecido ao de
eucalipto (Jackson, 1994).
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-  Terpenos

Os terpenos sdo compostos formados basicamente por cinco atomos de carbonos
com estrutura semelhante ao isopreno (2-metil-1,3-butadieno).
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Figura 8 — Molécula de isopreno

Alguns terpenos sao formados de 2, 3, 4 ou 6 unidades de isopreno. Estes séo
chamados de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenocs e triterpenos, respectivamente.
Grupos funcionais como os alcoois, as cetonas e os oOxidos, podem fazer parte da
estrutura dos terpenos (Boulton et al, 1996).

Alguns terpenos, assim como alguns fendis, sdo encontrados ligados a uma
molécula de glicose por uma ligacao glicosidica, neste caso estes compostos nac {ém
atividade sensorial, ou seja, ndo ha percep¢ao do sabor nem aroma. Algumas leveduras
durante a fermentagdo como as do género Hansenula podem hidrolisar ligagao
glicosidica e liberar moléculas de terpenos e fendis com atividade sensorial (Jackson,
1994).

Geralmente os terpenos s&o amplamente encontrados em diferentes variedades
de uva e ndo sofrem mudancas durante a fermentagdo, mas podem sofrer hidrolise ou
outras reagbes durante o envelhecimento do vinho (Schreier, 1879). O geraniol e o
linalool sdo alcoois de monoterpenos volateis, os quais conferem um agradavel aroma
floral ao vinho, sendo encontrados principalmente nas uvas da variedade ‘Muscat™. O
hidrocarboneto de terpeno que mais contribui para o sabor e aroma do vinho é o0 1,1,6-
trimetil-1,2-diidronaftaleno (TDN). Este compostc €& obtido da degradagdo dos
carotendides chamados de norisoprendides de 13 atomos de carbono. Estes s&o
encontrados principalmente no mosto das uvas da familia Riesling e em minimas
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quantidades nas uvas da familia Muscat e Chardonnay. O TDN em altas quantidades ndo
da um bom aroma ao vinho devido ao seu odor de querosene (Boulton et al, 1996). O
limoneno e o mirceno também s&o dois hidrocarbonetos de monoterpenos detectados em
uvas e vinhos (Schreier, 1879).

- Acidos

A acidez total do vinho é composta de &cidos volateis e nao volateis. Em uvas os
acidos tartarico e malico constituem mais de 90 % do total de acidos ndo volateis do
vinho. O &cido acetico € o principal acido volatil do vinho, em seguida vem os acidos
formico, butirico e o propiénico.

A fermentacéo alcodlica ndo interfere na quantidade destes acidos, a ndo ser a
fermentagdo malolatica que aumenta a quantidade de acido latico. Qutros Acidos
orgénicos como o citrico, isocitrico, fumarico e a-cetoglutarato sdo produzidos durante o
metabolismo de aclicar, aminoéacidos e acidos graxos. Os acidos além de darem uma
sensacdo de sabor refrescante ao vinho, também modificam a percepgdo de outros
sabores. Os acidos tém a capacidade de diminuir como, por exemplo, a percepgdo do
sabor dogura. O principal papel dos acidos no vinho € manter o pH baixo, estabilizando
as antocianinas e diminuindo a atividade microbiana. Os acidos fenélicos séo sintetizados
a partir do acido chiquimico ou obtidos também do barril de carvalho (Jackson, 1994).

Isolamento, separacéo e identifica¢ciao dos compostos volateis de aroma do vinho.

A adequacdo de técnicas analiticas de extragdo de compostos volateis de vinho
ainda é um desafio, pois estes compostos sdo bastantes sensiveis e estdo sujeitos a
modificagdes e perdas durante a extracio.

Vérios métodos de extragdo de volateis de vinho sdo usados como: extragdo por
solvente (liquido-liquido); microextracdo com solvente (Ortega et al, 2001); destilacdo-
extracdo simultanea (Flath e Forrey, 1977); “Headspace” (Schreier et al, 1979; Frutos et
al, 1988); “Dynamic Headspace” (Salinas et al, 1994; Rosillo et al, 1899); extracdo em
fase solida (SPE) (Edwards e Beelman, 1990; Escobal et al, 1997; Ferreira et al, 2001);
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microextracdo em fase sblida (SPME) (Yang e Peppard, 1994; Garcia et al, 1996; Gracia
et al, 1897).

A pouco tempo, a extracéo por solvente (liquido-liquido) foi empregada para isolar
os compostos volateis de aroma do vinho (Vlasova, 1995; Gonzales-Vifias et al, 1996;
Laminkara, 1996). Algumas desvantagens desta técnica s&o a grande manipulagao que a
amostra sofre; baixa reprodutibilidade; perdas de compostos de baixo ponto de ebuli¢ao;
volume grande de solvente utilizado. Umas das vantagens é a boa extracdo de
compostos com alto ponto de ebuligao.

Ao longo dos anos varias técnicas de extracio de volateis foram aperfeicoadas
assim como a analise direta do "Headspce” ou “Static Headspace”. Nesta técnica, a fase
vapor, onde estdo concentrados os volateis, que estd em equilibrio com fase
soOlidalliquida da amostra & retirada com uma seringa e injetado diretamente no
cromatografo. Esta técnica apresenta a vantagem de pouco manuseio com a amostra,
com isso a perda de volateis é minimizada. Os compostos de alto ponto de ebulicdo e em
quantidades de tragos (ppb-ppt) ndo sdo isolados com facilidade pela técnica “Static
Headspace”, neste caso € necesséario um grande volume de injegdo do extrato, tornando-
se um procedimento incompativel com a pratica cromatografica.

Surgiu entdo a técnica de “Analise dindmica do Headspce” ou “Dynamic
Headspce”, onde os compostos voléteis da fase vapor da amostra sao retirados por um
fluxo de gés. O equilibrio que havia entre a fase vapor e a fase liquida/solida da amostra
s&o alteradas pelo fluxo de gés continuo. Com o equilibrio alterado os compostos volateis
da fase vapor v@o sendo arrastados e adsorvidos em um polimero de material inerte.
Nesta técnica os compostos de menor ponto de ebulicdo sdo extraidos com mais
facilidade do que compostos de ponto de ebulicdo alto, pois quanto mais volatil for o
composto menor seréd o seu equilibrio com a fase liquida ou solida.

O uso de polimeros adsorventes, ou seja, uma armadilha (Trap) para aprisionar
volateis tem sido estudada ha algum tempo (Leoni et al, 1976; Brown et al, 1979: Bertoni
et al, 1981).

O maior sucesso de aplicacdo de polimeros como adsorvente dos compostos
volateis extraidos pelo “Dynamic Headspace” foi verificada em vinho (Bertucicioli e Viani,
1976; Noble , 1978, Garcia-Jares et al., 1999). A dessorgéo dos volateis do “Trap” pode
ser por eluicdo com solvente (Stashenko et al, 1992) ou por aquecimento do polimero,
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neste caso, os compostos desorvidos véo sendo arrastados diretamente para a coluna
cromatografica e a perda de volateis & praticamente nula (Noble et al, 1980; Salinas, et
al, 1994; Rosillo, 1999). O Trap Tenax (2,6-difenil-p-fenilene oxido) € um d&timo
adsorvente de compostos volateis de vinho devido a sua baixa capacidade de adsorver
agua e etanol (Janak et al, 1974).

Varias técnicas de separagio e identificagdo destas substéncias que compbem o
sabor e aroma do vinho foram desenvolvidas e aperfeicoadas ao longo dos tempos.

A cromatografia gasosa (CG) é a técnica mais usada para separagdo de
compostos volateis de aroma. A amostra é injetada manualmente ou por um injetor
automatico e imediatamente sofre volatilizagéo a altas temperaturas e sdo introduzidos
na coluna cromatografica onde os compostos da amostra, pertencentes a diferentes
classes de substancias, vao sendo arrastados por um gas inerte (fase mével). Cada
composto tem uma afinidade pela fase estacionaria (sélida ou liquida) e é isto que
possibilita a separagdo dos compostos. A cromatografia gasosa € uma boa técnica de
separacgao, mas € ineficiente para identificagao.

A maioria das analises por cromatografia gasosa utiliza o espectrémetro de
massas acoplado ao cromatégrafo. A espectrometria de massas é uma técnica de
identificacdo, onde cada composto volatilizado da amostra sofre uma fragmentagéo
gerando ions que s&o analisados e representados pelo espectro de massas. O espectro
de massas mostra as porcentagens de fragmentagédo caracteristicas de um composto,
fornecendo assim o que chamam de identidade da molécula. Muitas vezes, o espectro de
massas de um composto desconhecido nao ¢é suficiente para determinar sua identidade,
pois existem um grande numero de compostos que apresentam espectros de massas
muito similares. Neste caso é muito utilizado o indice de retencdo conhecido como
Kovats.

O indice de Kovats € um indice de retencdo muito utilizado na identificacéo de
compostos voléateis e pode ser usado em conjunto com a espectrometria de massas.
Neste caso o tempo de reteng@o de um composto & comparado ao de uma mistura de
alcanos saturados de diferentes nimeros de atomos de carbono e através da férmula
abaixo se calcula o indice de retenc&o de um composto em gquestao.
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IR = indice de retencéo

Tx = Tempo de retencao do composto em questdo

Tren = Tempo de retenc¢&o do hidrocarboneto que possui tempo de retencéio apds T
Tren-1 = Tempo de retengdo do hidrocarboneto que possui tempo de retencdo anterior
Trx-

Cn = Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com T .

Cn-1 = Ndmero de dtomos de carbono do hidrocarboneto com Tren_1.

3.1 - Revisdo Bibliografica:

Compostos volateis de vinhos e uvas

Stevens et al. (1966) identificaram 60 composios voléteis de aroma por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM) de uvas da variedade Muscat
de Alexandria. O geraniol e o linalool foram os compostos detectados em maior
abundéancia. Dos alcoois, o 1-hexanol foi o mais abundante, ja o alcool isoamilico e o
amilico ativo ocorreram em menor proporgdo. Os resultados indicaram que o linalool e o
geraniol, devido a sua refativa abundancia, foram os compostos que sem duvida
contribuiram para o agradavel aroma das uvas Muscat.

Os compostos de aroma do vinho tinto “Rubesco”, safra de 1966 e 1973, foram
analisados por CG-EM. Os volateis foram extraidos por “Dynamic Headspace” e
adsorvidos em “Tenax (60-80 mesh)”. Um total de 40 compostos de aroma foram
isolados, mas apenas 27 foram identificados. Os 4&lcoois em geral nao foram
identificados, devido a baixa retencéo destes no Tenax. O caproato de etila e caprilato de
etila & também o 2-(etoximetil)furano e o 1,1,6-trimetil-1,2-diidronaftaleno (deidroionona),
foram identificados em maiores quantidades no vinho de 1966, sendo os dois Ultimos
considerados os compostos responsaveis pelo sabor e aroma do vinho. O primeiro deles
ja foi detectado em morango e péra. Estes resultados sugerem que o processo de
envelhecimento aumenta o buqué do vinho (Bertuccioli e Viani, 1976).
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Shinohara et al. (1976) analisaram por cromatografia gasosa (CG) o contetdo de
alcoois superiores e acetato de etila em 571 vinhos de mesa de diferentes paises. Nao
houve separagido dos alcodis isoamilico e amilico ativo. O acetato de etila foi o Gnico
composto que apresentou concentragdo maior (343 mg/l) do que seu valor de threshold
(150 mg/L), as concentragdes dos alcocis metilico, isobutilico, n-propilico e n-butilico
apareceram em concentra¢des menores do que seu threshold de 500, 500, 500 e 150
mg/L, respectivamente.

