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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

- Constituida por leveduras, algumas espécies de bactérias acéticas e
por bactérias ldcticas.

Fundamento do processo da fermentagdo alcodlica:

AcUcares + Nutrientes » CO, + dlcool + energia +

produtos secunddrios + leveduras
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Leveduras: microrganismos  unicelulares responsdveis pela
fermentagdo alcodlica, sendo organismos eucariotas e encontrando-se

na pelicula do bago de uva.

- Constituidas por agua (75%),
matéria seca (25%)

l

Glicidos (25---40%)
Prétidos (2---5%)
Lipidos (2---5%)

Matérias minerais (3---40%)
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* De acordo com a seletividade das leveduras para fermentarem a
glucose e a frutose, distinguem-se 3 categorias de leveduras:

- Leveduras glucofilicas (maioria do género Saccharomyces);

- Leveduras frutdfilas;

- leveduras com capacidade de fermentar os 2 acglcares a
velocidades Idénticas.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Caracteristicas importantes das leveduras do ponto de Vvista
tecnoldgico:

- Poder alcoogénico;

- Produtos secunddrios produzidos durante a fermentacdo;
- Necessidades em fatores de crescimento;

- Influéncia da temperaturq;

- Resisténcia ao sulfuroso.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

* Poder alcoogénico

- Consiste no teor alcodlico mdximo obtido pela levedura num
mosto suficientemente rico em agucar.

- No geral, pretende-se leveduras com elevado poder
alcoogénico e baixo nivel de produ¢cdo de produtos secunddrios

(ex: dcido acético, dcido succinico).

- Teoricamente considera-se que sdo necessdrios 15.53 g acgicar

por litro de mosto para se formar 1% de dlcool.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

* Produtos secunddrios produzidos durante a fermentagdo

- Na prdtica, é necessdrio cerca de 17.0 g agicar por litro de

mosto para se formar 1% de dlcool.

- Na realidade
) ETANOL
---) Utilizag¢do na respiragdo
---) Nutricdo das leveduras
---) Multiplicagdo das leveduras
---) Produ¢do de produtos secunddrios
---) Atividade de outros microrganismos
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

e Necessidades em fatores de crescimento

- Leveduras prototréficas, apresentam a capacidade de se
desenvolverem em meios privados de fatores de crescimento.

- Leveduras auxotréficas, apresentam a incapacidade de se
multiplicarem em meios sem fatores de crescimento.

* Influéncia da temperatura

- O género Sacchoromyces, apresentam capacidade alcoogénica
mdxima a 17°C (a 4°C fermentam cerca de 75% do total de
agucar).
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Influéncia da temperatura

- Leveduras com temperatura 6tima de 25°C, caso das Sacch.
Bailli .

- As leveduras para valores entre 30 e 38°C apresentam ainda
alguma atividade, enquanto que para valores entre 4 e 13°C,
ocorre dalguma dificuldade em efetuarem o processo de
fermentacdo.

- As leveduras Bretanomyces, apresentam uma fase de laténcia a
25°C durante 8 a 10 dias e de 2 a 3 dias a 35°C, sendo no
entanto consideradas leveduras de contaminacdo.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

Tabela 1. Valores das médias da concentracao dos compostos majorltarios produzidos durante a fermentacao de mostos.

Amostra Concentracdo dos compostos majoritarios
Etanol Acetatodeetila ~ Acetato de isoamila  Acetaldeido 1-Propanol  Isobutanol  Alcool ispamilico
(gL (mg L") (mg.L) (mgL") (mgL) (mg L) (mg L")
31,5 286,0¢ 30,6* 67.8° 10,2¢ 30,74 96,07

1

2 32,5 270,00 30,7 42,70 10.8* 33,7 98,0°
3 24,7° 131,3" 7.3 32,3 8.0° 25,7 873
4 25,0 147,00 28,00 35,3 8.3 37,34 79,7

Amostras: 1| Mosto P! Noir fermentado por F membranaefaciens a 20 °C; 2) Mosto Chardonnnay fermentado por P membranaefaciens a 20 °C; 3) Mosto P Noir fermentado por F membranaefaciens
a 15 °C; e 4) Mosto Chardonnnay fermentado por P membranaefaciens a 15 °C. Médias marcadas com letras iguais ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Mamede & Pastore (2007)
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

—p— Mosto Pinot Noir fermentado a 20 °C
-@-- Mosto Pinot Noir fermentado a 15 °C
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Figura 2. Conceniracao celular expressa em massa seca, da fermenta-
cao pela Pichia membranaefactens em mosto Pinot Noir.

Mamede & Pastore (2007)
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

e Resisténcia ao sulfuroso

-Podemos considerar a existéncia de 3 categoriais de leveduras,
as sensiveis, média resisténcia e as resistentes.

- leveduras sensiveis, ndio se desenvolvem para doses de SO,

superiores a 100 — 150 mg/L (Sacch. Rosei e Hanseniaspora).

- Leveduras de média resisténcia, desenvolvem-se em meios com
doses de SO, entre 100 e 150 mg/L (Sacch. Ellipsoideus).

