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A. Resumo

O termo “espécies ndo-Saccharomyces” advém da identificacdo e agrupamento de
espécies fermentativas que geralmente sdo associadas a alteragbes sensoriais
deteriorantes no vinho, tendo por isso suscitado aos endlogos, a preocupacao de como
preservar a estabilidade do mosto, garantir a qualidade do vinho e prevenir contaminacgdes
destas espécies através de recursos biotecnoldgicos.

Atualmente sabe-se que destas espécies ndo se prevé apenas repercussdes
negativas. Apoés varias investigacdes cientificas, ficou provado que espécies deste grupo
podem realmente ter um papel importante e decisivo na producdo vinica, embora
apresentem geralmente um metabolismo fermentativo baixo. A modelag&o da acidez e do
grau alcodlico, a producédo de ésteres e outros compostos aromaticos, e a capacidade em
assumir um papel de controlador bioloégico, fazem parte de algumas interagdes
interessantes que estas espécies podem ter na fermentagéo.

Ainda mais interessante é o uso de inoculagbes (mistas ou sequenciais) com S.
cerevisiae, que permite o realce de repercussdes positivas e a controlo das negativas que
podem ser expostas ao vinho, com a adicdo de que as fermentac¢fes séo finalizadas,
geralmente, por S. cerevisiae.

Por fim, foi dado destaque a dez espécies ndo-Saccharomyces que, consoante a
literatura, representam maior potencial biotecnol6gico no setor vinico. As espécies sao:
Aureobasidium pullulans, Candida stellata, género Hanseniaspora/Kloeckera, Lachancea
thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Saccharomycodes ludwigi,
Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus,
Zygosaccharomyces rouxii.

Apesar de toda a literatura ja publicada, serdo necessarias mais investigacoes e
ensaios praticos sobre o0 uso destas espécies. A identificacdo e a manipulacao de estirpes
poderdo assegurar que, no futuro, o investimento que hoje apresenta um risco consideravel

seja mais seguro e fiavel a todos os produtores de vinho espalhados no globo.

Palavras chave: Enologia, Inovagcdo, Leveduras, Espécies nao-Saccharomyces,

Fermentacéo.
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B. Abstract

The term “non-Saccharomyces” comes from the identification and grouping of
fermentative species that are normally associated with deteriorating sensory changes in
wine, which has therefore raised concerns among winemakers on how to preserve the
stability of the must, guarantee the quality of the wine and prevent contamination of these
species through biotechnological resources.

Currently, it is known that these species are not only expected to have negative
repercussions. After several scientific investigations, it has been proven that species in this
group can really play an important and decisive role in wine production, although they
generally have a low fermentative metabolism. The modeling of acidity and alcohol content,
the production of esters and other aromatic compounds, and the ability to assume the role
of biological controller, are part of some interesting interactions that these species can have
in fermentation.

What makes it even more interesting is that the use of inoculations (mixed or
sequential) with S. cerevisiae, helps to highlight the positive repercussions and to control
the negative ones that will be exposed in the wine. Inoculations with S. cerevisiae in this
case, will make it possible to finish fermentation.

Finally, it was highlighted ten non-Saccharomyces species that, according to the
literature, represent greater potential in the wine sector. The species are: Aureobasidium
pullulans, Candida stellata, genus Hanseniaspora/Kloeckera, Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia pulcherrima, Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces pombe,
Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus.

Despite all the literature already published, further research and practical tests on
the use of these species are needed. The identification and manipulation of strains could
ensure that in the future, the investment which today presents a considerable risk, will be

safer and more reliable for all wine producers around the globe.

Keywords: Oenology, Innovation, Yeasts, non-Saccharomyces species, Fermentation.
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|. Lista de abreviaturas

ATP — Adenosina trifosfato;

COV - Compostos organicos volateis;
CO, — Dioxido de carbono

CFU — Unidades formadoras de colonias;
DAP — Fosfato diamoénio;

DMDC — Dimetil dicarbonato;

H/K — Hanseniaspora/Kloeckera;

H.S — Sulfeto de hidrogénio;

NS — Nao-Saccharomyces;

LAB — Bactérias lacteas;

SC — Saccharomyces cerevisiae;

SO, — Dioxido de enxofre.
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1. Introducao

Até 1856 pensava-se que a fermentacdo era um processo meramente quimico.
Louis Pasteur através de um trabalho com sumo de beterraba, onde o objetivo era perceber
0 porqué de este ficar azedo com o passar do tempo, percebeu que este fendmeno estava
a ser conduzido por um ser vivo — a levedura. Esta experiéncia fez com que o cientista
especulasse que a deterioracdo do vinho em vinagre estivesse relacionada com o
fendmeno estudado no sumo de beterraba (Feinstein, 2008). Em resultado desta
descoberta, a ciéncia e a tecnologia alimentar evoluiram sensacionalmente, refletindo-se
hoje nos varios sectores industriais ligados a este ramo da ciéncia. Sendo a produgéo
vitivinicola um deles e um dos mais antigos, com mais de 7000 anos de histdria. A primeira
fermentagdo, por exemplo, foi provavelmente o resultado de uma mera coincidéncia
guando, espontaneamente, leveduras fermentaram uvas danificadas dentro dos vasos
onde os cacadores-coletores misturavam as suas colheitas (Chambers & Pretorius, 2010).

O vinho é o produto final da atividade fermentativa de leveduras e bactérias no
mosto de uva. Sendo a vinificacdo um processo nao estéril, 0 microbioma presente numa
fermentacdo vinica pode variar significativamente, tanto que, cerca de quarenta géneros e
cem espécies diferentes de leveduras ja foram isoladas a partir de uvas ou vinho (Kdnig et
al., 2017; Fleet, 2008). A fermentacédo e reducao de acucares no mosto de uva é realizado,
em grande parte, por leveduras do género Saccharomyces, principalmente por S.
cerevisiae. A espontanea fermentacdo do mosto, envolve complexas sucessdes de
crescimentos e mortes de diferentes leveduras (Fleet et al., 1993; Ribéreu-Gayon et al.,
2006) e, estas mesmas, influenciam as propriedades organoléticas do vinho. Ou seja, a
fermentagdo vinica natural € uma fermentacdo onde ndo ha apenas uma espécie de
leveduras presente (Fleet, 1990).

Apesar de Saccharomyces ser geralmente dominante na fermentacdo, estas
leveduras ndo sdo normalmente encontradas entre as leveduras epifitas presentes na
superficie do bago da uva, onde espécies dos géneros como Hanseniaspora, Candida,
Pichia e Hansenula sdo consideradas dominantes (Jackson, 2000). Estes géneros, entre
outros, sdo conhecidos no meio da vinicultura como espécies ndo-Saccharomyces (NS).
No passado, leveduras NS eram consideradas pouco significantes para a fermentacéo, e
também, indesejadas no processo de vinificagcdo, porque havia uma grande probabilidade
de provocarem a deterioragdo do vinho (Comitini et al., 2017), como por exemplo, levando
a formacé&o de compostos indesejados, tal como aminas biogénicas que levantam questbes
de saude bastante severas (Bison et al., 2017). No presente, o papel das leveduras NS foi
reavaliado e € reconhecido que estirpes cuidadosamente selecionadas, conseguem

influenciar positivamente a vinificacdo, melhorando as propriedades organoléticas do vinho
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e constituindo, provavelmente, a tendéncia mais empolgante na microbiologia moderna
associada a enologia (Comitini et al., 2017; Fleet, 2008; Jolly et al., 2014; Padilla et al.,
2016).

Com base na investigacao realizada até hoje sobre o tema, seguidamente serédo
apresentadas algumas das leveduras nao-Saccharomyces presentes na tabela 1. Em
estudo estdo as leveduras: Aureobasidium pullulans; Candida stellata;
género Hanseniaspora/Kloeckera; Lachancea thermotolerans; Metschnikowia pulcherrima;
Saccharomycodes ludwigii; Schizosaccharomyces pombe; Torulaspora delbrueckii;
Wickerhamomyces anomalus; Zygosaccharomyces rouxii. A modelacdo biol6gica da
acidez (acidificacdo e desacidificacdo), a producdo de ésteres, terpenos e varios
metabolitos, e também a capacidade em exercer fun¢des biocontroladoras, representam
algumas das capacidades destas leveduras em fornecer algum tipo de repercussao
enoldgica no vinho (Vilela 2019; Morata et al. 2018; Loira et al. 2018; Ramirez et al. 2018;
lvit et al. 2018; Padilla et al. 2018; Martin et al. 2018; Morata et al. 2019; Garcia et al. 2018;
Bozoudi et al. 2018).

Tabela 1. Algumas espécies de leveduras associadas a uva, ao mosto e ao vinho?. Tabela adaptada em
Bison et al., 2017.