Os constituintes volateis de sete uvas foram isolados sob inibicdo enzimatica e
extraidos com pentano/cloreto de metileno (2:1). As analises por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas e cromatografia gas/liquido e espectrometria de massa
levaram a identificagéo de 225 compostos de aroma que incluem 81 hidrocarbonetos, 48
acidos, 31 alcodis, 23 aldeidos, 18 cetonas, 11 ésteres e 13 compostos de estrutura
mista. Todos os acidos detectados em uvas ja foram detectados em frutas acidas, com
excegao do acido frans- geranico considerado um constituinte do 6leo de geraniol. Alguns
acidos livres que néo so alterados pela fermentagdo, como os &cidos 2-etilhexandico,
cis-3-hexandico, acido fenilacético, acido salicilico, 4cido 3-fenilpropidnico e acido
cinamico foram detectados. Poucos ésteres foram identificados, provaveimente devido a
inibic&o com metanol (Scherier, 1976).

Nelson et al. (1978) isolaram e identificaram os compostos volateis dos vinhos
Catawba: rosé preparado por fermentacio do mosto em contato com a casca (RF), rosé
por destilagdo (RD) e branco pela fermentagso do mosto (B). A identificagcao foi feita
através por cromatografia gasosa/espectrometria de massas e analise sensorial de
aroma. Os volateis foram isolados por freon 113 (1,1,2-tricloro-1 2, 1-trifluoretanc) e
identificados um total de 21 compostos em RF e RD e 19 em B. Os ésteres do acido
acético, como o acetato de isoamila e 2-feniletil acetato, foram detectados em maior
abundancia em (RD). Os trés vinhos foram diferenciados pelas quantidades de acetato
de isoamila e de 2-feniletil acetato.

A diferenga da composigio aromatica dos vinhos Riesling (R), Chardonnay (C) e
French Colombard (F) foi realizada por cromatografia gasosa-olfatometria. Os volateis
foram extraidos por “Dynamic Headspace” adsorvidos em Tenax, analisados e
identificados por cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Um total de 60
compostos volateis de aroma foram identificados por EM. Apenas 27 dos 120 compostos
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detectados foram utilizados para analise de componentes principais (ACP). Os dados da
ACP mostram que oito compostos volateis foram detectados em maior concentragéo no
vinho (R) do que em (C) ou (F). Estes compostos receberam uma discriminagéo de
aroma frutali e floral, um desses compostos poderia ser o vitispirano, o qual foi
tentativamente identificado por EM. Os vinhos (C) e (F) foram caracterizados pelo intenso
aroma de fruta, devido as altas concentracbes de ésteres como o 3-metil butil acetato e
2-metil butit acetato (Noble, 1880).

Compostos de aroma de quatro tipos de vinho espumante rosado foram extraidos
com pentano-éter (1:1) e analisados por cromatografia gas-liquido. Um ftotal de 89
compostos de aroma foram isolados. A composi¢éo do vinho Pompadour foi a mais rica
devido a diversidade de ésteres de baixo e alto peso molecular como o acetato de etila,
acetato de isobutila, acetato de isoamila, caprilato de isobutila, heptanoato de isoamila,
caproato de hexila, acetato de 2-feniletil, etil laurato, tetradecanoato de etila, hexanoato
de etila e linoieato de etila. Nos vinhos Cabernet e Reisling foram detectados as maiores
concentragbes de alcoois insaturados como o linalol, geraniol, citronelol, cis- e trans-
farnesol que tem um importante papel na composi¢cdo do sabor e aroma citrico e floral do
vinho (Viasova et al., 1995).

A mudan¢a de composios volateis em vinhos Airen foi estudada durante a
estocagem. Os compostos volateis foram extraidos com pentano/diclorometano (60:40) e
analisados por CG. Observou-se que apenas © confelido de acido succinico teve um
grande aumento com a estocagem. Ao contrario, foi observado para os acetais,
compostos de aromas frulados e frescos, que foram diminuindo com o tempo de
estocagem. Segundo estes autores, esta perda pode ter sido causada por um ambiente
quente e muito iluminado (Gonzalez-Vifas et al, 1996).

A composi¢do aromatica das uvas Monastrel, Trempanillo, Cabernet Sauvignon,
Dyer Grenach, Airén, Chardonnay e Ugni Blanc, bem como a sua diferenciagado foi
estudada através da extragdo dos seus constituintes volateis pela técnica do “Dynamic
Headspace”. Os compostos volateis adsorvidos em Tenax sofreram desorgéo térmica e
foram identificados por cromatografia gasosa e espectrometria de massas e guantificados
pelo método da padronizagdo externa. As andlises de Cluster aplicadas aos volateis
diferenciaram as uvas em trés grupos: 1)uvas brancas, 2) Monastrell, tempranillo e
Cabernet sauvignon; 3) Dyer Grenach. O acetato de hexila, dlcool benzilico, feniletil
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alcool e benzaldeido foram os quatro compostos volateis usados como variaveis
discriminantes para diferenciagdo das uvas. O fenileti] alcool foi detectado em maior
abundéancia em Grenach (1635.38ug/l.), nas variedades brancas a maior concentragao foi
detectada na Chardonnay (175.11ug/L). O acetato de hexila foi o éster detectado em
maior concentracao (12.01 ug/l) em Monastrell, ndo tendo sido detectado nas variedades
Chardonnay, Airén e Trempanillo (Rosillo et al, 1999).

Dois vinhos tintos de marca desconhecida, um novo (N} e um de seis meses (Ny),
dois vinhos burgand, um novo (B) e um de seis meses (B;), e dois vinhos caseiros, umde
30 anos (C) e outro de 2 anos (C;) foram usados para estudar os compostos de sabor e
aroma através de CG-EM apds a extracdo feita com “Tenax TA”. Compostos de sabor e
aroma como o acetato, butirato, caproato e caprilato de etila foram identificados em todos
os vinhos. O butirato de isoproprila e 3-metil etil butirato foram detectados em (B), (B>),
(C) e (Cp). Em (B) e (B:) e n&o houve mudangas quanto a sua quantidade; entretanto, o
acetal foi detectado tanto em (N;) guanto em (B;). Segundo estes autores, este resuitado
pode ter sido devido as reagbes de catalise acida que ocorreram apds a abertura da
garrafa, uma vez que o pH medido em (N;) e (B;) estavam bem baixo. A presenca do
tolueno em (N2) pode ser resultado dos processos de fabricagdo ou podem ainda ocorrer
naturalmente; altas concentracdes de acetato de etila e também a presenca de etileno
glicol dietil éter em (C) e (C2) podem indicar um vinho de sabor e aroma mais rico do que
os outros vinhos (Overton e Manura, 1999).
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Processo Fermentativo

Mostos de uvas Aurcra fermentados sem material insoldvel (A) e com materiais
insoliveis (B) foram inoculados com Sacharomyces cerevisiae (S:) e Leuconostoc oenos
(L), a fim de se estudar a interaco de (S1) e (L1) e a producgdo de acido decandico. Os
vinhos feitos com (A) apresentaram os maiores niveis de acido decanéico (5 mg/L) e
também de crescimento de (L4). Provaveimente este resultado pode ter sido devido a
baixa disponibilidade de oxigénio no mosto. A baixa produgéo deste acido em (B) pode
ser resultado da adsorc¢ao destes acidos nos materias insollveis (Edwards et al, 1890).

Mateo et al. (1991) estudaram a participacao de diferentes leveduras isoladas e
identificadas na formag¢do de aroma no mosto de uvas monastrell. Apos 7 dias de
fermentacdo de cada espécie isolada, os volateis foram extraidos com
pentano/diclorometano (3:2) e identificados através do tempo de retencdo de padroes
conhecidos. Os alcoois superiores foram produzidos em maior escala e exclusivamente
por Hanseniospora uvarum e Kioeckera apiculata, 340 mg/L e 584 mg/l,
respectivamente, embora estas produziram as menores quantidades de etil acetato. Do
género Saccharomyces a linhagem cerevisiae var. chevalieri produziu a maior quantidade
de compostos de aroma (1520 mg/L) entre alcoois superiores, acetatos e ésteres.

A combinacdo de cinco linhagens de leveduras proprias para produgdo de
champanha com quatro linhagens de bactérias acidos laticas no mosto de Chardonnay
foi realizada para investigar a formagdo de volateis durante a fermentagdo, os quais
foram analisados por cromatografia gas-liquida e cromatografia gasosa e espectrometria
de massas. Os dados mostraram que no conirole, ou seja, no mosto sem bactéria foi
produzido 51 mg/L. de isobutiraldeido comparado com 26 mg/L no mosto com bactéria,
enquanto para o isobutanol foi observado o contrario, 17,4 mg/L no controle e 48 mg /L
na presenca de bactéria. Estes resultados sugeriram a reducéo do isobutilraldeido para
iscbutanol pela fermentagdo malolatica. Outra observagao foi de que o isobutil acetato
desapareceu no mosto com bactéria, podendo provavelmente ter sido resultado de uma
hidrolise para ischutanol ou outro acetato. Os dados de CG-EM mostraram que apoés a
FM oitc compostos de aroma frutado, como etil hexanoato e hexil acetato foram
identificados (Avedovech et al, 1992).
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Stashenko et al. (1992) utifizaram Saccharomyces cerevisiae no mosto de uva
Thompson para investigar a formacdo de volateis durante 40 dias de fermentag@o. Os
compostos de aroma foram extraidos por “Dynamic Headspace” e identificados por CG-
EM. A eluicdo dos compostos do “Trap” foi por solvente (diclorometano). A composicéo
dos volateis em 40 dias de fermentacgao foi 47 % de lcoois, sendo 33,4 % de 1-pentanol;
37 % de acetais e 13 % de etil ésteres de cadeia longa, assim como 0s acidos hexandico,
octandico e decandico com 3,19 %, 7,12 % e 1,32 %, respectivamente. A concentragio
de acetato e etil ésteres cresceu apenas nos trés primeiros dias, apds este periodo houve
declinio na producio destes ésteres.

Pastore et al. (1994) estudaram a formacé&o de aroma de fruta pelo Geotrichum sp
isolado de mamao papaia. A linhagem Geofrichum sp foi escolhida por uma analise
sensorial direta como melhor produtora de aroma de frutas, dentre outros diferentes
microrganismos produtores de aroma. A linhagem foi fermentada a 30 °C por cinco dias
em trés diferentes meios de cultura. Os compostos volateis foram extraidos por
“‘Dynamic Headspace”, utilizando como material adsorvente o “Tenax”, separadas por
cromatografia gasosa (CG) e identificados por espectrometria de massas. Um total de 22
compostos foram isolados, sendo identificados etil isovalerato, etil hexanoato, etil
butirato, acetato de etila, propionato de etila, 2-propanol, 2-metil-1-propanol e 3-metil-1-
butanol. No meio (G) o qual continha 5 % de glicose e 40 mL de autolisado de levedura e
no meic preparado com extrato de malte e agar foram observados as maiores producgtes
de efil isovalerato e etil hexanoato, compostos que conferem um agradavel aroma de
fruta como macé e morango.

A produgéo de acetaldeido por 86 linhagens de Saccharomyces cerevisiae foi
investigada em meio sintético e em oito diferentes mostos de uva em temperaturas de 12
°C, 18 °C, 24 °C e 30 °C. A maior producio de acetaldeido ocorreu nos mostos de uvas
por apenas duas linhagens. A produgao foi de aproximadamente 60 mg/L.. A temperatura
de fermentacho onde se observou a maior produc@o de acetaldeido foi a 30 °C.
Provaveimente a maior producéo de acetaldeido a 30 °C € devido ao efeito inibitdrio da
temperatura na atividade da &lcool desidrogenase, enzima que reduz o acetaideido a
etanol (Romano et al., 1994).

A influéncia de linhagens de Saccharomyces (Tsimlyanskaya, M-1 e Sapevari-2)
na formacdo de compostos de aroma em vinho espumante rosé foi investigada por
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cromatografia gas-liquido. A andlise dos compostos foi feita através de CLG. A linhagem
M-1 foi a que mais produziu compostos de aroma como o linalool (0.2 mg/L), a-terpineol
(1.30 mgiL), geraniol (0.55 mg/L), B-feniletancl (74.48 mg/L) e tirosol (13.0 mg/L)
(Abromov et al, 1995).