- Leveduras resistentes, desenvolvem-se em meios com doses de
SO, superiores a 250 mg/L (Sacch. Oviformis, Sacch. Bailli).
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:
* Leveduras de alteragdo
Existem algumas leveduras que apresentam uma atividade negativq,

nomeadamente nos vinhos, dando origem a doencas como seja a flor
e a refermentagdo.

Flor — desenvolvimento em condicdes de aerobiose de

leveduras do género, Candida, Pichia e Hansenula.

Refermentacdo — Apds a fermentagdo alcodlica terminar,
causando a turvagdo do vinho. Exemplos: Brettanomyces,
Zigosacharomyces bailli, Toruslapora delbruekii e Dekkera.

Antonio M. Jordédo LICENCIATURA EM ENGENHARIA AGRONOMICA
CURSO TESP EM VITICULTURA E ENOLOGIA




MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)
Caraterizacdo da microflora dos mostos:
* Metabolismo das leveduras e a producdo de aromas

- De acordo com a origem, temos no vinho:
- Aromas primarios - provenientes das uvas.

- Aromas secunddrios - provenientes dos produtos formados

durante a fermentag¢do pela acdo nomeadamente das leveduras
e bactérias.

- Aromas tercidarios ou bouquet - formados durante a conservagdo
e envelhecimento dos vinhos.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

Aromas Secunddnos

Origem dos

Pereursores

Percursores | I re
Nio Aromaticos

aromas nos vinhos { Nito Aromiticos |

Aromas Terciarios
1 “Bonquet do envelhecimento
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

*Aromas primdrios

- Podem manter-se durante o processo de vinificagdo ou entdo
sofrer alteragdes, podendo mesmo correr uma tendéncia em
alguns casos, para o seu desaparecimento nos vinhos.

- Alguns aspetos a considerar que podem contribuir para

alteracdes: técnica de vinificacdo, condicdes de fermentacdo,

utilizacdo de diversos produtos enolégicos, etc.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:
e Aromas secunddrios

- A fermentagdo ao ocorrer com valores de pH * 3.4 e a
temperaturas préximas de 20°C, permite a formagdo pelas leveduras
de um elevado nimero de compostos de cardcter aromdtico.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:
e Aromas secunddrios

- A Para estimular a produ¢do de compostos voldateis durante a

fermentacdo, existem alguns aspetos importantes a controlar:

- Controle da acidez do mosto;
- Temperatura de fermentagdo;
- Tipo de levedura usada;

- Tecnologia de vinificagdo;

- Produtos enolégicos usados.

- Exemplos de compostos voldteis resultantes da atividade microbiana:
dlcoois superiores, dcidos orgdnicos, ésteres, aldeidos, etc.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:
e Aromas secunddrios

- A Para estimular a produ¢do de compostos voldateis durante a

fermentacdo, existem alguns aspetos importantes a controlar:

- Controle da acidez do mosto;
- Temperatura de fermentagdo;
- Tipo de levedura usada;

- Tecnologia de vinificagdo;

- Produtos enolégicos usados.

- Exemplos de compostos voldteis resultantes da atividade microbiana:
dlcoois superiores, dcidos orgdnicos, ésteres, aldeidos, etc.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

e Aromas secundarios

- A formagdo de uma maior quantidade de ésteres pode ser
conseguida com a fermentag¢do a baixas temperaturas, maximizando
o metabolismo secunddrio das leveduras.

- Acetato de hexilo: mostos dcidos e baixos niveis de SO, livre.

- Lactato de etilo: mostos dcidos e baixas temperaturas.

- Acetato isoamilo: resultante da fermentagdo alcodlica.

- Diacetil: composto resultante da fermentag¢do maloldctica.

Antonio M. Jordédo LICENCIATURA EM ENGENHARIA AGRONOMICA
CURSO TESP EM VITICULTURA E ENOLOGIA




MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

TABELA 2. Composicio de voliateis das amostras de mostos

caraierlzqsqo dq mlcrOrorq apds 168 horas de fermentacio tanto a 20°C guanto a

16°C.
d os mOSiOS: Compostos volatels detectados Amostra

1) Etanol 1e2
2] T-Hexanol 3ed
ry o 3) Isobutanod 1,2, 3e4d
Aromas secundanos 4) Alcool iscamilico 1,2, 3e4
5} 1-Propanol 1.2, 3a4d
&) Butanaol 4

T Acetato de atila

8) Acetato de metila

9 Acetato de propila

10} Acetato de sopropila
11} Acetato de isoamila
12) Propicnato de etila
13) Butirato de etila

14 ) Butil isobutirato

15) 3-Hidroxi-2-butanona 2

16) n-propanal 2 3e4
17) 1-Butanal 2 3a4
18) I-metll, butanal 2. 3.4
19) lsobutiraldeido 2.3a4
20) Acsteideido 182

21) Acido acético 1.2, 3e4
22) Addo capmico 1,2, 3e4

Mamede & Pastore (2004)

Ampostras: 1= Mostos Chardonnay e Pinot Nodr fermentados por Kiceckera apiciela-
i 2 = Blostos Chardonnay e Pinot Nodr fermentados por Saocchaoromyces oereoisioe;
3 = Mosto Chardonnay sem fermentacian; 4 = Mosto Ptnot Noir sem fermentecio.
Compostos identficados por Especitometnia de massas.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

Aromas secunddrios TABELA 1. Componentes do vinho branco, determinados por cromatografia
gasosa, em fungdo de diferentes linhagens de leveduras autéctones,

em compara¢do com uma levedura comercial importada.