Nome da espécie® Sinénimo Habitat®

Aureobasidium pullulans
Brettanomyces bruxellensis
Bulleromyces albus
Candida albicans

A. apicola

. azyma

. boidinni

. bombi

. Cidri

. fermanti

. hellenica

. intermedia

. matapsilosis

. oleophila

Dekkera bruxellensis

. pomicola

. sake

. stellata

Citeromyces matritensis
Cryptococcus laurentii

C. magnus

Curvibasidium pallidicorallinum

ellelielielielielielielielielielielie

<
<

Candida globosa

Cystobasidium minuta

Rhodotorula minuta

C. slooffiae

Rhodotorula slooffiae

Debaryomyces hansenii

Candida famata

<

Filobasidium oeirense

Cryptococcus oeirensis

F. wieringae

C. wieringae

Hanseniaspora clermontiae

H. guilliermondii

Kloeckera apis

U
V
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
. parapsilosis U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
a

M, V
M

(continua na pagina seguinte)



Repercuss@es enoldgicas no uso de espécies ndo-Saccharomyces | FCUP | 9

Tabela 1. (continuacgédo)

Nome da espécie®

Sinénimo

Habitatd

H. opuntiae U

H. osmophila Kloeckera corticis U

H. thailandica U

H. uvarum Kloeckera apiculata UM

H. valbyensis Kloeckera japonica UM

H. vineae Kloeckera africana umMm,Vv

Hyphopichia burtonii Pichia burtonii U

Kabatiella microsticta Aureobasidium mictostictum U

Kazachstania unispora Saccharomyces unisporus; S. delbrueckii U

Kluyveromyces hubeinsis Umm

K. lactis UM

Lachancea kluyveri Saccharomyces kluyveri U

L. thermotolerans Kluyveromyces thermotolerans Umm

Lipomyces lipofer U

L. tetrasporus U

Metschnikowia andauensis U

M. chrysoperlae U

M. fructicola U

M. pulcherrima Candida pulcherrima Umm

M. viticola C. kofuensis U

Meyerozyma caribbica Pichia caribbica, Candida fermentati U

M. guilliermondii Candida guilliermondii; Pichia guilliermondii umm,Vv

Millerozyma farinosa Saccharomyces farinosa, U
Zygosaccharomyces farinosus; Pichia farinosa

Naganishia albida Cryptococcus albidus U

N. bhutanensis C. bhutanensis U

N. globosa C. saitoi U

Nakazawaea ishiwadae Candida ishiwadae U

Papiliotrema flavescens Cryptococcus flavescens U

P. fuscus Auriculibuller fuscus U

P. nemorosus Cryptococcus nemorosus U

P. terrestris Cryptococcus terrestris U

Pichia fermentans Candida lambica U, M,V

P. kluyveri Hansenula kluyveri UM

P. kudriavzevii Issatchenkia orientalis UM

P. manshurica V

P. membranifaciens Saccharomyces membranifaciens; \%
Debaryomyces membranifaciens

P. occidentalis Candida sorbose; UM
Issatchenkia occidentalis

Rhodosporidium babjevae U

R. kratochvilovae Rhodotorula kratochvilovae U

R. toruloides R. glutinis U

Rhodontorula bacarum U

R. fujisanensis Candida fujisanensis U

R. mucilaginosa Torulopsis mucilaginosa U

R. nothofagi U

Saccharomyces bayanus UM,V

S. cerevisiae UM,V

S. pastorianus UM,V

S. uvarum U M,V

Saccharmycodes ludwigii Saccharomyces ludwigii UM,V

Schizosaccharomyces japonicus U

S. pombe

UM,V

(continua na pagina seguinte)
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Tabela 1. (continuacgao)

Nome da espécie® Sinénimo Habitat®
Sporidiobolus salmonicolor U

S. pararoseus Sporobolomyces japonica U
Sporidiobolus salmonicolor U

S. longiusculus U

S. nylandii U

S. roseus U

S. oryzicola U
Starmerella bacillaris Candida stellata®, C. zemplinina UM
S. bombicola C. bombicola U
Torulaspora delbrueckii Candida colliculosa, U™

Zygosaccharomyces globiformis

Tremella globispora U
Vishniacozyma foliicola Cryptococcus foliicola U

V. canescens C. carnescens U

V. tephrensis C. tephrensis U
Wickerhamomyces anomalus Hansenula anomala, Pichia anomala Umm
Yarrowia lipolytica U
Zygoascus hellenicus U

Z. meyerae U
Zygosaccharomyces bailii Uumm,Vv
Zygotorulaspora florentina Zygosaccharomyces florentinus U

aDescrito como tal em: Boulton et al. (1996), Renouf et al. (2007), Jolly et al. (2013), Byrsch-Herzberg & Seidel
(2015), Drozdz et al. (2014), Setati et al. (2015), Boynton & Greig (2016), Garofalo et al. (2016), Jara et al.
(2016), Rossouw & Bauer (2016), Villalba et al. (2016).

b Nome atualmente aceite tal como listado em MycoBank: http://www.mycobank.org/. Acedido a 15/07/2020.

¢ Muitas estirpes de C. zemplinina foram identificadas erroneamente como C. stellata na literatura, resultando
num equivoco (Csoma & Sipiczki, 2008). C. zemplinina agora é classificado como S. bacillaris, mas na antiga
literatura foi identificado como C. stellata.

d Habitat abreviado na tabela em com as letras: U, M e V. Sendo “U” para uva, “M” para mosto e “V” para vinho.

2. Taxonomia e ecologia das leveduras nao-
Saccharomyces

As leveduras sdo microrganismos eucariéticos que podem ser encontradas em
varios habitats como por exemplo: no solo, no ar, na agua e também a superficie de plantas
e frutos. O crescimento destes organismos requer, nutritivamente, um meio rico em
acucares fermentaveis (glucose, frutose, sucrose, maltose e maltotriose), aminoacidos,
vitaminas, minerais e, por vezes, oxigénio (Mercado et al., 2007; Clavijo et al., 2010). As
leveduras podem ser distinguidas microscopicamente pela sua forma (p.e. oval, elipsoidal
e redonda) e através de testes microbiolégicos e bioquimicos — fermentacéo de aglcares
e assimilacdo de aminoéacidos. A producao e a tolerancia ao etanol, acidos organicos e
diéxido de enxofre (SO;) também séo parametros cruciais que permitem a distincdo entre
espécies. Estes microrganismos conseguem tolerar ambientes acidos (pH<3,5) (Barnett et
al. 1990).
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Devido a evolucao da industria alimentar e de bebidas foi concebida uma divisao
classificatdria originando dois grupos — Saccharomyces e n&o-Saccharomyces. As
leveduras do género Saccharomyces sdo as mais estudadas sendo a S. cerevisiae a
espécie mais conhecida. Estirpes de S. cerevisiae sao utilizadas frequentemente na
fermentacdo do vinho e da cerveja devido a sua excelente capacidade fermentativa, ao seu
rapido crescimento e a sua adaptacdo facilmente conseguida. Esta espécie consegue
tolerar concentracdes de SO que leveduras NS ndo conseguem. E de salientar que, por
vezes, sdo encontradas estirpes de S. cerevisiae selvagens que podem nao corresponder
a estes parametros (Escalante, 2018).

“Espécies NS” € um termo informal usado entre microbiologistas na industria do
vinho que inclui varias espécies de leveduras e fungos (Jolly, et al. 2013). A taxonomia
atual reconhece 149, géneros compreendendo cerca de 1500 espécies de leveduras que
tanto podem ser ascomicetes como basidiomicetes (Kurtzman et al., 2011a). Estas
leveduras encontradas vastamente espalhadas pela natureza, tendem a formar
comunidades em habitats muito especificos (Starmer & Lachance, 2011). O ambiente da
vinificagao (habitat), a superficie do bago da uva, a superficie dos equipamentos da adega
e a uva em si, podem ser considerados nichos especializados onde estas leveduras,
relacionadas com o vinho, formam comunidades (Polsinelli et al., 1996; Goddard & Anfang,
2010; Gayevskiy & Goddard, 2012). A ecologia do bago da uva pode ser bastante variavel
e previne o tipo de presenca microbiana conforme, as fontes de leveduras e outros
microrganismos (ar, solo, plantas e animais podem ser vetores de transporte), o grau de
colonizacao influenciado pelo grau de amadurecimento do bago, condigbes climatéricas
(chuva e temperatura) e a aplicacao de agroquimicos (Davenport, 1974; Rosini et al., 1982;
Mortimer & Polsinelli, 1999; Van der Westhuizen et al.,, 2000; Sabate et al., 2002). O
crescimento e aparecimento das leveduras a superficie do bago da uva “verde”, ou nao
amadurecida, também é afetado pelas limitacdes nutritivas que acabam por melhorar
guando esta amadurece, é esmagada, ou até mesmo quando sofre processos de podridao,
observando-se um valor entre 10-102 cfu/g de leveduras em uvas “verdes”, 10%-10° cfu/g
em uvas maduras e mais de 10° cfu/g quando a uva se encontra esmagada e com vestigios
de podriddo (Fleet, 2003). A podriddo normalmente encontrada nas vinhas é causada por
Botrytis cinerea. Esta espécie é especialmente conhecida por originar a “podridao nobre”,
usada na producédo de vinhos como o Tokay, AszU e Sauternes. A podriddo do bago da
uva permite o crescimento e proliferacao de varias espécies NS, como por exemplo, a K.
apiculata, C. stellata, M. pulcherrima, Hanseniaspora spp., Brettanomyces spp.,
Zygosaccharomyces spp. (Bisiach et al., 1986; Guerzoni & Marchetti, 1987; Blancard et al.,
1999; Mills et al., 2002; Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003). Entdo, possiveis

contaminacdes de espécies NS num mosto poderdo ser potenciadas pelo uso, durante a
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vinificacdo, de bagos de uvas danificados pela podriddo (Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003).