A formag@o de compostos de sabor e aroma do vinho Muscadine foi analisada
durante 44 semanas de fermentagdo. Extraidos com pentanoidiclorometano (7:3), 14
compostos volateis, entre &cidos, ésteres e hidrocarbonetos foram identificados por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. O feniletil dlcool ndo foi detectado
nas uvas previamente esmagadas, mas somente a partir do quinto dia da fermentacéo
até o final da fermentagiic do mosto com a casca. Sua presenca e continuidade
crescente no processo fermentativo provavelmente sdo resultados da sua biossintese na
casca com liberag&o para o mosto. Os ésteres sd foram detectados no sétimo dia de
fermentac&o, com destague para o acido butanodidico éster. O teor de metil benzaldeido
diminuiu com o envelhecimento, provavelmente devido as reacdes de hidrdlise com
consequente formagao de derivados que néo foram identificados. A perda de compostos
como o etil benzeno, etil metil benzeno e propil benzeno pode indicar o papel destes
como intermediarios na formacéo de feniletil alcool. O forte aroma do Muscadine foi
condicionado ao alto contetudo de fenietil alcool e ac éster do acido butanodidico formado
durante o processamento (Lamikanra et al, 1996).

Lema et al (1996) estudaram a contribuicdo de finhagens de Saccharomyces e
nao-Saccharomyces na composicdo do aroma do vinho Albarifio. A fermentacgo foi
realizada nos mostos ‘O Condado® (M} e “O Rosal” (E). As andlises de componentes
principais (ACP) das amostras fermentadas em conjunto com a analise cluster dos
volateis detectados por cromatografia gasosa, mostraram que a inoculagdo de linhagens
de Saccharomyces cerevisiae e n&o-Saccharomyces cerevisiae, sendo a primeira
predominante, produziram nos primeiros dias de fermentacdo a maior parte dos
compostos de aroma que garantem a boa qualidade do vinho Albarifio.

Producédo de aroma no mosto da uva Palomino para producdo de vinho “Fino
Sherry” foi investigada em diferentes sistemas industriais. Sistema (A) mosto fermentado
com solidos ndo decantados, (B) mosto fermentado decantado e (C) mosto fermentado
decantado e filtrado. No sistema (A) foi detectado a maior concentracio de acetaldeido
{163 mgl) e alcool isoamilico (236 mgl) do que em (B) ou (C). As linhagens de
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Saccharomyces cerevisiae (beticus) e Saccharomyces cerevisiae (cheresiensis) foram as
que reduziram a maior quantidade de acidez volatil do mosto em comparagdo com a
Saccharomyces cerevisiae (montuliensis). A linhagem Saccharomyces cerevisiae
(montuliensis) produziu as maiores quantidades de acetaldeido, composto de impacto do
vinho “Fino Sherry” (Martinez et al, 1998).

O uso combinado de Candida stellata imobilizada e Saccharomyces cerevisiae foi
estudado para melhorar a qualidade do vinho. No mosto Pinot grigio com concentracio
de aglcar igual 27 % (m/v) e pH 3,1 foi inoculado com Candida stellata imobilizada e
Saccharomyces cerevisiae em 5 modalidades diferentes; (1) apenas Saccharomyces
cerevisiae; (2) Candida stelfata imobilizada; (3) associacdoc simultanea de Candida
stellata imobilizada e Saccharomyces cerevisiae; (4) fermentacso seqliencial com
Candida stellata imobilizada com adigdo de Saccharomyces cerevisiae apos trés dias de
fermentag&o; (5) fermentacdio parcial com Candida steflata imobilizada substituida por
Saccharomyces cerevisiae apos trés dias de fermentacdo. Os dados obtidos mostraram
que fol possivel observar uma redugBio da concentracdo acido acético e alcoois
superiores e um aumento da producéo de 4cido succinico na modalidade de fermentacéo
(4) e (5) em comparagéo a modalidade (1). Na modalidade (2) foi observada baixa
produgéo de compostos volateis como o acetato de isoamila, caproato de etila, caprilato
de etila, caproato de etila, dlcoois superiores e &lcool fenil etilico. O excesso de
acetaldeido produzido na modalidade (2) ndo foi observado nas outras modalidades,
provavelmente devido & baixa atividade da enzima &lcool desidrogenase da Candida
stellata. Na modalidade (2) foi observado também uma alta concentragio de acetoina
(60,3 mg/mL), composto que contribui para “off-flavor’, enquanto que nas outras
modalidades a concentracgo foi 5 vezes menor. Assim a combinacéo de Candida stellata
imobilizada e Saccharomyces cerevisiae pode ser usada para aumentar a qualidade do
vinho (Ciani et al, 1998).

As mudancas microbiolégicas durante a fermentacdo de uvas brancas das
variedades Alvarinho e Loureiro foram analisadas durante 24 semanas. A identificagdo
das leveduras foi feita pelo mini APVID 32 °C. As leveduras identificadas,
aproximadamente 25 espécies, pertencem ao género Torulaspora (T), Debaryomyces
(Deb.), Rhodotorula (R.), Saccharomyces (Sac.), Kloeckera (K.), Leucosporidium (L.}
Zygosaccharomyces (Zyg.) e Dekkera (Dek). As grandes alteracbes microbioldgicas
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aconteceram durante as trés primeiras semanas de fermentacdo. A temperatura de 20 °C
foi a que mais favoreceu o crescimento tanto de leveduras quanto de bactérias acido
laticas. A linhagem de Saccharomyces cerevisiae no inicio da fermentacio nao mostrou
dominancia. Somente apds a terceira semana esta linhagem se desenvolveu e passou a
ser a espécie dominante da fermentagio superando o crescimento de leveduras de
outros géneros. As bactérias do género Lacfobacilius foram as dominantes durante a
fermentago (Pina e Hogg, 1999).

O efeito da fermentacdo malolatica na composicdo dos volateis dos vinhos tintos
foi estudada pela inoculagdo com Oenococus oeni e Lactobacillus sp. Os compostos
volateis foram extraidos com diclorometanopentano (40:60), separados e identificados
por CG. A maior concentracdo de isoamil dicoo! foi verificada pela linhagem da espécie
Oenococus oeni e a concentragéo de etil lactato foi méxima na espécie Lactobacillus sp.
Um aumento diferenciado de y-butirolactona foi verificado em toda as linhagens, isto pode
ser explicado pelas caracteristicas individuais de cada linha de microrganismo (Maicas et
al., 1999).

Nielsen et al. (1999) também estudaram o efeito da fermentacdo malolatica no
desenvolvimento do sabor e aroma. Os compostos volateis foram isoaldos “Dynamic
Headspace” e analisados por cromatografia gascsa e espectrometria de massas. A
amostra utilizada foi mosto da uva Chardonnay, o qual sofreu a inoculacéo de Oenococus
oeni em condigbes semiaerdbias (S) ou anaerdbias (A). Esta baciéria durante o seu
crescimento em condig3es (S) metabolizou o dcido citrico a 4cido a-acetolatico, o qual foi
degradado a acetoina que foi reduzida a 2,3-butanodiol. Em condicdes (A) a
concentracao de diacetil (produzido pela descarboxilagio do a-acetolético) aumentou 11
mg/L, enquanto que a concentragdo de acetoina diminuiu 8 mg/L. Com adicio de acido
citrico sob condigéo (S) a concentragio de diacetil chegou a 29 mg/L, duas vezes mais
do que sem a adicdo de &cido citrico, j& nas condigBes (A) a adigdo de acido citrico
chegou a 20 mg/L. A atividade microbioldgica foi afetada pelo SO, produzido pelas
leveduras, interferindo na concentracio de diacetil.

A avaliag@c da formagéo de volateis e caracteristicas sensoriais na produggo de
vinho usando diferentes espécies comerciais de leveduras do género Saccharomyces foi
estudada no mosto sem adigdo de leveduras e no mosto com adiciio de leveduras. Os
vinhos foram avaliados por 12 provadores treinados e os resultados interpretados pela
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analise componente principal (ACP). As amostras de mosto inoculadas com as leveduras
Saccharomyces cerevisiae var uvarum e Saccharomyces cerevisiae apresentaram as
maiores quantidades de acetaldeido 243 e 94 mg/L, respectivamente. Estas amostras
apresentaram um sabor refrescante e citrico, parecido com fruta verde e um aroma
semelhante ao de maca. Estes resuttados foram salientados e confirmados pela ACP. Os
mostos fermentados com Saccharomyces cerevisiae var bayanus e Saccharomyces wild
biota apresentaram uma alta concentra¢do de 1-propanol, metanol e élcool isoamilico
(Iranzo et al, 2000).

Vinhos Brasileiros

Rizzon et al. (1994) investigou a composicdo quimica de 22 amostras de vinho
espumante brasileiro pertencentes a 10 vinicolas (RG) e compararam os resultados aos
padrbes estabelecidos pela legisiagdo. Os dados mostraram que 3 vinhos espumantes
“brut” apresentaram alteracbes na concentracdo de agucar, 6 vinhos apresentaram
graduacéo alcodlica inferior a exigida.

Benassi et al. (1998) utilizou a andlise sensorial descritiva de perfil livre para
carcterizar termos como aparéncia, sabor e odor de 7 vinhos brancos de varietal Riesling
ftalico. Os vinhos foram separados com base em atributos de sabor (doce, frutado, acido,
“adstringente” e alcodlico) e um atributo de aparéncia (cor amarela).

Behrens et al. (1999) avaliaram vinhos brancos varietais afravés de testes
sensoriais afetivos de preferéncia e aceitacdo. O trabalho foi realizado por provadores
com habito de consumo de vinho branco. Os resultados mostraram que 86 % dos
consumidores preferiram 0s vinhos brancos suaves e apenas 14 % indicaram sua
preferéncia por vinhos brancos secos ou demi-sec. Em 2000 este mesmo autor, estudou
o perfil sensorial dos mesmos vinhos varietais através da analise descritiva quantitativa.
Os resultados indicaram moderada variagao entre os perfis sensoriais das amostras dos
varietais Gewurztraminer e Riesling e pouca variacdo entre os perfis sensoriais dos
vinhos Charonnay. As amostras foram separadas em 2 grupos. um grupo caracterizado

por vinhos com maior intensidade de docura, sabor e aroma frutade e corpo, no outro
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grupo ficaram os vinhos de maior acidez, adstringéncia, amargor, sabor alcodlico e sabor
fermentado.



32
4 - OBJETIVOS:

Este trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

1) Isolar microrganismos da regiao do Vale dos Vinhedos em Bento Gongalves
(RG).

2) Selecionar microrganismos que durante a fermenta¢do em meio sintético
produzam aroma de fruta, detectavel pela analise sensorial direta descritiva.

3) Identificar os microrganismos produtores de aroma de frutas.

4) Estudar a composicdo de volateis produzidos pelos microrganismos
selecionadas nos mostos de uvas Chardonnay e Pinot Noir.

5) Avaliar o grau de aceitacdo sensorial amostras de mosto fermentado a 15 °C
em relagao aos volateis de aroma produzidos.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1) Isolamento, selec¢do e caracteriza¢do de microrganismos produtores de aroma
de frutas.

5.1.1. Coleta de amostras
Os microrganismos foram isolados de folhas, cascas, solo, uva e mosto de uva
(fruta prensada) de parreirais do Vale dos Vinhedos em Bento Gongalves (RG).

5.1.2. Preparo de meio sintético para producgio de aroma de frutas.

A producéo de aroma de fruta foi obtida ap6s a incubac&o de indcule contendo 107
células/mlL em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL do meio composto por: 17 mL
de autolisado de levedura, 8 mL de 4gua e 5 % de glicose (Pastore et al, 1924), a30°C a
100 rpm, durante 72 horas. A cada 24 horas de incubacdo, a amostra fermentada foi
filtrada em membrana 0,22 um (Millipore), o sobrenadante foi recolhido e seu pH
determinado. O peso da massa celular seca (MCS) foi quantitativamente determinado,
atraves de secagem a 100 °C, por 24 horas. A massa celular seca é a quantidade (mg/L)
de celulas obtidas das trés fases de crescimento, ou seja, fase inicial, fase log ou
exponencial e fase estacionaria.