Componentes
+ -
L T =X
3 & § TE
o = o = — - - = o __
£ 5% 3= 8% 335 ES
sE s5E&E S Sg 2qf =7
g s fE 27 2z ¢
3] Q ~— = = o
< a ° D E
= s +
Leveduras
EMBRAPA-20B 831 28,2 18,5 134 1318 8.4
EMBRAPA-81B 894 240 12,0 21,4 1631 7.1
EMBRAPA-82B 65,9 15,2 9.1 205 149,3 5,2
EMBRAPA-87B 75,5 20,0 13.2 28,0 1609 -

Importada
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

Aromas secundarios

Valores das médias da concentragdio de alguns compostos apos 168 h de fermentacgdo.

Médias das Concentracoes
Amostra Acetaldeido Alcool Acetato de Acetato de

1-propanol Isobutanol _ _ ) _
Etanol (g/L) iscamilico etila iscamila

(mg/L) (mg/L)

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mglL)

1 131,3° 34.0° 9,0° 540 7.0° 184,0° 20,7°°
125,3° 32,0%° 7.3 523 6,0° 194,0° 20,3%°

53,3 24 0°° 15,3 20,7 112,3° 310,0° 31,3

457° 22,0% 11,7%" 19,0F 126,07 295,0° 24,00

99,0° 28,0°% 8,0 37,3 5,0° 110,0° 15,0F

80,3° 27,3 6,0 36,0° 5,0° 120,0° 14,7

15,0° 15,3 9,7% 18,0 98,3° 200,0 19,7°°

14,3° 6,3° 18,3 98.0° 197.0° 19,3

Mamede e Pastore (2004

1 = Mosto fermentado pela Saccharomyces cerevisiae, 2 = Mosto Pinot Noir fermentado pela Saccharomyces cerevisiae, 3 = Mosto
Chardonnay fermentado pela Kloeckera apiculata, 4 = Mosto Pinot Noir fermentado pela Kloeckera apiculata. As fermentagées das amostras
de 1’ a 4’ foram realizadas a 15°C e seguem a mesma sequéncia de ordem das amostras 1-4. Médias marcadas com letras iguais ndo
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizacdo da microflora dos mostos:

e Leveduras selecionadas

- Apresentam a funcdo de fermento, apresentando um maior

rendimento fermentativo, elevada velocidade de fermentacdo,
neutras ao fator killer, baixa producdo de dcido acético, maior
tolerdncia ao sulfuroso e pH do mosto.

LALVIN
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Leveduras selecionadas

Exemplo de caracteristicas tecnolégicas de leveduras selecionadas

e | o v | ek | o [News| e | fee | e | e | we | ems |
o | 5w G| Gk | oh [Nam| 8 | el | e | e | e | e |
I I N B I ) I S T N I N
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Leveduras selecionadas comerciais — exemplo de caracteristicas e
modo de aplicagdo

- Matéria seca: 94% (+ ou - 1)
- Boa capacidade fermentativa com amplo espectro de
temperatura {CIE 12 a 32“('31 Dose recomendada
- Levedura neutra ao factor killer 20-30 g por 100 kg de massa ou por hL de mosto.

- Periodo de laténcia inferior a 6 horas com rapida

ltiolicacdo celul Rehidratacdo
MUAplicagao cororar Em 10 partes de dgua tépida agucarada, méx. 38°C
- Formacao de espuma quase nula

) " . o por pelo menos 20-30 minutos.
- Possui especificas caracteristicas acidificantes

- Poder de producdao de dlcool, superior a 15%, se bem Composicdo
nutrida Levedura seleccionada activa Saccharomyces cerevisiae
- Rendimento acicar/dlcool de 17,2 a 17,9 g de r.f. cerevisiae.
acucar/litro para produzir 1% de dlcool em volume
ptima resisténcia ao SO2
Em caso de elevada caréncia nutricional (APA <120
Img/L), existe uma ligeira tendéncia a produzir H2$

Antonio M. Jordédo LICENCIATURA EM ENGENHARIA AGRONOMICA
CURSO TESP EM VITICULTURA E ENOLOGIA




MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Evolucdo da microflora dos mostos durante a fermentagdo

* Durante a fermentacdo vai existir uma sucessdo de diferentes
espécies de leveduras.
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MICROBIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES (fundamentos)

Caraterizagdo da microflora dos mostos:

* Alguns produtos secunddrios formados durante a fermentagdo
alcodlica:

- Acido acético;

- Acido butirico;

- Acido fumdrico;

- Acido succinico;

- Etanol;
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