Devido ao contacto inevitdvel com o mosto da uva, as superficies da adega
permitem o albergue de leveduras, isto dependendo do tipo de préticas higiénicas seguidas
na adega. Apesar do mosto da uva ser um ambiente nutritivamente apto ao crescimento
de leveduras, a presenca de SO, pH baixo e pressdo osmébtica elevada podem degenerar
as condicdes que outrora seriam ideais (Martini et al., 1980, 1996; Rosini et al., 1982; Sharf
& Margalith, 1983; Monteil et al., 1987; Gao & Fleet, 1988; Regueiro et al., 1993; Boulton
et al., 1996; Epifanio et al., 1999; Guerra et al., 1999; Pretorius et al., 1999; Jawich et al.,
2005; Hierro et al., 2006).

Durante o esmagamento da uva, as leveduras NS no bago, nos equipamentos e no
ambiente da adega transitam para o mosto (Bisson & Kunkee, 1991; Boulton et al., 1996;
Torok et al., 1996; Mortimer & Polsinelli, 1999; Fleet, 2003). No entanto, é previsto menor
quantidade de comunidades de leveduras nas superficies da adega do que no bago da
uva, ja que S. cerevisiae € a levedura predominante em superficies encontradas na adega
(Peynaud & Domercq, 1959; Rosini, 1984; Lonvaud-Funel, 1996). As préaticas higiénicas
usadas na maior parte das adegas modernas tendem a minimizar de forma eficaz, a
contaminacdo do mosto pela flora residente (Pretorius, 2000). De forma a controlar
contaminacgdes cruzadas, as leveduras encontradas no mosto apés o esmagamento

deverao ser as mesmas encontradas inicialmente no bago da uva (Rementeria et al., 2003).

3. Importancia das leveduras ndo-Saccharomyces

A influéncia que as leveduras NS irdo ter no aroma e sabor do vinho, dependera da
guantidade de metabolitos formados que por sua vez, reflete o grau de atividade em que
estas leveduras se encontram no momento (Jolly et al., 2013). A sobrevivéncia e o
crescimento serdao determinados através do tipo de condicdes ambientais presentes no
mosto, que podem ser: pressdo osmotica elevada; mistura equimolar entre glucose e
frutose; a presenca de SO,; temperatura ndo-6tima para crescimento; aumento da
concentracdo de etanol e condi¢cdes anaerobicas; e o decréscimo da disponibilidade de
nutrientes (Bisson & Kunkee, 1991; Longo et al., 1991). A clarificacdo do mosto da uva
branca — centrifugacéo, tratamento enzimatico e arrefecimento do mosto — também pode
promover a reducdo da populacao inicial de leveduras (Fleet, 1990; Lonvaud-Funel, 1996;
Pretorius, 2000). Investigacbes recentes desacreditam a suposicdo que afirmava que
espécies NS, apds o inicio da fermentacéo, acabariam por desaparecer devido ao aumento
da concentracdo de etanol e adicdo de SO, (Fleet et al., 1984; Heard & Fleet, 1985; Fleet,
1990, 2003; Querol et al., 1990; Longo et al., 1991; Todd, 1995; Gafner et al., 1996; Granchi
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et al., 1998; Zohre & Erten, 2002; Jolly et al., 2003c; Combina et al., 2005; Renault et al.,
2009). Essas mesmas investigacbes, acreditam que a sobrevivéncia inesperada de
leveduras NS se deve a evolucdo positiva na higiene das adegas modernas que
consequentemente, leva a uma reducdo no uso de sulfitos, explicando assim uma taxa de
sobrevivéncia maior por parte destas leveduras. Similarmente, o uso de técnicas
laboratoriais modernas levam a uma maior facilidade na detecdo e identificacdo das
espécies.

A fermentacéo alcodlica é um dos processos fundamentais na producgéo de vinho e
€ conduzido por leveduras. O modelo de gestdo da populagdo microbiana no mosto dita
dois tipos de fermentacdo diferentes: a fermentacdo por espécies indigenas e a
fermentacgédo por inéculo. Na fermentacédo por espécies autdctones, ndo ha uma adicao de
culturas puras de qualquer espécie microbiana, sendo a fermentagao vinica realizada pelo
microbioma presente nas vinhas e pelo microbioma presente nas superficies da adega
(Konig et al., 2017). Em contraste a esta pratica, a fermentagédo por in6culo permite a
escolha da estirpe comercial, frequentemente S. cerevisiae, e a adicdo da mesma ao
mosto. A escolha da estirpe sera feita com base nas propriedades que sao desejadas no
vinho, como por exemplo, o0 aroma, e com base nas condi¢fes especificas que a vinificagdo
requer, por exemplo, temperatura ambiente na adega (Capece et al., 2010). Como tal, a
escolha ira permitir um melhor controlo da fermentagédo e a homogeneidade da mesma.

Durante a fermentacao, geralmente é verificada a rapida dominancia do in6culo de
S. cerevisiae no mosto sobre espécies NS. Por esta apresentar capacidade de tolerar
condi¢Bes de stress que surgiram durante a fermentagédo como por exemplo, a resisténcia
a adicao de sulfitos durante o processo, e também ao aumento da concentracdo de etanol,
algo que muitas outras leveduras ndo conseguem suportar, esta caracteristicas conferem
assim vantagens no seu uso (Matallana et al., 2017). Estas caracteristicas explicam a
dominancia consequente de S. cerevisiae durante a fermentacdo e justificam a sua
popularidade quando usada como inéculo no mosto de uva. Para certificar que a
fermentacéo € conduzida pela levedura inoculada, métodos de andlise molecular, como a
comparacédo de perfis de DNA cromossomico (Guillamén et al., 1996; Versavaud et al.,
1995) e a andlise de restricdo de DNA mitocondrial (mtDNA) (Versavaud et al., 1995)
podem ser Uteis.

Combina et al. (2005), descrevem através do resultado de fermentacdes
espontaneas com trés mostos “Malbecs” diferentes (A, B e C), as sucessfes sequenciais
das leveduras nos mostos ao fim de 30 dias. No inicio, espécies como a K. apiculata
(56%(A), 53%(B) 36%(C)), M. pulcherrima (19%(A), 11%(B) 4%(C)), C. stellata (12%(A),
5%(B) 12%(C)), Z. rouxii (8%(A), sem valor registado para (B) e (C)), entre outras sao

encontradas no mosto em quantidades variadas. Ao fim de quatro dias, o decréscimo das
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leveduras anteriormente mencionadas é significativo tal que, ao fim de doze dias ja ndo ha
valores percentuais indicados. Em contraste, a sucesséo de S. cerevisiae € evidentemente
positiva com o passar dos dias. Nos dois primeiros dias ndo chega atingir os 10%, mas no
quarto dia ja atinge os 60%, exceto no mosto A (14%). A partir do décimo segundo dia, a
levedura S. cerevisiae atinge os 100% com dominancia absoluta nos trés mostos.

Apesar da presenca firme no inicio da fermentacdo, o nimero de colbnias da
maioria das espécies NS vai diminuido durante os primeiro dias da fermentacao (Fleet et
al., 1984; Henick-Kling et al., 1998; Combina et al., 2005). Este comportamento deve-se a
uma combinacao de efeitos inibitérios provocados pela deficiéncia em oxigénio, a presenca
de SO, pH baixo, pelo aumento da concentracédo de etanol no mosto e pelo tamanho ou
dominancia do in6culo de S. cerevisiae. Isto é alusivo ao baixo metabolismo fermentativo
encontrado em leveduras NS (Heard & Fleet, 1988; Granchi et al., 1998; Combina et al.,
2005). No entanto, h& espécies de leveduras NS que conseguem permanecer durante a
fermentacdo, por vezes até ao fim, porque apresentam uma maior tolerancia ao etanol
(Pina et al., 2004; Combina et al., 2005). As caracteristicas da espécie terdo de ser sempre
as mais adequadas as condi¢cfes a que estao expostas. Os fatores de crescimento séo
diferentes de espécie para espécie, estripes referentes a mesma espécie podem ter
comportamentos e cinéticas de crescimento bastante diferentes (Jolly et al.,, 2013). A
adicdo de fosfato diamonio (DAP) ao mosto, valores de pH e de temperatura mais elevados
conseguem melhorar a capacidade fermentativa de leveduras NS (Jolly et al., 2003).