O autolisadc de levedura foi preparado pesando-se 150 gramas de fermento
biolégico adicionados a 2 litros de agua destilada e aquecidos a 80-85 °C por 1 hora.
Apos o resfriamento, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos, a 0 °C, o
sobrenadante foi denominado de autolisado de levedura.

5.1.3. Avaliagé@o sensorial preliminar da produgao de aroma de fruta em meio
sintético.

As amostras fermentadas foram avaliadas sensorialmente por uma equipe nao
treinada de 10 provadores, os quais avaliaram 10 amostras de cada vez. Os provadores
foram capazes de avaliar 0 aroma predominante em cada amostra e sua intensidade, e
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tiveram liberdade para descrever a nota percebida. A ficha de aplicagdo do teste estad
descrita abaixo.

Ficha de aplicacdo:

Nome:- Data:-

Indique quat aroma predomina em cada amostra. Verifique uma amostra de cada vez da esquerda para
direita indicando a intensidade do aroma.
intensidade do aroma:
0 1 2 3 4 5 6 7 8
nenhum fraco moderado forte muito forte

Amosira Aroma intensidade

———
o

B —

[ A——

5.1.4. ldentificagdao dos microrganismos produtores de aroma de frutas.

As leveduras foram identificadas pelo sistema de identificacéo 1D 32 C (Biomeriux).
A galeria ID 32 C ¢ padronizada para identificacdo de leveduras que utifiza mini testes de
assimilacdo padronizados e uma base de dados especialmente adaptada. A
interpretacdo da leitura da galeria ID 32 C foi realizada pelo modo automatico mini API
(Biomeriux).

As leveduras antes da analise foram incubadas em meic solido “Sabouraud” por
24 horas. Varias colonias idénticas no meio de cultura foram suspensas em agua
desmineralizada até atingir a opacidade equivalente a escala 2 de McFarland. Dessa
suspenséo de levedura foi transferido 250 ul para uma ampola de 7 mL contendo: sulfato
de amdnio, fosfato monobasico de potassio, fosfato dibasico de potassio, fosfato dibasico
de sadio, cloreto de sédio, cloreto de calcio, sulfato de magnésio, histidina, triptofano,
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metionina, gelose, solugdo de vitaminas, solugdo de oligo-elementos, agua
desmineralizada, pH:6,4-6,8. Um volume de 135 ulL foi inoculado em cada cipula da
galeria ID 32 C. A galeria foi colocada em bandeja umidificada com agua esteril e ievada
3 incubagéo por 24 e 48 horas em estufa a 30 °C. Apds a incubacéo foi feita a leitura da
galeria 1D 32 C no sistera mini APL.

A linhagem Pichia membranaefaciens faz parte da colecdo de leveduras do

Laboratorio de Bicaromas e foi identificada de acordo com Kreger Van-Rij (1984) e
Barnett et al. (19S90).

5.2. Avaliacdo dos compostos de aroma formados na fermentacdo de mosto de
uva.

5.2.1.Mostos utilizados para fermentagao

Os mostos de uva Chardonnay (C) e Pinot Poir (P) oriundos da regi&o do Vale dos
Vinhedos em Bento Gongalves (RG) foram fornecidos pela industria de vinhos
espumantes Chandon do Brasil. Estes dois mostos foram utilizados para estudar a
formac&o de aroma de fruta semelhante ac aroma de vinho espumante pelas leveduras
selecionadas e identificadas.

5.2.2. Caracteristicas fisico-quimicas dos mostos fornecidos pela indastria.

sDensidade: a densidade (g/dm®) foi medida pelo densimetro Mustimetre
Dujardin-Salleron (385200)

eAlcool: a porcentagem de &lcool provavel foi obtida pelo densimetro Mustimetre
Dujardin-Salleron (385200)

eAcuicar: a concentracdo de aglicar (g/L) foi obtida pelo densimetro Mustimetre
Dujardin-Salleron (385200).

Através da densidade foi obtido os valores de actcar (g/L) e de alcool provavel
pelas tabelas de relagéo entre densidade, dlcool e agucar.

eAcidez volatil: a acidez volétil foi feita no destilador Gilbertini (Distillatore
Eletronic Enochimic). No borbuthador do destilador colocou-se 20 mL de mosto, o
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destilado foi recuperado em Erlenmeyer de 250 mL e titulado com NaOH (10 N) e 3
gotas de fenolftaleina (1 %). Apds a viragem da cor rosa adicionou-se 4 gotas de acido
sulfirico 3 N e 2 ml de amido (2 %) e titulou-se com iodo até viragem da cor azul. O
calcuio foi feito utilizando a seguinte formula:

N"-N=X

X —Vol. Gasto (NaOH) =Y

Y x 0,3 = Z g/L de acido acético
Onde: N” é a segunda titulacdo

N’ é a primeira titulagéo

sAcidez total: em um béquer foi colocado 5 mL de mosto e 3 gotas de azul de
bromotimol e titulou-se com NaOH (10 N) até a viragem da cor verde-azulado. Um
padréo de 10 ml. de NaOH (10 N) + 3 gotas de azul de bromotimol foi titulado com &cido
sulfurico (10 N) até a viragem da cor verde-azulado. O volume gasto de NaOH é igual
acidez total em g/l de acido sulfurico.

+S0; livre e total: o SO: livre e total foi calculado pela adaptacéo de Ribereau e
Peynaud (1958). Em um Erlenmeyer foi colocado 50 mL de mosto, 2 mL de acido
sulfarico (3N) e 2 mL de amido, e titulou-se com iodo. O volume gasto de iodo é igual ao
$0; livre. O SO, combinado foi obtido ao adicionar-se 10 mL de NaOH (2,5 N) ao SO-
livre. Apds 6 minutos adicionou-se 10 mL de H,SO4 (3 N) e titulou-se com iodo, © voiume
gasto &€ igual ac SOz combinado. SO, total = SO, livre + combinado.

opH: a leitura de pH foi realizada em um pH-metro (Mettler Toledo 320- Tecnal)

5.2.3. Fermentacéo do mosto Chardonnay e Pinot Noir

A fermentacao com producdo de aroma foi verificada apés a incubagao do indculo
contendo de 107 células/mL de quatro linhagens em Erlenmeyers de 125 mL contendo
25 mL de mosto a 15 e 20 °C a 100 rpm por 7 dias. A cada 24 horas de incubago, 0s
meios de cultura foram filtrados ern membrana Millipore 0,22 um, o sobrenadante foi
recolhido e seu pH determinado. O peso da massa seca foi quantitativamente
determinado, através de secagem a 100 °C, por 24 horas.
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5.2.4. Preparo da amostra para anélise no cromatégrafo gasoso

Os sobrenadantes dos mostos fermentados foram acondicionados em frasco de
vidro, lacrados com septo de borracha e tampa de aluminio. Os frascos contendo as
amostras foram armazenados em freezer a —10 °C, até analise cromatografica.

5.2.4.1. Condicdes de extragdo dos compostos volateis.

Foram utilizados dois tipos de extragio dos compostos volateis das amostras de
mosto fermentado: extrac@o por solvente e extragdo por “Dynamic Headspace”.

5.2.4.1.1. Extrac3o por solvente (liquido-liquido).

Os compostos volateis presentes no sobrenadante foram extraidos com 5 g de
NaCl e 6 mL da mistura de éter etilico/hexano (1:1), em trés extragbes consecutivas de 2
mL em funil de separaco. Na fase organica recolhida foi adicionado Na;SO4 para
secagem da amostra (Bertrand, 1981).

5.2.4.1.2. Extragdo por “Dynamic Headspace”

Os compostos volateis presentes no sobrenadante extraidos pela técnica de
“Dynamic Headspace®™ seguiram as condi¢cOes de extragdo descrita na Tabela 3. Da
amostra filtrada (sobrenadante) foi retirado uma aliquota de 2 mL e injetado no frasco em
forma de U. O sistema de extracéo utilizado foi 0 “Purge & Trap Concentrador/Dynamic
Headspace” (G1900-60500).



Tabela 3 - Condigdes de extragdo dos
Concentrador/Dynamic Headspace”.

volateis por
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“Purge and Trap

Tempo de pré-aquecimento da amostra 3 minutos
Temperatura da amostra 50 °C
Tempo de purga 15 minutos
Temperatura do Trap na purga 30°C

Fiuxo de gas de purga(Hélio) 30 ml/minuto
Pré-aquecimento de desorgéo 185°C
Temperatura de desorgéo 225 °C
Tempo de desorcéo 3 minutos
Fluxo de gas de arraste na desorco (Hélio) 1 mL/minuto
“Bake Time’ 10 minutos
“Bake Temp” 230°C
Temperatura da linha de transferéncia 200 °C

5.2.5. Condigbes Cromatograficas.

5.2.5.1. Condicdes cromatograficas para andlise dos compostos volateis

isolados pela extragdo por solvente (liquido-liquido).

Os compostos voléteis foram separados em uma coluna capilar HP-INNOWAX
(Crosslinked Polyethylene Glycol) de dimenséo 30 m x 0,25 mm x 0,25 um acoplada ao

cromatégrafo gasoso Chrompack CP 9001, com detector de ionizagéo de chama (FID).

Volume de inje¢do: 1 plL

Injetor Programacgao da temperatura Detector
Temperatura: 200 °C A Temperature: 250 °C
Tipo de Injecéo; 180 [ ; Gases:

Splitless T°C | -Nitrogénio
Gas de amaste: °Cjmin. -Ar sintético
_Hélio 40 | -Hidrogénio
_Presséo: 70 kPa > S
t (min.)
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A identificacdo dos compostos volateis foi realizada no cromatdgrafo gasoso
Shimadzu 17 A, acoplado ao de espectrometro de massas (EM) QP 5000 e também pelo
indice de retengao definido por Kovats (Van Den Dool e Kratz, 1963).

Os compostos volateis identificados tiveram sua identidade confirmada calculando-
se o indice de retengdo em cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacio de chama
(FID). Uma mistura de hidrocarbonetos (Ce-C1s) foi adicionada as amostras e também,
separadamente, a uma mistura de padrdes auténticos.

5.2.5.2. Condigbes cromatogréficas para andlise dos compostos volateis
isolados pelo “Dynamic Headspace”

Os compostos volateis foram separados em uma coluna capilar HP-INNOWAX
(Crosslinked Polyethylene Glycol) de dimensédo 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm acoplada
cromatégrafo gasoso HP-G 1908-60500, com detector de ionizagio de chama (FID).

Injetor Programacéao da temperatura Detector
Temperatura: 200 °C A Temperatura: 250 °C
Tipo de Injec&o: 180 [ T Gases:

“on column” T°C : -Nitrogénio
Gas de arraste: 3 °C’mi“-§ -Ar sintético
-Hélio 35 : L -Hidrogénio
-Pressao: 50 Psi > 5% %8
t {min.)

Volume de injecdo: 2 mL

A quantificagdo dos compostos foi feita por padronizacdo externa relacionando as
dreas obtidas as curvas de calibrag@o de padrdes auténticos (Salinas et al, 1994; Rosilio
et al, 1999).

A identificac&o foi realizada da mesma forma que no item 5.2.5.1.
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5. 3 - Avaliagdo sensorial

5.3.1. Analise de Aceitagdo do mosto fermentado

Estudos da aceitagdo das amosiras de mosto fermentado a 15 °C (temperatura
préxima da fermentac@o de producgéo industrial de vinho espumante) foram realizados em
relagéo ac aroma. As amostras foram servidas aos provadores airavés de apresentacao
monadica em calices formato tulipa opaca, e codificados. Os célices foram cobertos com
vidro de relégio, que foram retirados no momento do teste, para analise do aroma.

As analises foram realizadas por uma equipe composta por 25 provadores
representativos do publico alvo, utilizando escala hedbnica ndo estruturada de nove
centimetros, quatro amostras foram analisadas por dia (Stone e Sidel, 1993).

Na mesma ficha de andlise os provadores registraram para cada amostra suas
intencdes de compra para um produto com © aroma avaliado, em escala de atitude de
cinco pontos (Meilgaard et al., 1987). A ficha de aplicaggo do teste esta descrita a seguir.



Ficha de aplicacéo:
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Nome:

Amostra; —————

Data:

Por favor, sinta o0 aroma deste vinho espumante e marque na escala abaixo ¢ que achou:

Desgostei muitissimo

Comentarios:

|
Gostei muitissime

venda:

{ ) eu certamente compraria

( ) eu provaveimente compraria

( }tenho davida se compraria ou ndo
( ) eu provavelmente ndo compraria
{ ) eu certamente ndo compraria

Justifique:

Com base em sua opiniao exclusivamente em relacio ao aroma, se este vinho estivesse a

Andlise estatistica dos resultados

Os resultados da andlise de aceitagdo foram avaliados por andlise estatistica
univariada (andlise de variancia — ANOVA) e testes de médias de Tukey. Andlises de
histogramas da freqiéncia de distribuicdo das notas dadas em relagdo a escala
hedénica e de atitude de compra também foram realizadas.
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6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1-Isolamento, selecdo e caracterizagdo de microrganismos produtores de aroma
de fruta.

Isolamento e sele¢do

De folhas, mosto de uva, bago de uva e casca da parreira foram isolados
aproximadamente 200 microrganismos sendo na maioria leveduras e bactérias. Estes
200 microrganismos foram submetidos a investiga¢do da producac de aroma de fruta no
meio sintético como descrito em Material e Métodos item 5.1.2. A analise sensorial direta
deste meio sintético realizado por provadores n@o treinados selecionou apenas trés
leveduras de um totai de 200 microrganismos. As leveduras escothidas produziram
aroma de fruta numa intensidade maior que 4 de acordoc com a ficha de aplicacdo
descrita no Material e Métodos item 5.1.3. A descricdo e a intensidade do aroma
produzido por estas leveduras no meio sintético esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas do aroma e sua intensidade.

Leveduras 1 2 3
Maca-verde
aroma Adstringente BFaI;‘;ila Zr;’ézi
Frutal
intensidade 4 8 5
Média de 4 provadores
Identificacdo

As trés leveduras da Tabela 4, produtoras de aroma, foram identificadas através
do kit de identificacéo ID 32 C/mini APl como: 1) a levedura Saccharomyces cerevisiae,
2) a levedura Candida valida e 3) a levedura Kloeckera apiculata. Os testes biogquimicos
que caracterizaram as leveduras estdo descritos na Tabela 5. O sinal (+) indica teste
positivo e o sinal (-) indica teste negativo.
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Tabela 5 — Resultados dos testes de assimilagdo de fontes de carbono e nitrogénio das
leveduras Saccharomyces cerevisiae(1), Candida valida (2) e Kloeckera apiculata (3).

Resultados

1 2 3
Galactose - - -
Actidiona - - +
Sacarose + - .

Fontes de carbono e nitrogénio

N-acetil-glucosamina N - -
DlL-lactato - - -
|-Arabinose - - .
Celiobiose - - +
Rafinose + - -
Maltose + - -
Trealose “ - .
2-ceto-gluconato - - -
o~metil-D-glucosidec - - -
Sorbitol - . .
D-Xilose - - -
Ribose - - -
Glicerol - + -
Ramnose - - -
Palatinose - - -
Eritritol - - -
Melibiose - - _
Glucuronato - - -
Melezitose - - .
Gluconato - - +
Levulinato - - -
Manitol - . -
Lactose - - -
inositol - - -
Glucose + + +
Sorbose - - -
Glucosamina - + -

O sinal (+) indica teste positivo e o sinal {-) indica teste negativo.
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As leveduras do género Saccharomyces, Kloeckera, Pichia e Candida s&o comuns
a microflora da uva (Fleet, 1994; Jackson, 1994; Boulton et al, 1996).

Na fermentag&o espontanea ou induzida pela adicio de indculo as leveduras do
género Kloeckera, Candida e Pichia fazem parte apenas do inicio da fermentacdo. Estas
leveduras s&o pouco tolerantes a quantidade de etanol que elas produzem durante a
fermentacdo. O etanot tem um efeito tdxico sobre estas leveduras causando inibicdo do
seu crescimento (Fleet, 1994). Apds trés dias de fermentagdo o crescimento destas
leveduras comeca a declinar, o crescimento das linhagens do genéro Saccharomyces
cerevisiae aumenta, e estas passam a dominar a fermentacio até o esgotamento de
nutrientes. As leveduras do género Saccharomyces s@o as mais resistentes ao etanol
{Fleet, 1994; Pina e Hoog, 1999).

6.2- Avaliagcdo dos parametros fisico-quimicos dos mostos Chardonnay e Pinot
Noir.

As andlises dos parametros fisico-quimicos como densidade, % de alcool
provavel, agucar (g/L), acidez total (g/L), acidez livre (g/L), SO: livre (mg/L), SO, total
(mg/L), NHs" (mg/L) e pH foram realizadas na Indstria Chandon do Brasil S/A (RS). Os
dados destas analises estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos do mosto Chardonnay e Pinot Noir.

Parametros quimicos | Mosto Chardonnay Mosto Pinot Noir

Densidade 1,074 127 1,07117°¢

% de alcool provavel 10,23 8,91
Agucar (g/L) 172,10 164,40
Acidez total (g/L} 4,90 3,70

S0, livre (mg/L) 5,60 9,20

SO, total (mg/L) 18,80 38,66

NH" (mg/L) 76,60 75,60

pH 3,20 3,21
Acidez volatil (g/L) 0,18 0,07
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Segundo Fleet (1994) uma fermentacdio de 25 a 55 dias necessita de uma
concentragdo de agticar em torno de 150-240 g/l e uma concentracdo minima de
nitrogénio na forma amoniacal em torno de 70-140 mg/L.

A presenca de SO, bem como sua quantidade, no mosto regula a atividade
microbiana e impede o crescimento de alguns microrganismos. A quantidade 1 a 10 mg/L
de SO: livre & o suficiente para que n&o ocorra contamina¢do do mosto por bactérias
lactias durante a fermentacao alcodlica (Fieet, 1994).

O pH do mosto para produgéo de vinho espumante deve estar em torno de 3a 2,8
(Boulton et al, 1996)

De acordo com Boulton et al (1996) e Fleet (1994) a concentracdo de aguicar,
nitrogénio, SO; livre e o valor do pH do mosto Pinot Noir e Chardonnay do Vale dos
Vinhedos (RG) (Tabela 3) estdo dentro de condigdes propicias para se iniciar a
fermentacgao para produg&o de vinho espumante.

6.3 — Variagao da Massa celular seca e pH dos mostos Chardonnay e Pinot Noir
durante a fermentagdo a 20° C.

O pH durante a fermentagéo das quatro leveduras (Saccharomyces, Kloeckera,
Pichia e Candida) utilizadas para produgéo de aroma n&o caiu muito em relagdo ao pH
do mosto (pH inicial). Os valores medidos do pH inicial do mosto Chardonnay e Pinot
Noir foi de 3,20 e 3,21, respectivamente. Durante a fermentagao o pH inicial caiu nas 120
horas de fermentacdo, causando uma leve acidificacdo do meio. Em 168 horas de
fermentagéo o valor registrado do pH foi de 2,88 (Gréficos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7 e 8).

A fase de crescimento da levedura Kloeckera apiculata no mosto Chardonnay
apresentou um répido crescimento nas 72 horas iniciais da fermentacdo. A sua massa
celutar alcangou uma concentragdo de 12,27 mg/L em 168 horas de fermentacdo (Grafico
1).
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Gréfico 1- Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagéo do mosto

Chardonnay com Kloeckera apiculata a 20 °C.

A levedura Pichia membranaefaciens no mosto Chardonnay teve sua fase de
maior crescimento nas 96 horas iniciais de fermentacdo. Apos esse periodo de
fermentacao houve um declinio no crescimento, provavelmente devido ao inicio da fase
estaciondria. Ap6s 168 horas de fermentacdo a massa celular alcangou uma
concentracao de 10,85 mg/L (Grafico 2).
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Gréafico 2- Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacio do mosto

Chardonnay com Pichia membranaefaciens a 20 °C.

A levedura Candida valida no mosto Chardonnay teve fase de maior crescimento
no periodo até 48 horas de fermentacéo, apds este periodo o crescimento declinou. Apds
168 horas de fermentacdo a concentrag@o de massa celular chegou a 11,55 mgiL
(Gréfico 3).
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Gréfico 3 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagdo do mosto

Chardonnay com Candida valida a 20 °C.
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A fase de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiaeé no mosto

Chardonnay ocorreu nas 72 horas iniciais da fermentacdo. Apds esse periodo de

fermentac@o o crescimento praticamente estagnou. Em 168 horas de fermentagdo a

concentracdo de massa celular alcangou 12,42 mg/L que € praticamente a concentragdo

da massa celular em 72 horas de fermentagéo (Grafico 4).
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Grafico 4 - Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacdo do mosto

Chardonnay com Saccharomyces cerevisiae a 20 °C.

A fase de maior crescimento da levedura Kloeckera apiculata no mosto Pinot Noir

aconteceu nas 72 horas inicias da fermentagdo, apos este periodo houve um declinio,

provavelmente devido a fase estacionaria. Apos 168 horas de fermentagdo a
concentracdo de massa celular foi de 10,10 mg/L {Grafico 5).
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Gréfico 5 - Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacdo do mosto
Pinot Noir com Kloeckera apiculata a 20 °C.

A fase de maior crescimento da levedura Pichia membranaefaciens no mosto Pinot
Noir ocorreu nas 72 horas iniciais da fermentacdo. A concentracio da massa celular
chegou a 11,22 mg/L em 168 horas de fermentacéo (Grafico 6).
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Grafico 6- Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacdo do mosto
Pinot Noir com Fichia membranaefaciens a 20 °C.
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A levedura Candida valida teve sua fase de maior crescimento nas 48 horas
iniciais da fermentacdo. ApGs 168 horas de fermentagfo a concentragdo de massa
celular chegou a 11,50 mg/L (Grafico 7).
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Gréafico 7 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagéo do mosto
Pinot Noir com Candida valida a 20 °C.
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Gréafico 8 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacao do mosto
Pinot noir com Saccharomyces cerevisiae a 20 °C.
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A levedura Saccharomyces cerevisiae teve sua fase de maior crescimento no
mosto Pinot Noir nas 48 horas iniciais da fermentagdo. No final da fermentacéo (168
horas) a concentragéo de massa celular foi de 11,74 mg/L. (Gréfico 8).

Segundo Fleet (1994) as leveduras do género Kloeckera apiculata, Pichia
membranaefaciens, Candida valida e Saccharomyces cerevisiae atingem a sua fase de
maior crescimento nas 72 horas iniciais da fermentagfo. Este comportamento do
crescimento das leveduras citadas acima foi observado também por Lema et al. (1996).

6.4 — Variacdo da massa seca e pH dos mostos Chardonnay e Pinot Noir durante a
fermentacdoa15° C.

A variacao do pH durante a fermentag&o a 15 °C foi mwito similar a variacao do pH
durante a fermentagd@o a 20 °C. Em 168 horas de fermentagdo o pH dos mostos
fermentados alcangaram um valor de 2,93 — 2,90. Estes valores sdo um pouco maiores
dos que os valores do pH dos mostos fermentados a 20 °C, provavelmente devido ao
menor crescimento observado na fermentacdo a 15 °C (Graficos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
e 16).

O crescimento das leveduras do género Kloeckera, Candida, Pichia e
Saccharomyces é influenciado pela temperatura de fermentagio (Fleet, 1994).

A fase de maior crescimento da levedura Kloeckera apiculata no mosto
Chardonnay ocomreu nas 96 horas iniciais. Apds este periodo de fermentagdo houve um
brando crescimento, possivelmente devido ao inicio da fase estaciondria. Apés 168 horas
a concentracado de massa celular chegou a 8,60 mg /L (Figuras 9).
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Gréfico 9 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentacgo do mosto

Chardonnay com Kloeckera apiculata a 15 °C.