Em remate ao comportamento e influéncia que as leveduras NS possam ter na
fermentagdo do mosto, é de relevancia mencionar que o metabolismo destas leveduras
podem influenciar o crescimento e a atividade de bactérias vinicas. Na fase inicial da
fermentagcdo do vinho tinto, espécies NS podem esgotar 0s nutrientes essenciais que,
combinados com os metabolitos toxicos formados, conseguem inibir o crescimento de
bactérias acido-lacticas necessarias para a segunda fermentacdo, a fermentagéo

malolactica (Costello et al.,2003; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

4. Metabolismo de espécies nao-Saccharomyces

Tanto espécies NS como espécies Saccharomyces partilham os mesmos caminhos
no principal metabolismo do carbono, ou seja, os dois grupos metabolizam a glicose
através da glicélise. No entanto, os mecanismos envolvidos na regulacdo do metabolismo
respiro-fermentativo podem diferir entre eles (Flores et al.,, 2000). A glicilise opera
indistintamente sob condigcbes aerdbicas e anaerbbicas e, através dela, a glicose é

metabolizada a piruvato sob varias reac¢des bioquimicas (Figura 1).



Repercussdes enoldgicas no uso de espécies ndo-Saccharomyces | FCUP | 15

Glicose
1

Glucose 6-P
2

Frutose 6-P
3

Frutose 1-6-P
41

!

Gliceraldeido 3-P 4= Dihidroxicetona-P
6 NADH;z NADH; 17
NAD* NAD

1,3-bifosfoglicerato Glicerol 3-P 18 Glicerol
74 N\
3-fosfoglicerato HO  HiPO
: }
2-fosfoglicerato
9
Fosfoenoplruvalo NADH,

NAD
Plruvato —4 Acetaldeido 1124 Etanol

NADPH:
NADH: .
HS- uuA HS-CoA NADP

Acetil-CoA Amdo acético
H:’: CoA

Figura 1 - Metabolismo fermentativo da glucose pelas leveduras: Glicélise (linhas pretas) e produgédo de etanol
e glicerol (linhas azuis). Enzimas: 1, hexoquinase; 2, fosfoglicose isomerase; 3, fosfofrutoquinase ;4, frutose
1,6-bifosfato aldoase; 5, triose-fosfato isomerase; 6, gliceraldeido-3-fosfato desiodrogenase; 7, fosfoglicerato
quinase; 8, fosfoglicerato mutase; 9, enolase; 10, piruvato quinase; 11, piruvato descarboxilase; 12, alcool
desidrogenase; 13, aldeido desidrogenase; 14, acetil-CoA hidrolase; 15, acetil-CoA sintase; 16, piruvato
desidrogenase; 17, glicerol 3-P desidrogenase; 18, glicerol 3-fosfatase. Figura adaptada em Waldir, 2018.

Em condicdes anaerdbicas ou onde a presenca de oxigénio € limitada, o piruvato é
convertido a acetaldeido, posteriormente a etanol e como resultado, duas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) séo geradas. Quando h&d uma condigéo estritamente aerodbica,
a producao de energia € maior porgue a glucose € completamente oxidada, resultando em
trinta e seis moléculas de ATP produzidas por cada molécula de glucose. O baixo
rendimento energético obtido pelas leveduras em condi¢gBes anaerdbicas obriga a célula a
aumentar o consumo de glucose de forma a obter uma maior quantidade de energia (ATP).
Como consequéncia, o etanol acumulado durante a fermentacdo ird desempenhar um
efeito inibitorio, ficando a atividade fermentativa das leveduras comprometida (Puligundla
et al.,, 2011). Além do etanol, o glicerol também é produzido em condi¢cdes anaerdbicas
contribuindo para o equilibrio redox dentro da célula. A producéo de glicerol aumenta, como
resposta ao stress osmotico, em fermentacdes onde os mostos tém uma gravidade-
especifica alta (Prior et al., 1997). O acido acético é o principal acido organico produzido
por leveduras durante a fermentacdo da glucose, e é responsavel pela acidificacdo e
descida do pH do meio. Numa visdo tecnoldgica, o etanol é o produto intermédio da
fermentacdo mais importante e a capacidade de producado das leveduras é um parametro

importante que ira determinar se a levedura em questéo é de interesse (Waldir, 2018).
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No século dezanove, Gay Lussac propde uma relacdo estequiométrica que explica
a producao de etanol pela levedura S. cerevisiae. Esta relacdo sugere que a partir de duas
moléculas de glucose (CsH1206) sdo produzidas duas moléculas de etanol (C2HsOH) e duas
moléculas de diéxido de carbono (CO.), onde existe uma relacdo de 0,511g etanol/g
glucose. Na pratica, além do etanol e do CO,, também ha producdo de biomassa, glicerol
e outros compostos minoritarios (Waldir, 2018). Numa escala industrial, um valor
correspondente a 0,459 etanol/g de glucose é mais aceitavel (Boudarel, 1984). No caso
das espécies NS séo esperados valores menores. Em relagcdo ao glicerol, no caso de S.
cerevisiae, a producdo deste corresponde aproximadamente a apenas 3% do acucar
utilizado. Os compostos minoritarios sdo, alcoois superiores, ésteres, aldeidos, acidos
organicos, entre outros (Waldir, 2018).

O flavour é o conjunto de sensacfes criadas por certas moléculas que induzem
efeitos no sabor, aroma e tato. O flavour priméario encontrado no vinho provém da uva,
enquanto que o flavour secundario provém dos ésteres produzidos pelas leveduras durante
a fermentagéo (Nykanen, 1986; Lambrechts & Pretorius, 2000). Muitos dos compostos que
conferem aroma, estéo presentes nas uvas sob a forma de precursores glicosilados (Todd,
1995; Pretorius, 2003). Estes compostos podem ser hidrolisados pela enzima -
glucosidase, originando compostos volateis livres que podem melhorar o aroma e o sabor
do vinho. No entanto, esta enzima néo é codificada por S. cerevisiae (Ubeda-Iranzo et al.,
1998; Van Rensburg et al., 2005). Em contraste, varias leveduras NS pertencentes aos
géneros Debaryomyces, Hansenula, Candida, Pichia e Kloeckera, possuem varios graus
de atividade da enzima B-glucosidase, que podem desempenhar um papel na libertagéo
de compostos volateis dos precursores ndo volateis (Rosi et al., 1994; Todd, 1995; Spagna
et al., 2002; Fernandez-Gonzalez et al., 2003; Rodriguez et al., 2004; Herndndez-Orte et
al., 2008). Cordero Otero et al. (2003), através da cofermentagcédo de um mosto Chardonnay
usando Debaryomyces pseudopolymorphus e S. cerevisiae, obtiveram um aumento na
concentracdo dos seguintes terpenos: citronenol, nerol e geraniol no vinho. Garcia et al.
(2002), através da cofermentagcdo de um mosto Moscatel usando Debaryomyces vanriji e
S. cerevisiae, conseguiram produzir vinho onde se notou um aumento na concentragdo de
certos terpindis. Da mesma forma, Sadoudi et al. (2012) demonstram com culturas mistas
de C. zemplinina/S. cerevisiae e T. delbrueckii/S. cerevisiae num mosto de Sauvignon
Blanc, que os vinhos provenientes das fermenta¢gdes com cultura mista apresentaram
concentracdes de terpindis mais elevadas, do que aquelas obtidas a partir de fermentacées
onde so foi usada S. cerevisiae.

Outra estratégia que permite aumentar a libertacdo de compostos volateis € a
adicdo exdgena de preparados enziméticas que possam atuar sob os precursores nao-

volateis que se encontram no mosto (Jolly et al., 2013). A atividade enzimética de -
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glucosidase no mosto pode ser afetada pela concentracao de aclcares e alcoois, pelo pH
e/ou pela temperatura, sendo que estes fatores tém de ser tomados em consideracao antes
de adicionar a enzima ao mosto (Mateo & Stefano, 1997). Yanai & Sato (1999), usaram
numa fermentacdo de um mosto com uvas Moscatel, uma f-glucosidase (intracelular)
proveniente de Debaryomyces hansenii, que mostrou resisténcia na presenca de glucose
e etanol, resultando num aumento de monoterpenos no vinho. De forma semelhante, (-
glucosidases intracelulares sintetizadas por Hanseniaspora sp. e Pichia anomala,
demonstraram eficacia no aumento da concentracdo dos compostos volateis apds serem
adicionadas a mosto de uva Traminette e ao vinho Traminette (Swangkeaw et al., 2011).
O uso da B-glucosidase proveniente da Sporidiobolus paraseus, mostrou aumento na
libertacdo de terpenos volateis em vinho branco e tinto (Baffi et al., 2011). Da levedura
Issatchenkia terricola foi extraida a enzima B-glucosidase, que se mostrou capaz de
aumentar a quantidade de monoterpenos livres e norisoprenoides em vinho branco da
casta Moscatel (Gonzalez-Pombo et al., 2011) A concentracdo de terpenos volateis em
vinhos da castas Airén, Riesling e Moscatel, também aumentaram apos a adicdo de um
extrato enzimatico proveniente da Debaryomyces pseudopolymorphus (Arevalo-Villena et
al., 2007)

4.1. Importancia do oxigénio

Apesar das leveduras terem capacidade de sintetizar os agucares por via da
fermentagdo na auséncia de oxigénio, o processo fermentativo ndo esta restringido apenas
a esta condicdo. Algumas leveduras, como a S. cerevisiae fermentam na presenca de
oxigénio, mesmo quando a concentracao de glucose € suficientemente elevada no meio.
O uso da fermentacéo por parte das leveduras, na presenca de oxigénio e concentracdes
elevadas de glucose é referido como efeito de Crabtree ou repressdo do metabolismo
respiratério pela glicolise (Crabtree, 1929). A espécie S. cerevisiae e as espécies dos
géneros Schizosaccharomyces, Debaryomyces, Brettanomyces, entre outros, demonstram
este mecanismo sendo denotadas como Crabtree positivas (Deken, 1965).

Embora o oxigénio seja um elemento fulcral durante a glicélise, pois serve como o
aceitador final dos eletrGes sob condigBes aerobicas, a levedura S. cerevisiae apenas
fermenta devido ao efeito de Crabtree sendo o oxigénio essencial na manutengéo e na
viabilidade da célula, ou seja, permite a sintese de componentes estruturais (4cidos gordos
e esterdis) da membrana citoplasmatica que funcionardo como prote¢éo ao acréscimo de
etanol, que atua como solvente no meio (Puligundla et al., 2011; Buttke et al., 1980; Gibson,
2011). A otimizagdo da taxa de oxigénio fornecida ao mosto € crucial para garantir um

melhor rendimento na producédo de etanol. Esta ferramenta também permite o controlo da
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producdo de glicerol no mosto, estando relacionados de uma forma inversamente
proporcional (Waldir, 2018). E crucial o arejamento do mosto quando esto a ser usadas
espécies NS porque a maior parte das leveduras deste grupo sao incapazes de ter
metabolismo fermentativo sob condi¢cdes anaerdbias (Visser et al., 1990). A presenca de
oxigénio provoca a transformacéo dos fendis, reduzindo a adstringéncia do vinho. Portanto,
0 arejamento ao controlar o metabolismo fermentativo de espécies NS, ir4 permitir melhor
gualidade dos vinhos (Waldir, 2018).

4.2. Producéao de etanol e glicerol

O etanol é o principal produto da fermentacgédo alcodlica, e como atualmente ha uma
maior procura no mercado por vinhos com menor grau alcodlico, os enélogos estdo a
moldar estratégias que permitam produzir vinho com menores quantidades de etanol
presentes (Kutyna et al., 2010). No meio dessas estratégias, surge a aplicacao de espécies
NS na fermentagéo que se tem se provado eficiente (Ciani & Ferraro, 1996; Ferraro et al.,
2000; Soden et al., 2000; Ciani et al., 2006; Comitini et al., 2011; Magyar & Toth, 2011; Di
Maio et al. 2012; Sadoudi et al., 2012). Outra alternativa que permite reduzir a concentragéo
de etanol no vinho é a exploragédo de leveduras que preferencialmente metabolizem os
acucares por respiracdo em vez da fermentacdo (Gonzales et al., 2013). Erten & Campbell
(2001), obtiveram vinhos com um contetdo de 3% v/v de etanol, sob condi¢des aerodbicas,
apés a fermentagdo do mosto ser conduzida por Williopsis saturnus e por Pichia
subpelliculosa. Na mesma investigagdo, a qualidade dos vinhos obtidos foi avaliada e
aprovada.

A seguir ao etanol, o glicerol é o metabolito, produzido durante a fermentacéo
alcodlica, com maior importancia. O glicerol € importante na regulacéo do potencial redox
na célula (Scanes et al., 1998; Prior et al., 2000). Enologicamente, o glicerol confere
suavidade (paladar) ao vinho podendo também promover docura e complexidade no
mesmo. O limite de detecéo de glicerol no vinho é de 5,2 g/L dependendo da viscosidade
(Noble & Bursick, 1984). E de realcar que a variedade da uva e o estilo do vinho
determinam até que ponto, o glicerol ira influenciar as propriedades anteriormente
mencionadas (Ciani & Maccarelli, 1998). A producao de glicerol, dependendo da espécie
em questdo, é por vezes influenciada positivamente pela presenca de SO,, por
temperaturas altas durante aincubacéo e concentragfes elevadas dos agucares presentes
(Fleet, 2007). Nieuwoudt et al. (2002), concluem que apesar de as concentracfes de
glicerol encontradas em vinhos do tipo Chardonnay, Sauvignon Blanc e Chenin Blanc,
serem elevadas em relagdo a outros vinhos, a qualidade do vinho n&o esta inteiramente

relacionada com a concentracdo de glicerol. No entanto, a qualidade de outros vinhos pode
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ser beneficiada por valores mais elevados de glicerol. L. thermotolerans e C. zemplinina,
entre outras espécies NS, conseguem produzir concentragdes elevadas de glicerol durante
a fermentacdo (Ciani & Ferraro, 1998; Soden et al.,, 2000; Comitini et al., 2011).
Lamentavelmente, o aumento da producédo de glicerol esta normalmente relacionado com
0 aumento da producdo de acido acético, o que pode degradar a qualidade do vinho (Prior
et al., 2000).

4.3. Producao de alcoois superiores

O n-propanol, o isobutanol, o alcool amilico e o alcool amilico-ativo sédo alcoois
superiores produzidos em diferentes quantidades por diferentes leveduras NS (Romano et
al., 1992; Lambrechts & Pretorius, 2000). Concentracfes elevadas de alcoois superiores
no vinho podem trazer caracteristicas organoléticas indesejaveis no vinho, portanto, na
vinificacdo é necessario manter um balango harmonico destes compostos podendo assim,
conferir complexidade ao vinho (Romano et al., 1992; Romano & Suzzi, 1993b; Vidrih &
Hribar, 1999). Normalmente, espécies NS produzem valores mais reduzidos destes alcoois
do que S. cerevisiae, mas é de notar que ha variabilidade entre estirpes (Romano et al.,
1992, 1993; Zironi et al., 1993).

Os élcoois superiores sao produzidos no citosol e depois exportados para o exterior
da célula onde se irdo acumular. Estes &lcoois resultam da descarboxilacdo de cetoacidos
(resultantes do metabolismo da glucose ou do catabolismo de aminoacidos), que por sua
vez levam a formacéao dos respetivos aldeidos, e quando reduzidos, originam os respetivos
alcoois superiores (Ehrlich, 1906; Webb et al., 1963). Os fatores que aumentam o
metabolismo de acUcares e amino&cidos, também irdo promover a sintese de &lcoois
superiores. Esses fatores incluem a concentracdo de aminoacidos, a temperatura e a

composi¢cao do mosto (Waldir, 2018).

4.4. Producdo de ésteres

Os ésteres sdo 0s compostos presentes no vinho que mais podem influenciar,
positivamente, as caracteristicas sensoriais do mesmo, tendo sido ja identificados mais de
160 ésteres diferentes (Jackson, 2000). A qualidade de vinhos de mesa, ou seja, vinhos
consumidos pouco apOs a producdo, pode ser afetada de forma positiva por estes
compostos (Lambrechts & Pretorius, 2000; Sumby et al., 2010). Os ésteres sédo formados
pela acdo de enzimas especificas, que catalisam a reacdo entre um alcool e um &cido
gordo volatil (Nordstrom, 1965). De um ponto de vista sensorial, os acetatos (ésteres) sdo

0S compostos mais importantes em bebidas fermentadas, onde estéo incluidos o acetato
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de etilo, acetato de butilo, acetato de propilo, acetato de fenil-etil, acetato de amilo, entre
outros. No vinho, o acetato de etilo é o éster em maior abundancia, sendo largamente
responsavel pelo cardcter sensorial do vinho associado ao aroma a acetona quando se
encontra em concentracdes excessivas. Investigacdes cientificas admitem que espécies
NS conseguem promover a esterificacdo de varios alcoois (etanol, alcool amilico e alcool
fenitilico) transformando-o0s nos respetivos ésteres (Rojas et al., 2002).

Espécies NS podem ser divididas em dois grupos: leveduras neutras — produzindo
pouco ou nenhum composto aromatizante; e leveduras produtoras de aromas — tanto
desejaveis como, por vezes, indesejaveis (Van Zyl et al., 1963). Estdo incluidas nas
leveduras capazes de produzir aromas, P. anomala (Hansenula anomala) e K. apiculata.
M. pulcherrima (Candida pulcherrima) também é conhecida por ser uma produtora de
ésteres em grandes quantidades (Bisson & Kunkee, 1991; Clemente-Jimenez et al., 2004).
A acumulacao de ésteres na matriz do vinho € determinada pelo equilibrio entre as enzimas
sintetizadoras de ésteres da levedura e as esterases (responsaveis pela rutura, e as vezes
pela formacao de ligacbes ésteres) (Swiegers & Pretorious, 2005). Embora seja conhecido
que esterases extracelulares ocorrem em S. cerevisiae, Nndo se sabe se acontece o mesmo

com as espécies NS (Ubeda-Iranzo et al., 1998).