A levedura Pichia membranaefaciens no mosto Chardonnay desenvolveu um
rapido crescimento nas 96 horas iniciais da fermentagéo. No final da fermentacdo (168
horas) a concentragdo de massa celular alcangou 10,59 mg/L (Gréfico 10)
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Chardonnay com Pichia membranaefaciens a 15 °C.
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A levedura Céandida valida no mosto Chardonnay também teve sua fase maior
crescimento nas 96 horas iniciais da fermentagdo. A concentracdc de massa celular
alcancou 10,20 mg/L apbs 168 horas de fermentacéac (Grafico 11).
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Grafico 11 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagéo do mosto
Chardonnay com Candida valida a 15 °C.

A levedura Saccharomyces cerevisiae teve sua fase de maior crescimento no
mosto Chardonnay nas primeiras 72 horas de fermentag&o, mostrando apos este periodo
um declinio do crescimento provavelmente devido ao inicio da fase estacionaria. Apos
168 horas de fermentacéo a massa celular alcangou 10,40 mg/L {Grafico 12).
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Grafico 12 - Variagdo da massa celular seca e do pH durante @ fermentac@o do mosto

Chardonnay com Saccharomyces cerevisiae a 15 °C.

A levedura Kloeckera apiculata no mosto Pinot noir teve sua fase maior
crescimento nas primeiras 96 horas de fermentag&o. Apds as 120 horas de fermentagao
o crescimento declinou. Em 168 horas de fermentagao a concentra¢do de massa celular
chegou a 9,2 mg/L. (Grafico 13).
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Gréafico 13 - Variacdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagao do mosto

Pinot Noir com Kloeckera apiculata a 15 °C.
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A fase de maior crescimento da Pichia membranaefaciens no mosto Pinot Noir
ocorreu nas 96 horas iniciais da fermentagio. Apds 168 horas de fermentacdo a
concentracdo de massa celular chegou a 10,23 mg/L (Grafico 14).
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Grafico 14- Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagdo do mosto

Pinot Noir com Pichia membranaefaciens a 15 °C.

A levedura Candida valida teve sua fase de maior crescimento nas 72 horas
iniciais da fermentacdo. Em 168 horas de fermentagdo a concentrag&o de massa celular
alcangou 10,18 mg/L (Grafico 15).
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Gréafico 15 - Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentac@o do mosto
Pinot Noir com Candida valida a 15 °C.

O perfil do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae no mosto
Chardonnay foi muito similar ao crescimento da mesma no mosto Chardonnay. A fase de
maior crescimento ocorreu nas primeiras 96 horas de fermentago. No final da
fermentacdo a concentragdo de massa celular alcangou 10,45 mg/L (Grafico 186).
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Grafice 16 - Variagdo da massa celular seca e do pH durante a fermentagdo do mosto

Pinot Noir com Saccharomyces cerevisiae a 15 °C.
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6.5 — Cromatografia gasosa

O uso da cromatografia gasosa capilar permitiu a deteccéo de 44 compostos
volateis de aromas isolados do mosto nao fermentado e fermentado com as leveduras
selecionadas. Foram utilizadas dois tipos de extracio, para extrair o maior nimero de
compostos possiveis, j@ que para cada classe de compostos ha uma técnica mais
apropriada de analise (Bertrand, 1981).

6.6 - Compostos isolados por extragdo com solvente (liquido-liquido) e “Dynamic
Headspce”.

Extragdao dos compostos volateis por solvente {liquido-liquido)

A Tabela 7 mostra os valores dos indices de Kovats tedrico/pratico dos compostos
isolados pela extracéo liquidodiquido no mosto ndo fermentado e no mosto fermentado.
Um total de 30 compostos volateis de aroma foram isolados pela técnica de extragdo com
solverte. Os compostos para os quais n&o foi possivel obter o valor do indice de Kovats
tedrico/pratico  foram identificados somente por CG-EM, foram considerados
“tentativamente identificados’.

Compostos como o 1-hexanol, 2-hexen-1-ol, 3-hexen-1-ol, 1-heptanal, 1-decanol,
propionato de isobutila, benzaldeido, acido 3-metil butirico, acido isopropandico, acido
hexandico e acido octandico foram detectados tanto no mosto Chardonnay quanto no
mosto Pinot Noir ndo fermentado. O acido 3-metil butirico e o &cido isopropandico s&o
compostos originados geralmente da fermentacdo. Neste caso, a presenca destes acidos
no mosto incial pode ter sido resultado de uma ligeira fermentac&o por leveduras
“selvagens”, ou seja, leveduras da microflora da uva. O caproato de etila e o caprilato de
etila foram detectados apenas no mosto Pinot Noir ndo fermentado.

Compostos como o etanol, isobutanol, alcool isoamilico, feniletanol, butanol,
acetato de etila, acetato de isoamila, acetato de 2-feniletil, 3-hidroxi-2-butancna, acido
acético, acido propandico e acido butandico sdo originados do processo fermentativo.
Estes compostos foram detectados, apds 168 horas de fermentacdo, tanto no mosto
Chardonnay quanto no mosto Pinot noir. Embora a detecgdo do acido latico e do lactato
de etila tenha ocorrido durante a fermentac&o pelo Saccharomyces cerevisiae, estes
foram apenas tentativamente identificados. Algumas linhagens de Saccharomyces
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podem produzir estes compostos (Jackson, 1994). A presenga de bactérias laticas é
descartada, pois os mostos foram filtrados em membrana 0,22 um.

Tabela 7: Compostos volateis, isolados por extracdo com solvente, identificados e
tentativamente identificados por espectrometria de massas e indice de Kovats (LK), no
mosto purc e no mosto fermentado pelas leveduras selecionadas por 168 horas.

Compostos volateis Meio reacional detectados LK.

1) Etanol Mosto/1,23 e 4 937/930"
2) 1-Hexenol Mosto 1349/1360"
3) 2-Hexen-1-o0l Mosto o

4) 3-Hexen-1-ol Mosto >

5} isobutanol Mosto/1,23e 4 110111017
6) Aicool isoamilico Mosto/1,23 e 4 1213/1204"
7) 1-Heptanol Mosto bl

8) 1-Decanol Mosto 1750/1768"
9) Feniletanol 1,23e4 >

10) Butanol 4 *

11) Acetato de etila Mosto/1,23e 4 900/902"
12) Acetato de propila 1 982/978"
13) Acetato de isoamila Mosto/1,23 e 4 1228/1233"
14) Acetato de 2-feniletila 2e3 1835/1827"
15) Acetato de pentila 2e4 *

16) Lactato de etila 4 >

17) Caproato de etila Apenas Mosto Pinot noir 1347/1357"
18) Caprilato de etila Apenas Mosto Pinot noir 1437/1445"
19) Propionato de isobutila Mosto **

20) 2-Hexanona 3 1077/1084"
21) 3-Hidroxi-2-butanona 4 1392/13917
22) Benzaldeido Mosto 1625/1639"
23) Acido acético Mosto/1,23e 4 149071485
24) Acido 3-metilbutirico Mosto *

25) Acido isopropandico Mosto =

26) Acido latico 4 *

27) Acido hexandico Mosto 1866/1867"
28) Acido octandico Mosto **

29) Acido propandico 123e4 1560/1560"
30) Acido butandico 1,23e4 1658/1659"

“Indice de Kovals tedrico (oblidos de padries auiénticos); * Compostos ientativamente

identificados.

Mosto = maosto ndo fermentado. 1=mosto fermentado com Kioeckera; 2= mosto fermentado com
Candida; 3 =mosto fermentado com Pichia e 4 = mosto fermentado com Saccharomyces.
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Extragdo dos compostos volateis por “Dynamic Headspace”

A extragdo dos compostos voldteis, do mosto nao fermentado e fermentado pelas
leveduras selecionadas, por “Dynamic Headspace”, mostrou que a técnica foi muito
eficaz para compostos de baixo ponto de ebulicio, houve boa reprodutibilidade dos picos
dos compostos. Por esta técnica foi possivel isolar 25 compostos de aroma. A tabela 8
mostra os valores dos indices de Kovats tedrico/pratico dos compostos isolados pela
extracdo “Dynamic Headspace” no mosto n&o fermentado e no mosto fermentado pelas
leveduras seeicionadas. Embora a técnica tenha sido eficaz para a extracdo de
compostos de baixo ponto de ebulicdo, ocorreu também a detecgio de compostos de alto
ponto de ebuligdo como o butirato de etila, butil isobutirato e acido capréico, mas estes
compostos foram apenas tentativamente identificados. Os compostos para os quais néo
foi possivel obter o valor do indice de Kovats tedrico/pratico, e, portanto, identificados
somente por cromatografia gasosa e espectrometria de massas, foram considerados
“tentativamente identificados”.

Compostos como o hexanol, butirato de etila e butil isobutirato foram detectados
apenas no mosto, sendo os dois ultimos presentes apenas no mosto Chardonnay.

Aldeido de baixo ponto de ebulicdo como o propanal, 1-butanal, 3-metil butanal e
isobutiraldeido foram detectados no mosto ndo fermentado e também no mosto
fermentado com a linhagem Saccharomyces cerevisiae, provavelmente néo ocorreu a
reducéo destes aldeidos a alcoois durante a fermentacéo.

Compostos como o acetato de propila e propionato de etila foram identificados
apenas no mosto fermentado com a levedura Kloeckera apicuiata. O acetato de
isopropila e o 2-propanol foram detectados apenas no mosto fermentado com a levedura
Pichia membranaefaciens, sendo o primeiro composto identificado. O 2-propanol sé foi
tentativamente identificado em apenas uma das trés repetictes de cada amostra.
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Tabela 8: Compostos volateis, isolados por “Dynamic Headspace” identificados e
tentativamente identificados por espectrometria de massa e indice de Kovats (LK), no

mosto nao fermentado e fermentado pelas leveduras selecionadas por 168 horas.

Compostos volateis Meio reacional detectados LK.

1) Etanol Mosto/1.2 3 e 4 1032/1022"
2) 1-Hexenol Mosto **

3) Isobutanol Mosto/1,23e 4 b

4) Alcoo! isoamilico Mosto/1,2,3 e 4 >

5) 1-Propanol Mosto/1,2,3e 4 1121/1124"
6)2-Propanol 3 >

7) Butanol 4 **

8) Acetato de etila Mosto/1,23e 4 971/982"
9) Acetato de metila 12e3 >

10) Acetato de propila 1 1057/1051"
11) Acetato de isopropila 2 1099/1088"
12) Acetato de Butila 2e3 1169/1162"
13) Acetato de isoamiia Mosto/1,23 e 4 >

14) Propionato de etila 1 1057/1046"
15) Acetato de 2-feniletila 2e3 o

16) Butirato de etila Apenas Mosto Chardonnay **

17) Butil isobutirato Apenas Mosto Chardonnay **

18) 3-Hidroxi-2-butanona 4 -

19) n-propanal Mosto/4 >

20) 1-Butanal Mosto/4 >

21) 3-metil, butanal Mosto/4 **

22) Isobutiraldeido Mosto/4 **

23) Acetaldeido 123e4 838/841"
24) Acido acético Mosto/1,23e 4 >

25) Acido caproico Mosto/1,2.3 e **

"Indice de Kovats tedrico (obfidos de padrbes auténticos)
** Compostos tentativamente identificados.

Mosto = mosto ndo fermentado. 1=mosto fermentado com Kloeckera; 2= mosio fermentado com

Candida; 3 =mosto femmentado com Pichia e 4 = mosto fermentado com Saccharomyces.
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6.7 - Quantificacdo dos compostos majoritarios formados durante a fermentacdo e
isolados pelo “Dynamic Headspace”

A) Producdo de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaideido apés
168 horas de fermentacéo a 20 °C no mosto Chardonnay e Pinot Noir.