4.5. Modulagao da acidez no vinho

A seguir aos acuUcares, 0s acidos organicos sao 0s compostos em maior
abundéancia no mosto da uva. Os acidos organicos sado responsaveis pelo sabor acido no
vinho e também séo influentes na estabilidade, cor e pH do vinho. A qualidade e a
quantidade dos acidos organicos em jungcdo com os acucares, tém um efeito decisivo na
qualidade do vinho na boca (Liu et al., 2007). A composi¢ao e concentracao dos acidos no
mosto e no vinho, sado influenciadas pela casta da uva, pela composi¢éo do solo e pelas
condicdes climéticas (Cosme et al., 2016). Os acidos predominantes na uva sao o tartarico
e 0 mélico, que em conjunto representam mais de 90% da acidez presente na uva, em
propor¢cdes desde 1:1 até 1:3 de tartarico para malico (Lamikanra et al., 1995). Num pH
tipico do vinho (=3,4), o acido tartarico (pKa=2,98) sera trés vezes mais acido que o acido
malico (pKa=3,46) (Ford et al., 2012).

No paladar, o acido malico é descrito como um sabor metélico e por vezes
relacionado com o sabor de macas verdes, enquanto que o acido tartarico € descrito a
semelhancga da acidez encontrada nos citrinos. Além destes dois acidos, também séo
encontrados nos vinhos o &cido l4ctico, citrico e sucinico que apresentam sensacgfes
azedas, frescas e amargas, respetivamente (Boulton et al., 1996). O acido citrico pode ser

bastante util como por exemplo, o acido apresenta atividade antimicrobiana contra bolores
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e bactérias, e também ajuda a prevenir o apodrecimento ou escurecimento do vinho
(Sharma, 2000). O acido acético pode impactar negativamente a qualidade do vinho.
Quando encontrado em concentracfes superiores a 0,8-0,9 g¢g/L, confere um aroma
avinagrado ao vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006). O acido acético pode estar presente
no mosto devido a presenca de Hansenula spp. e Brettanomyces spp., fungos filamentosos
(Aspergillus niger, A. tenuis, Penicillium spp., entre outros) e bactérias (bactérias lacteas
(LAB) autdctones e bactérias acéticas). Inevitavelmente, o acido acético é formado em
quantidades reduzidas como produto intermédio do metabolismo fermentativo da S.
cerevisiae, caso sejam encontrados quantidades mais elevadas apés a fermentacgéo, sera
possivel ter acontecido uma contaminacao por parte de leveduras (Candida krusei, Pichia
anomala, Saccharomycodes ludwiggi, entre outras) (Vilela-Moura et al., 2011). O acido
sucinico € o &cido produzido pelas leveduras em maiores quantidades durante a
fermentagcdo e desempenha um papel importante na acidez (Coulter et al., 2004). O &acido
lactico é produzido durante a fermentacao malolactica por LAB, por vezes também pode
ser sintetizado por leveduras embora em quantidades menores (Vilela, 2019).

A modelacdo da acidez no mosto ou no vinho, é definida por dois processos
biologicos: acidificacdo e desacidificagdo. A desacidificagdo do vinho com LAB é o método
tradicional que permite remover excesso de acidez. No entanto, da acidez total do vinho a
desacidificagdo biologica sO afeta o acido malico, n&o tendo assim qualquer influéncia no
acido tartarico (Dicks et al., 1995). A fermentagdo malolactica sendo influenciada pela
temperatura, pH, concentracdo de &lcoois e SO;, e por metabolitos produzidos por
leveduras, pode comprometer a desacidificacdo por parte das LAB comuns (Lerm et al.,
2010; Alexandre et al., 2004). Em alternativa, Lactobacillus plantarum pode ser usada para
desacidificar o vinho, porque apresenta resisténcia as condi¢ges de stress criadas durante
a fermentagdo alcoodlica e porque também produz varios metabolitos secundarios
importantes para o sabor, aroma e cor do vinho (Matthews et al., 2004; Brizuela et al.,
2019). Algumas estirpes de L. plantarum podem produzir maiores concentra¢gfes de acido
lactico, contribuindo para acidificagdo de vinho com baixa acidez (Berbegal et al., 2017a).

As propriedades fermentativas de espécies NS tém sido investigadas, e foi
observado que certas espécies apresentam caracteristicas prosperantes em torno da
modelagdo da acidez no vinho (Vilela, 2019). L. thermotolerans, S. pombe, C. stellata, T.
delbrueckii, Z. florentinus, P. kudriavzevii e C. zemplinina sdo algumas das espécies NS
que apresentam propriedades enoldgicas muito interessantes quando usadas para
modelacdo da acidez. Quando usadas em monocultura ou em cultura mista com S.
cerevisiae, estas leveduras conseguem modular a acidez do vinho e produzir compostos
interessantes (polissacarideos, glicerol e composto volateis) (Lafon-Lafoucade et al., 1981;
Mills et al., 2002; Kapsopoulou et al., 2005; Morata et al., 2007; Vilela-Moura et al., 2008;
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Belly et al., 2008; Mdnaco et al., 2014; Lencioni et al., 2016; Garcia et al., 2018). Em zonas
afetadas pelos efeitos do aquecimento global, onde os vinhos tendem a ser menos acidos
devido ao amadurecimento precoce da uva, espécies NS podem ser usadas para a
acidificacdo (Vilela, 2019). A desacidificacao é importante na producao de vinhos inseridos
em mercados onde o consumidor prefere um vinho menos &cido (Hopfer & Heymann,
2014), ou em regifes que tendencialmente produzem vinhos com excesso de acidez como

em certos anos a Regido Demarcada dos Vinhos Verdes.

Vindima
Transporte
Rececdo
Triagem
[ sl siurosa | Desengace
.............. .
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4
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Decantacgao Decantagao Maceragao Prensagem
Fermentagdo . Fermentacao Fermentagdo
alcodlica : alcodlica : malolactica
Inoculagdo H
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ftragio [+ {eorotus
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Figura 2 - Diagrama simples dos processos de vinificagcdo para vinhos brancos, rosés e tintos. Embora néo seja usual
e apenas observado em casos especiais, 0s vinhos brancos e rosés podem participar numa fase de estagio.
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5. Espécies nao-Saccharomyces e as suas
repercussoes enologicas

5.1. Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans (A. pullulans) é um fungo semelhante a uma levedura
(fungos dematidceos), encontrada ubiquamente na natureza, inclusive nas vinhas
(Gostincar et al., 2014). Com mais de 60 anos em investigagdes e literatura sobre este
fungo, sabe-se que este produz uma larga escala de produtos naturais usados em
aplicacdes biotecnoldgicas e ambientais (Bozoudi & Tsaltas, 2018).

Dado que A. pullulans se encontra nos bagos de uva durante todas as etapas de
amadurecimento e em outros tecidos da vinha, saudaveis ou nao, a contagem e
identificacdo desta espécie torna-se importante para o processo (Barata et al., 2012;
Prakitchaiwattana et al., 2004). Renouf et al. (2005), observaram em varias regides de
Bordeaux que esta espécie ndo era detetada na altura da vindima. A quantidade de
coldnias foi decrescendo a partir da altura da fase “pintor” até deixar de ser detetavel. O
contrario foi observado em Italia, Espanha, Canada, Australia e Africa do Sul apresentando
nameros elevados (Subden et al., 2003; Prakitchaiwattana et al., 2004; Francesca et al.,
2010; Clavijo et al.,2010; Setati et al., 2015). No Brasil, Franca, Nova Zelandia, Grécia e
Eslovénia, foram isolados poucos exemplares da espécie (Raspor et al., 2006; Nisiotou &
Nychas, 2007; Baffi et al., 2011; Gayevskiy & Goddard, 2012; David et al., 2014).

A diversidade de A. pullulans isolados de varios tecidos, era muito maior do que
quando comparada com a escala regional. Em vinhas tratadas com fungicidas, foi
observado um diferente tipo de coloniza¢@o, havendo uma maior variagdo genética entre
os isolados. Posteriormente, 0s autores propuseram que a variedade genética encontrada
poderia ser explicada pela evolugdo da espécie em torno das diferentes condicbes e
pressdes ambientais, tendo sido comparado com populacdes da espécie em vinhas
diferentes (Rathnayake et al., 2018).

Tabela 2. Aplicacdes e interesses biotecnoldgicos no uso de A. pullulans, referindo as repercussdes
correspondentes.

Aplicacéo/Interesse

; .. Repercussbes enoldgicas Referéncia bibliografica
biotecnolégico

) Eficaz competicdo por nutrientes e espaco e | Bencheqroun et al.,,
Capacidade ) o )
producdo de compostos organicos volateis | 2007; Mari et al., 2012;
(Cov). Di Francesco et al., 2015

(continua na pagina seguinte)
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Aplicacao/Interesse
biotecnolégico

Repercussdes enoldgicas

Referéncia
bibliografica

Atividade enzimatica

Com atividade biocontroladora (microbicida e

fungicida): quitinase e glucanase; Com
aplicacdo na clarificacdo do vinho branco:
pectinases, glucanases, xilanases e proteases;
Com aplicacdo na libertacdo de precursores
aromaticos frutados e florais: B-glicosidase;
Aplicacdo na reduc¢do dos niveis de alcool do
vinho: glicose oxidase; Aplicacdo na reducéo

de carbamato de etilo (uretano): urease.

McCormack et al,
1994; Ippolito et al.,
2000; Van Oort et al.,
2002;

Prakitchaiwattana et
al., 2004; Leite et al.,
2007; Chi et al., 2007,
2009; Manitchotpisit
et al., 2009, 2011;
Leathers et al., 2013;

Rich; et al., 2013

Polissacarideo capaz de estabilizar o mosto, .
Bozoudi & Tsaltas,

Aplicacdo do pululano | reter a cor e capacidade antioxidante nos

] ) 2018
vinhos tintos.
Biopoliéster que pode ser aplicado na uva como
Aplicacdo do PMA revestimento, prevenindo assim perdas de | Chi et al., 2008

massa.

Libertacdo de aminoacidos e &cidos nucleicos )
Mina & Tsaltas, 2017;

Fugelsang &
Edwards, 2007

- devido a elevada atividade proteolitica, que
Substrato nutritivo ) o
podem ser consumidos por outras espeécies

fermentativas.

5.2. Candida stellata

A levedura Candida stellata (C. stellata) tem uma histéria taxon6mica caracterizada
por varias mudancas. Inicialmente dois tipos de Candida foram isolados de um mosto
constituido por uvas muito maduras e uvas passas, na Alemanha (Garcia et al., 2018). Um
tipo tinha células alongadas e foi denominado como S. bacillaris, o outro tipo apresentava
células com forma esférica, sendo denominadas como S. stellatus. Mais tarde, as duas
espécies foram inseridas no género Torulopsis. Noutra investigacdo em lItalia, foi isolado
de uvas uma espécie que ficou designada por B. italicus. Por fim, os taxa foram unificados
numa so espécie, C. stellata. A estirpe originalmente designada como S. stellatus passou
a ser designada por CBS 157. A estirpe normalmente usada na investigagdo de

propriedades enolégicas, DBVPG 3827, foi reclassificada como S. bombicola (Sipiczki &
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Ciani, 2005). Devido a estas trocas taxonémicas e dificuldades na identificacdo, muitas
investigacdes sobre C. stellata sdo na verdade sobre C. zemplinina (Csoma & Sipiczki,
2008). C. stellata é frequentemente encontrada em uvas maduras e em mostos onde ha
uma grande concentracao de acucares (Minarki & Hanikova, 1982; Rosini et al., 1982; Divol
& Lonvaud-Funel, 2005; Hierro et al., 2006). Uvas que sofreram “podriddo nobre”
apresentam uma grande presenca de C. zemplinina, justificada pela capacidade desta
levedura tolerar concentracdes de acido acético elevadas, que C. stellata ndo é capaz de
suportar.

Tem sido observado que C. stellata metaboliza em maiores quantidades a frutose
do que a glucose, o que é denominado como caracter frutofilico (Magyar & Téth, 2011). Foi
observado com a estirpe CBS 2649 que a glucose s6 é metabolizada quando a frutose é

totalmente consumida (Soden et al., 2000).

Tabela 3. Aplicacdes e interesses biotecnolégicos no uso de C. stellata, referindo as repercussées
correspondentes.

Aplicacéo/Interesse ~ . Referéncia
. L. Repercussbes enoldgicas o
biotecnoldgico bibliografica
Noble & Bursick, 1984;
Ciani & Ferraro, 1996;
. . Ciani et al., 1998;
. Producdo pouco consistente de etanol quando
Metabolismo . i Ferraro et al., 2000;
. comparado com SC; Produgédo de glicerol entre i
fermentativo ) Magyar & Toth, 2011;
9-14 g/L (maior que SC). . .
Milanovic et al., 2012;
Gobbi et al, 2014,
Garcia et al., 2017.
Com aplicac@o na extra¢do do vinho durante a | Canal-Llaubéres,
prensagem e filtracdo e na extragdo de | 1993; Strauss et al.,
pigmentos e compostos volateis da pelicula da | 2001; Romero-
o uva: pectinases, celulases e hemiceluloses; Com | Cascales et al., 2008;
Atividade ) . ) )
oo aplicacdo na clarificacdo do vinho branco: | Fernandez et al., 2000;
enzimatica )
proteases (sendo que 38% das estirpes de C. | Strauss et al.,, 2001;
stellata apresentam esta atividade); Com | Cordero-Bueso et al.,
aplicacdo na libertagdo de precursores | 2013; Garcia et al.,
aromaticos frutados e florais: B-glicosidase. 2017.
Qualidade e )
- Capaz de produzir concentracfes elevadas de o
estabilidade do i i o . Ciani et al., 1998
h acetaldeidos, acetoina e acido sucinico.
vinho

(continua na pagina seguinte)
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Aplicacao/Interesse
biotecnolégico

Repercussbes enolégicas

Referéncia
bibliografica

Uso em

cofermentacgfes

Aumento da concentracdo de glicerol, melhoria
da acidez total e reducdo da concentracdo de
acido acético no vinho, aprimoramento de
compostos aromaticos desejados (ésteres e
tidis), reducdo do conteudo final de etanol, a
libertagdo vasta de polissacarideos promovem a
melhoria da complexidade e qualidade do vinho;
Inoculagdes sequenciais com SC, resultam huma
maior libertagdo de aromas florais e frutados
como também na libertacdo de manoproteinas.
Em inoculagbes mistas, também pode ser
observado um aumento da libertacdo de

polissacarideos dando mais “corpo” ao vinho.

Suzuki et al., 1999;
Vidal et al., 2004;
Andorra et al.,, 2010,
2012; Comitini et al.,
2011; Giovani et al.,
2012; Sadoudi et al.,
2012; Domizio et al.,
2014; Garcia et al.,
2017; Garcia et al.
(2017a)

5.3. Hanseniaspora/Kloeckera (género)

As principais leveduras NS associadas a uva pertencem a um grupo apiculado,

nomeadamente ao género Hanseniaspora e a sua forma assexuada anamoérfica Kloeckera

(Rosini et al., 1982; Loureiro et al., 2012). O grupo Hanseniaspora/Kloeckera (H/K) é

atualmente composto por dez espécies encontradas no bago da uva (Renouf et al., 2007,

Di Maro et al., 2007; Varela & Borneman, 2017). Também podem ser encontradas nas

superficies da adega (Strauss et al., 2001).

Leveduras H/K podem afetar diretamente a fermentacéo, produzindo sabores, ou

indiretamente afetando o crescimento e 0 metabolismo de S. cerevisiae (Martin et al.,

2018). No presente, acredita-se que este grupo possa ser um dos mais influentes na

gualidade sensorial do vinho.

Tabela 4. AplicagGes e interesses biotecnolégicos no uso de espécies do grupo Hanseniaspora/Kloeckera,
referindo as repercussdes correspondentes.

Aplicacéo/Interesse
biotecnolégico

Repercussbes enoldgicas

Referéncia
bibliografica

Metabolismo

fermentativo

Espécies deste grupo caracterizam-se por ter um

metabolismo fermentativo menor do que o de SC.

entanto, H. vineae pode produzir 10% v/v de etanol.

No | Molina et al., 2007

(continua na pagina seguinte)
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Tabela 4. (continuacgao)

Aplicacdo/Interesse n L. Referéncia
. L Repercusses enoldgicas e
biotecnolégico bibliografica
. A atividade de B-glucosidase da H. uvarum é 6,6 | Hu et al., 2018;
Atividade )
o vezes mais elevada do que a encontrada em SC, | Mendes et al,
enzimatica o .
promovendo a formacé&o de terpenos livres; 2001
Vinhos fermentados em barrica com culturas mistas
Qualidade e de H. vineae/SC, baixam significativamente a
estabilidade do concentracdo de aminas biogénicas e de acidez | Medina et al., 2013
vinho volatil, enquanto aumentam a concentracdo de
glicerol e extrato seco.
Devido ao metabolismo fermentativo associado,
vérias espécies H/K ndo conseguem permanecer até
ao fim da fermentagdo, embora H. vineae e H.
uvarum mostrem resisténcia ao etanol, inoculacdes )
Pina et al., 2004;
mistas com um racio de 1:2 de H. uvarum e SC, ; .
Diaz-Montaiio &
respetivamente, permitem que a espécie NS consiga 3 3
_ _ . Ramirez Codrdova,
influenciar a fermentacdo dando mais “corpo” e i
. . . 2009; Viana et al.,
complexidade aromética ao vinho; Inoculagbes
o ] 2009; 2011;
sequenciais de H. vineae e SC promovem a _
Uso em . . ) i Medina et al,
. libertacdo de aromas frutados no vinho, através da _
cofermentacgbes . i ) 2013; Lleixa et al.,
producdo de ésteres (acetato de etilo e 2- _
. 5 . 2016; Tristezza et
feniletilacetato); Cofermentagfes de H. opuntiae/SC
5 } .| al.,, 2016; Martin,
promovem o aumento da concentracdo de alcoois
. . . i 2016; Luan et al,
superiores e fenilacetaldeido no mosto (atributos
. - L. 2018; Hu et al,
florais e doces); Fermentagcbes com um racio de
2018;
90:10 (H/K:SC), demonstra uma producéo de B-fenil-
etil nove vezes maiores que monoculturas de SC, no
entanto esta dominancia afeta a taxa fermentativa
com o possivel aparecimento de aromas a verniz;

5.4. Lachancea thermotolerans

A Lachancea thermotolerans (L. thermotolerans) no passado era designada como
Kluyveromyces thermotolerans, mas apds andalises de sequéncias gendémicas a espécie foi
atribuida ao género Lachancea (Kurtzman, 2003). Esta levedura ubiqua & normalmente
encontrada nas uvas, mas também no solo, insetos e plantas, estando extensivamente
distribuida pelo globo (Ganter, 2006; Hranilovic et al., 2017). Morfologicamente

indistinguivel de S. cerevisiae, esta levedura é capaz de fermentar glucose e sacarose,
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mas fracamente galactose (Schnierda et al., 2014). Também demostra, embora variavel,

capacidade de fermentar maltose e rafinose (Lachance & Kurtzman, 2011b).