A producao de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaldeido pela Kloeckera
apiculata, Candida valida e Saccharomyces cerevisiae a 20 °C n#o apresentaram
grandes diferencas em relagdo aos mostos Chardonnay e Pinot Noir (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 — Concentragdo (mg/L) de acetato de etila, acetato de isoamiia e acetaldeido no
mosto Chardonnay fermentado a 20 °C.

Kloeckera Céndida Pichia Saccharomyces
Composto . ) . -
apiculata valida membranaefaciens cerevisiae
Acetato de etila 310,05 28156 27006 184,0+5
Acetato de 312+3 338x2 30,7+£3 203 +3
Isoamila
Acetaldeido 53,9+4 694 £3 427 +86 132,3+5

A maior producio de acetato de etila foi verificade no mosto fermentado com a
Kloeckera apiculata.

A Candida valida € a forma imperfeita da Pichia membranaefaciens, ou seja, seu
modo de reprodugéo é sexuado. Os resultados da producio de acetato de etila, acetato
de isoamila e acetaldeido pela Pichia membranaefaciens s&o préximos dos resultados
obtidos pela Candida valida. Neste caso a diferenca no modo de reproducgao nao trouxe
grandes diferencas em relagio a quantidade de acetato de etila.
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Tabela 10 — Concentragé@o (mg/L) de acetato de etila, acetato e isoamila e acetaldeido no
mosto Pinot Noir fermentado a 20 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto ) . . ..
apiculata valida membranaefaciens cerevisiae
Acetato de etila 2950+5 2725+5 286,0+86 1950 +7
Acetato de 249 +£2 32,0£3 306+2 18,0+3
Isoamila
Acetaldeido 453+3 700+4 67,8+4 1256+4

A levedura Saccharomyces cerevisiae produziu & maior concentracgdo de
acetaldeido e a menor concentracdo de acetato de isoamila.

A temperatura de fermentacéc influencia a produgdo de aicoois superiores,
ésteres, acetaldeido e acido acético (Fieet, 1994).

Mateo et al. (1991), utilizaram a temperatura de 28 °C para fermentacdo do mosto
de uva para produgdo de vinho. Embora as leveduras do género Saccharomyces,
Kloeckera e Candida tenham produzido uma quantidade maior de acetato de etilg,
acetato de isoamila e acetaldeido, temperaturas altas de fermentagdoc como 28 °C séo
incompativeis com o processo de fabricag&o do vinho.

B) Producdo de etanol, 1-propanol, isobutanol e alcool isoamilico em 168
horas de fermentacio a 20 °C no mosto Chardonnay e Pinot Noir.

A producdo de etanol, 1-propanol, iscbutanol e alcool isoamilico observada no
mosto Chardonnay foi proxima da produgdo no mosto Pinot Noir (Tabelas 11 e 12)

A levedura Saccharomyces cerevisiae produziu a maior quantidade de etanol em
comparagdo com as outras trés leveduras, e as menores guantidades de 1-propanol e
alcool isoamilico. O alcool isoamilico e o 1-propanol s&o compostos importantes para a
composicdo do aroma do vinho.

As leveduras Candida valida e a Kloeckera apiculata produziram a maior
quantidade de 1-propanol e dicool isoamilico.
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O isobutanol foi produzido em maior quantidade pelas leveduras Candida valida e
Pichia membranaefaciens.

Tabela 11 — Concentracéo de etanol, 1-propanocl, isobutanol e alcool isoamilico no mosto
Chardonnay fermentado a 20 °C.

Kioeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto . _ _ -
apiculata valida membranaefaciens cerevisiae
Etanol (g/L) 2383 32,73 32503 345+2
1-propanol (mg/L) 150+2 12,0+3 10,8 +2 9,01
Isobutanol {mg/L) 20,302 720x4 337+3 540+5
Alcootl iscamilico 111,75 120,28+ 4 98,0+3 77+2
(mglL)

Tabela 12 — Concentracdo de etanol, 1-propanol, isobutanol e dlcool iscamilico no mosto
Pinot Noir fermentado a 20 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto . ) ) o
apiculata valida membranaefaciens  cerevisiae
Etanol (g/l.) 2302 320+2 31,5+3 320%2
1-propanol (mg/L) 12,0+£2 15,01 102+4 75+3
Isobutanol {mg/L) 19,5 +1 69,03 30,76 52613
Alcool isoamilico 1266+ 4 113,5x4 96,07 6815

(mg/L)
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C) Produgdo de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaldeido no sétimo
dia de fermentacgdo a 15 °C no mosto Chardonnay e Pinot Noir.

Os dados da producso de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaldeido estéo
descritos nas Tabelas 10 e 11.

Através dos dados da massa celular seca foi observados gque o crescimento a 15
.C & mais lento e menor do que a 20 ° C. As leveduras do género Saccharomyces
cerevisise, Kloeckera apiculata, Candida valida e Pichia membranaefaciens aumenta ou
diminui seu crescimento, ou seja, a sua massa celular de acordo com a temperatura de
fermentagcdo. A produgdo de compostos voléteis como élcoois superiores, esteres,
acetaldeido também variam de acordo com a temperatura de fermentagéo (Fleet, 1994).

A producdo de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaldeido foi menor a 15
°C do que a 20 ° C. A temperatura de fermentagdo de 15 °C esta mais proxima da
temperatura de fermentagdo do mosto de uva para produgdo de espumante. A
temperatura de fermentagdo utilizada pela indGstria Chandon do Brasil (RG), para
produgo de espumante fica € em tomo de 13-14°C. A industria utiliza temperatura de
fermentacdo de 20 °C para preparagdo do “Pé de cuba”. O “Pe de cuba” é uma mistura
de mosto mais bagaco de uva com adicdo de leveduras, fermentada durante 3-5 dias.
Este processo € utilizado pela industria para condicionar as leveduras ao crescimento e
multiplicacao.

O comportamento da producdo de acetato de efila, acetato de isocamila e
acetaldefdo a 15 °C foi similar ao comportamento da producio a 20 °C. As leveduras
tiveram o mesmo comportamento da quantidade de producio destes compostos. Na
temperatura de fermentagdo de 15 °C, a levedura Saccharomyces cerevisiae, foi a
levedura que produziu a maior quantidade de acetaldeido, resultado igual ao da
fermentagdo a 20 °C. A diferenga como ja esperada foi observada na quantidade destes

compostos. A concentracdo destes compostos foi menor a 15 °C do que a 20 °C.
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Tabela 13 — Concentragdo (mg/L) de acetato de etila, acetato de isoamila acetaldeido
no mosto Chardonnay fermentado a 15 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto ) . . ..
apiculata valida membranaefaciens  cerevisiae
Acetato de etila 200,0 £ 10 165,0 £ 10 147,0 + 11 111,01+ 9
Acetaio de 19,40+ 2 270+3 2812 15,70+ 2
Iscamila
Acetaldeido 149+2 395+2 36,0+3 884 4

Tabela 14 — Concentragio (mg/L) de acetato de etila, acetato de isoamila e acetaldeido
no mosto Pinot Noir fermentado a 15 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto ) . . .
apiculata valida membranaefaciens  cerevisiae
Acetato de etila 198,0 £ 10 151,01 149,10 £ 10 1200+ 5
Acetato de
] 200+ 4 26,20+ 2 27,40+ 3 14,70+ 2
Isoamila
Acetaldeido 139+2 3812 31,502 80,3+5

D) Producé@o de etanol, 1-propanol, isobutanol e &lcool isoamilico no
sétimo dia de fermentagédo a 15 °C no mosto Chardonnay e Pinot Noir.

A producdo de etanol, 1-propanol, isobutanol e aicool isoamilico no mosto
Chardonnay foi similar & producgo no mosto Pinot Noir (Tabela 15 e 16).

A Candida valida nesta temperatura também produziu a maior quantidade de
isobutanol em comparacéo com as outras leveduras.
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A Pichia membranaefaciens produziu quantidades de aicool isoamilico, etanol e 1-
propanol proximas das quantidades produzidas pela Candida valida, mas a quantidade
de isobutanol foi razoavelmente diferente.

Tabela 15 — Concentragdo de etanol, 1-propanol, isobutanol e alcoo! isoamilico no mosto

Chardonnay fermentado a 15 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto . . . ..
apiculata valida membranaefaciens cerevisiae
Etanol (g/L} 1253 26,16+ 4 2560+3 283+3
1-propanol (mg/L) 90+2 87+5 85+2 8,0+1
Isobutanof (mg/l.) 18,10+ 3 4005 285+4 38,0+3
Alcool isoamilico 99,0+ 4 85,0+6 80,0+7 5,40 + 1

(mgiL)

Tabela 16 — Concentracéo de etanol, 1-propanol, iscbutanol e alcool isoamilico no mosto

Pinot Noir fermentado a 15 °C.

Kloeckera Candida Pichia Saccharomyces
Composto ) ] ) o
apiculata valida membranaefaciens  cerevisiae
Etanol (g/L) 6,385 2255 240+8 272+3
1-propanol (mg/L) 95+6 10,06 75%2 86,5+1
Isobutanol (mg/L) 196+4 3905 26013 362+2
Alcool isoamilico 98,0 +2 96,0 +10 98,2 + 4 50+2

(mg/L)
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6.8 — Analise sensorial

A) Andlise de aceitacao

A aceitacio dos provadores {publico alvo para o vinho espumante) em relagado ao
aroma produzido pelas leveduras pode ser observada nas Figuras 8 a 16.

Quanto a aceitagdo do produto as Figuras 9, 10 e 11 mostram as amostras com
maior aceitacdo {1, 2 e 3) de acordo com os dados estatisticos indicados na Tabela 17. A
Figura 9 mostra que, cerca de 12 % dos provadores gostaram ligeiramente, 16 %
gostaram moderadamente, 12 % gostaram muito e 12 % gostaram muitissimo. Nenhum
provador desgostou muitissimo da amostra 1. As Figuras 10 e 11 mostram que a
variagdo da aceitacao da amostra 2 e 3 foi de 20 % e 12 % dos provadores gostaram
ligeiramente, 16 % e 16 % gostaram moderadamente, 20 % e 8 % gostaram muito, 8 % e
16 % gostaram muitissimo, respectivamente. Nestas duas amostras 8 % dos provadores

desgostaram muitissimo.
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Figura 9 — Histograma de aceitag@o do Figura 10 — Histograma de aceitag@o do
mosto Pinot noir fermentado com Fichia mosto Chardonnay fermentado com
membranaefaciens {amostra 1). Fichia membranaefaciens (amostra 2).

1= desgostei muitissimo; 5= nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.
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Figura 11 — Histograma de aceitag&o do Mosto Chardonnay fermentado com Kloeckera
apiculata (amostra 3). (1= desgostei muitissimo; 5= nem gostei, nem desgostei; 9= gostei

muitissimo)

A Figura 12 ilustra que 12 % dos provadores gostaram ligeiramente, 16 %

gostaram moderadamente, 4 % gostaram muito e 16 % gostaram muitissimo, sendo 8 %

dos provadores desgostaram muitissimo da amostra 4 {mosto Pinot Noir fermentado

como Candida valida). As Figuras 13 e 14 mostraram que 16 % e 16 % dos provadores

gostaram ligeiramente, 8 % e 8 % gostaram moderadamente, 16 % e 0 % gostaram muito

e 12 % e 16 % gostaram muitissimo; cerca de 8 % e 12 % desgostaram das amostras 5

(mosto Chardonnay fermentado com Candida valida) e 6 (mosto Pinot Noir fermentado

com Saccharomyces cerevisiae), respectivamente.

Escala Heddnica

T
2

T
3

T T T
4 5 8

Escala Hedbnica

Figura 12 — Histograma de aceitagdo do Figura 13 — Histograma de aceitagéo do

mosto Pinot

Candida valida {(amostra 4)

Candida valida (amostra 5).
1 = desgostei muitissimo; 5= nem gostei, nem desgostei; 9= gostei muitissimo)

Noir fermentadc com mosto Chardonnay fermentade com
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Figura 14 ~ Histograma de aceitagdo do Moste Pinot Noir fermentado com
Saccharomyces cerevisisae (amostra 6). (1= desgostei muitissimo, 5= nem gostei, nem
desgostei, 9= gostei muitissimo)

As amostras 7 ¢ 8 (Figuras 15 e 16) apresentaram 0s menores niveis de

aceitacdo. Cerca de 8 % dos provadores gostaram ligeiramente, 8 % gostaram
moderadamente, 4 % gostaram muito e nenhum provador gostou muitissimo da amostra,
e 16 % desgostaram muitissimo da amostra 7 (mosto Chardonnay fermentado com
Saccharomyces cerevisiae). Nenhum provador gostou ligeiramente, 4 % gostou
moderadamente, 4 % gostou muito e 8 % gostou muitissimo da amostra 8 (mosto Pinot
Noir fermentado com Kloeckera apiculata), embora 12 % dos provadores desgostaram
muitissimo da amostra 8 (mosto Pinot Noir fermentado com Kloeckera apiculata).
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Figura 15 — Histograma de aceitagdo do Figura 16 — Histograma de aceitagéo
mosto Chardonnay fermentado com do mosto Pinot Noir fermentado com
Saccharomyces cerevisiae (amostra 7). Kloeckera apiculata (amostra 8).

1= desgostei muitissimo, 5= nem gostei, nem desgostei, 9= gostei muitissimo
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A Analise de Varidncia (ANOVA) aplicada as oito amostras mostrou que houve
diferenca significativa (p < 0,05) na aceitag@o do aroma das amostras de bebida
semethante ao vinho espumante em pelo menos duas das oito amostras (Tabela 8).

Tabela 17 - Médias de aceitacio das amostras.

Amostra Medias da aceitacédo do
aroma
(1) Pichia membranaefaciens no mosto Pinot Noir 5 4960°
(2) Pichia membranaefaciens no mosto Chardonnay 5.4320°
(3) Kloeckera apiculata no mosto Chardonnay 5.4240°
(4) Candida valida no mosto Pinot Noir 4.8760%°
{5 Candida valida no mosto Chardonnay 4.8280%
(6) Saccharomyces cerevisiae no mosto Pinot Noir 4.5760%
(7) Saccharomyces cerevisiae no mosto Chardonnay 3.9960%°
(8) Kioeckera apiculata _no mosto Pinot Noir 3.3680°

Médias marcadas com letras iguais nfo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O teste de Tukey (p < 0,05) mostrou que as amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 ndo
diferiram significativamente entre si. Embora esta diferenca estatistica ndo tenha
ocorrido, as amostras 1, 2 e 3 receberam meédias de aceitacBo acima de 5
{correspondendo ao conceito gostei ligeiramente).

A primeira e a segunda amostra com maior aceitacdo (mosto Pinot Noir e
Chardonnay fermentado com Pichia membranaefaciens) diferiu das outras amostras pela
presenca de compostos como 2-propanol, 2-hexanona, e também pela quantidade de
compostos majoritarios da fermentagio. A concentracdo de acetato de etila, acetato de
isoamila, acetaldeido, etanol, 1-propanol, isobutanol e élcoo! isoamilico na amostra com a
maior aceitacdo de compra foi 149,10 mg/L; 27,40 mg/L; 31,50 mg/; 24,0 mg/L; 7.5
mgfL; 26,0 mg/l e 98,20 mg/L, respectivamente. Na segunda amostra com maior
aceitacao a concentracdo de acetato de etila, acetato de isoamila, acetaldeido, etanol, 1-
propanol, iscbutanol e aicool isoamilico detectada foram de 147,0 mg/l.; 28,10 mg/L; 36,0
mg/L; 25,60 mg/L; 8,5 mg/lL; 28,50 mg/l. e 80,0 mg/L, respectivamente. Na terceira
amostra com maior aceitagéo de compra a concentracio de acetato de etila, acetato de
iscamila, acetaldeido, etanol, 1-propanol, isobutanol, alcool isoamilico detectada foram
de 200,0 mg/l.; 19,40 mg/L; 14,90 mg/L; 12,5 mg/L; 9,0 mg/L; 18,10 mg/L_ e 99,0 mg/L.,
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respectivamente. Na terceira amostra com maior aceitagdo foi detectado compostos de
aroma que ndo foram detectados em outras amostras como o acetato de propila e o
propionato de etila.

A intencdo de compra para as amostras 1, 2 e 3 foi superior, com rmaior
porcentagem de provadores atribuindo o conceito “provavelmente eu compraria’ do que
os demais. A amostra 1 teve uma intencéo de compra igual a 36 % atribuido ao conceito
“provavelmente compraria” e 20 % dos provadores atribuiram ao conceito
“nrovavelmente ndo compraria”. Para as amostras 2 e 3 a inten¢&o de compra foiigual a
32 % para 0 conceito “provavelmente compraria® e 8 % e 12 % para 0 conceito
“orovavelmente ndo compraria”. Estes resultados evidenciam que as amostras 1, 2 e 3
apresentaram maior nivel de aceitagio de aroma especificamente para 0 produto em

questdo.
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Figura 17 — Histograma da intencdo de Figura 18 — Histograma da intencéo de
compra do mosto Pinot noir fermentado  compra do mosto Chardonnay fermentado
com Pichia membranaefaciens (amostra com Pichia membranaefaciens (amostra
1). 2).

1=certamente compraria, 2= provavelmente compraria, 3= tenho duvida se compraria oL
n&o, 4 = provavelmente ndo compraria e 5 = certamente néo compraria.
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Figura 19- Histograma de intengdo de compra do Mosto Chardonnay fermentado com
Kloeckera apiculata {amostra 3). (1=certamente compraria, 2= provavelmente compraria,
3= tenho davida se compraria ou n&o, 4 = provavelmente ndo compraria e 5 = certamente

n&o compraria).
As amostras 4, 5 e 6 tiveram uma inteng&o de compra de 36 % de provadores para

o conceito “provavelmente compraria® e 24 %, 28 % e 24 % para o conceito

“provavelmente n&o compraria’.
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Figura 20 — Histograma da intengdo de Figura 21 — Histograma da intencéo de
compra do mosto Pinot Noir fermentado  compra do mosto Chardonnay fermentado
com Candida valida (amostra 4). com Candida valida (amostra 5).

1=certamente compraria, 2= provavelmente compraria, 3= tenho duvida se compraria ou
nao, 4 = provavelmente ndo compraria e 5 = certamente n&o compraria.



73

% de provadores

2 3 4 5
intengio de Compra

Figura 22 — Histograma de intengéo de compra do Mosto Pinot Noir fermentado com
Saccharomyces cerevisisae (amostra 6). (1=certamente compraria, 2= provavelmente
compraria, 3= tenho divida se compraria ou n&o, 4 = provavelmente néo comprariae 5 =
certamente ndo compraria)

As amostras 7 e 8 (Figuras 23 e 24) tiveram uma inteng&o de compra de 24% e 16
% de provadores para o conceito “provavelmente compraria’, respectivamente. Estas
mesmas amostras tiveram intenc@o de compra de 20% e 44 % em relacdo ao conceito

“provavelmente ndo compraria’, respectivamente.
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Figura 23 — Histograma da inten¢&o de
compra do mosto Chardonnay
fermentado com Saccharomyces
cerevisiae (amostra 7)

Figura 24 — Histograma da intencdo de
compra do mosto Pinot noir fermentado
com Kloeckera apiculata (amostra 8).

1=certamente compraria, 2= provavelmente compraria, 3= tenho duvida se compraria oL
ndo, 4 = provavelmente ndo compraria e 5 = certamente n&o compraria,
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7- CONCLUSOES:

1)

2)

3)

4)

5)

Em temperaturas de fermentagao a 20 °C houve um maior crescimento das

linhagens utilizadas representado pela concentragdo de massa celular seca do

que a 15 °C.

A variacao da massa seca das quatro linhagens utilizadas mostra que a
Saccharomyces cerevisiae foi a linhagem que cresceu mais durante as 168 horas
de fermentacao, pois produziu a maior concentragdo de massa celular seca
(MCS). Essa levedura produziu a maior quantidade de etanol entre as linhagens
testadas. Embora a Saccharomyces cerevisiae tenha crescido mais que as outras
leveduras, os mostos fermentados por esta levedura ndo tiveram uma boa

aceitacao quanto do seu aroma, no final de 168 horas de fermentacao.

Os resultados de analise sensorial dos mostos fermentados a 15 °C mostram que
as amostras que obtiveram a maior aceitacdo de aroma semelhante ao vinho
espumante foram: Pichia membranaefaciens no mosto Pinot Noir (1), a Pichia
membranaefaciens no mosto Chardonnay (2) e a Kloeckera apiculata no mosto

Chardonnay (3). Estas amostras também tiveram a maior intengéo de compra.

A primeira amostra (mosto Pinot Noir fermentado com Pichia membranaefaciens)
e a segunda amostra (mosto Chardonnay fermentado com Pichia
membranaefaciens) com maior aceitagdo apresentaram a mesma composigao de
compostos de aroma. As concentragbes dos compostos majoritarios de aroma
isolados pelo “Dynamic Headspace” nestas amostras foram muito similares.
Resultados compativeis com os dados da analise sensorial, pois de acordo com o

teste de Tukey estas amostras nao diferiram entre si.

A terceira amostra (mosto Chardonnay fermentado com kloeckera apiculata) que
obteve a maior aceitag&o apresentou menores concentrages de etanol e cresceu
menos em comparacao a primeira e a segunda amostra com maior aceitacao.

Embora a Kloeckera apiculata tenha tido o menor crescimento das gquatro



6)

7)

8)

9)
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leveduras estudadas, a maior concentracao de alcool isoamilico foi produzido por
ela.

A amostra gque teve a menor aceitacdo (mosto Pinot Noir fermentado com
Kloeckera apiculata) em comparagdo com a terceira amostra com maior aceitagéo
(mosto Chardonnay fermentado com Kloeckera apiculata) apresentou
concentragbes similares dos compostos majoritarios, com excegdo do etanol.
Provavelmente a baixa concentragdo de etano! impediu a volatilizacdo dos

compostos volateis de aroma, e com isso a aceitagdo da amostra foi a menor.

Embora, a Saccharomyces cerevisiae seja comumente a levedura utilizada para
producdo de vinho espumante a Pichia membranaefacines mostrou melhor

aceitagao.

Através da extragdo por “Dynamic Headspace” foi isolado maior nimero de
compostos de baixo ponto de ebulicdo como 1-propanol, 2-propanol, acetato de
metila, acetato de butila, propionato de etila, propanal, butanal, 3-metil-butanal e
isobutiraldeido, compostos os quais ndo foram detectados pela exiragdo por
solvente (liquido-liquido). Provavelmente estes compostos estavam em baixas
concentragbes ou o extrato sofreu perdas durante a extrag@o. Dos 25 compostos
isolados por esta técnica 17 foram tentativamente identificados. A identificacdo
nao foi maior devido a falta de padrées auiénticos e também pela eluigdo e
resolugdo dos picos da mistura de alcanos utilizada para calculo do indice de
Kovats.

Através da exiragado por solvente foram isolados 30 compostos volateis, um
nimero maior de compostos do que a exiragdo por “Dynamic Headspace’. A
grande parte dos volateis isolados por esta técnica sdo compostos de ponto de
ebulicdo intermediario a alto assim como o feniletanol, 1-heptanol, 1-decanol,
benzaldeido, acido latico, acido hexandico, acido octandico, acido propandico,

acido butanodico, caproato de etila e caprilato de etila, além de isbmeros como o 2-
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hexen-1-ol e o 3-hexen-1-ol. Dos 30 compostos isolados por esta técnica 18 foram

tentativamente identificados.
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Compostos identificados nos mostos apds 168 horas de fermentagéo pela levedura Candida valida.
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Compostos identificados nos mostos ap6s 168 horas de fermentagéo pela levedura Pichia membranefaciens.
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Compostos identificados nos mostos apds 168 horas de fermentacao pela levedura Saccharomyces cerevisiae.
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