Tabela 5. AplicacBes e interesses biotecnoldgicos no uso de L. thermotolerans, referindo as repercussfes

correspondentes.

Aplicacao/Interesse
biotecnolégico

Repercussbes enolégicas

Referéncia
bibliografica

Excelente produtora de glicerol; A producédo de

Kapsopoulou et al.,

Metabolismo . . 2007; Comitini et al.,
_ glicerol em cofermenta¢cdes ou em monocultura )
fermentativo . o 2011; Gobbi et al.,

s&o muito idénticas.
2013
o Produz B-D-glucosidase, liases carbono-enxofre e _
Atividade ] ) ) . Rosi et al., 1994; Zott
o outras enzimas envolvidas na libertacdo de
enzimatica . etal, 2011
compostos aromaticos.
Fermentagbes mistas ou sequenciais com L. | =
] ) Ciani et al., 1998;
thermotolerans e SC, quando o pH é reduzido para i
o Suarez et al., 2007;
3,5-3,7, promovem melhores niveis moleculares
_ ; . Kapsopoulou et al.,
de SO:2 (baixo conteudo de sulfitos), fazendo com _
_ . 2007; Vilela-Moura et
Qualidade e gque a fermentacdo e o0 processo de

estabilidade do

vinho

envelhecimento sejam mais seguros para a saude
humana; Capaz de reduzir a acidez volatil que
combinado com glicerol traz suavidade no paladar
do vinho; Capaz de reduzir os niveis de
acetaldeido durante a fermentacéo; Producdo de

acetato de etilo moderada (40-60 mg/L).

al., 2008; Ciani &
Comitini, 2011,
Comitini et al., 2011;
Gobbi et al.,, 2013;
Balikci et al., 2016

Morata et al., 2018

Modelacao da

acidez

Estirpes  selecionadas conseguem  produzir
concentracdes de &cido lactico entre 1-16,8 g/L, 0
que influencia significativamente o pH do vinho;
Esta producao elevada de acido lactico pode inibir
as LAB de desempenharem a fermentagéo
malolactica; Melhores taxas de acidificacdo sdo
obtidas em fermentacdes sequencias, por exemplo
no racio de 7:3 cfu/mL de L. thermotolerans e SC,
respetivamente; A acidez ira persistir apés a
fermentacéo e durante o envelhecimento do vinho
acido boa
Util

porque este apresenta uma

estabilidade; obtencdo de vinhos mais
“frescos” em regiBes quentes; Embora a acidez
ajude a proteger a cor do vinho com a formacao de
vitisinas (A e B), esta levedura nao é uma boa

promotora para esse fim.

Mora et al.,1990;
Morata et al., 2003,
2005, 2006, 2007;
2018; Lerm et al.,
2010; Comitini et al.,
2011; Suarez-Lepe et
al., 2012; Gobbi et al.,
2013; Jolly et
2014; Benito et al.,
2015; Escott et al.,
2016 Del Fresno et
al., 2017; Escott et

al., 2018

al.,

(continua na pagina seguinte)
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Aplicacdo/Interesse n L. Referéncia
. . Repercusses enoldgicas G
biotecnolégico bibliografica
Aconselhado uso em cofermentacbes com SC, | Ciani et al.,, 2006;
U pois apresenta um metabolismo moderado | Comitini et al., 2011;
so em
. produzindo cerca de 9% v/v de etanol; Producéo | Del Fresno et al.,
cofermentagbes ) ]
de lactato de etilo (aroma a manteiga) menor em | 2017; Escott et al.,
cofermentagcBes com SC do que com S. pombe. 2018
L. thermotolerans pode ser interessante na
o producéo de vinhos doces (melhor balango entre a
Vinificagbes _ N )
o docura e acidez); Pode estabilizar a acidez e | Morata et al., 2018
especiais

melhorar o perfil sensorial de vinhos base para

espumantes.

5.5. Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima)

Metschnikowia pulcherrima (M. pulcherrima) é uma levedura ubiqua encontrada em

uvas e noutros frutos, em plantas e na seiva de arvores. Esta levedura é indistinguivel de

S. cerevisiae ao microscopio (Morata et al., 2019).

Tabela 6. AplicagBes e interesses biotecnoldgicos no uso de M. pulcherrima, referindo as repercussoes

correspondentes.

Aplicacéo/Interesse
biotecnolégico

Repercussbes enoldgicas

Referéncia
bibliografica

Capaz de expressar a pectinase, a protease, a

Gunata et al., 1985,
1988;
Martinez, 2004; Zott

Ganga &

Atividade glucanase, a B-glicosidade e a B-liase; A estirpe M. | et al., 2011; Ganga
enzimética pulcherrima L1781 expressa a-arabinofuranosidase, | et al., 2014,
resultando no aprimoramento de aromas frutados. Barbosa et al,
2018; Jolly et al.,
2019
Algumas estirpes sdo capazes de diminuir a
formacdo de sulfureto de hidrogénio (H2S),
_ impedindo a libertacdo de aromas desagradaveis; o
Qualidade e Caridi et al., 2015;

estabilidade do

vinho

Producgédo de acetoina (aroma a manteiga); Quando
usada em monocultura, pode originar concentracdes
elevadas de acetato de etilo; Demonstra baixa
adsorcdo de antocianinas nas paredes celulares

guando comparada com SC.

Varela et al., 2016;
Barbosa et al., 2018

(continua na pagina seguinte)
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Tabela 6. (continuacao)

Aplicacdo/Interesse n L. Referéncia

; . Repercussbes enologicas e

biotecnolégico bibliografica
Sipiczki, 2006;

] Produz pulcherrimine, um pigmento vermelho que | Csutak et al., 2013;
Capacidade o . i o
) apresenta atividade fungicida eficaz em espécies | Oro et al., 2014,
biocontroladora _ _ )
deteriorantes e sem efeito em SC. Kéntor et al., 2015;

Morata et al., 2019

Devido a elevada atividade proteolitica, o0s
Romano et al.,

Substrato nutritivo aminoacidos podem ser usados por outras espécies 2006

fermentativas.

Aconselhado uso em cofermentagfes com SC ou S. | Combina et al.,
pombe, pois apresenta um metabolismo baixo | 2005; Comitini et
produzindo cerca de 4-7% v/v de etanol, mostrando | al., 2011; Sadoudi
sinais de declinio apds poucos dias do comeco da | et al., 2012; Quirés
fermenta¢éo; Quando usada em inocula¢des mistas | et al., 2014;

com SC, pode promover uma producdo elevada de | Morales et
::J(:fc;remn;nta(;ﬁes ésteres e de 4&lcoois superiores que permitam | al.,2015; Varela et
melhorar a complexidade aromatica do vinho; | al., 2016; Wang et
Quando usada em inoculagbes mistas com S. | al., 2016; Escott et
uvarum, permite a reducdo de acetato de etilo | al., 2018; Barbosa
favorecendo a formacgdo de &lcool fenitilico (aroma | et al., 2018; Jolly

floral); Em inocula¢des sequenciais com SC permite | et al., 2019; Prior

a reducédo do contetdo final de etanol no vinho; etal., 2019

5.6. Saccharomycodes ludwigii

Conhecida como o “pesadelo do enodlogo”, Saccharomycodes ludwiggi (S.
ludwiggi), é frequentemente associada a contaminac¢ées no vinho. E uma levedura dificil
de erradicar, devido a elevada tolerancia a SO,. Comumente, S. ludwiggi é isolada a partir
de fermentacdes lentas, ou até mesmo estagnadas, e também é encontrada em vinhos ja
armazenados (Malfeito-Ferreira et al., 1997; Granchi et al., 2002; Costa et al., 2008;
Dominizio et al., 2011). Esta levedura também j& foi encontrada em rolhas mal desinfetadas
(Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

A concentragdo necessaria de SO, para aniquilar esta levedura pode ser bastante
elevada, pode-se tornar desvantajoso o uso deste método de erradicacdo devido aos
potenciais problemas de saude humana envolvidos (Vally et al., 2009; Santo et al., 2012).

Grandes quantidades de SO, também podem provocar odores e sabores indesejados no
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vinho (Stratford et al., 1987; Delfini et al., 2002). Sdo necessarios entdo, outros métodos

de desinfe¢cdo que permitam o controlo desta espécie.

Tabela 7. Métodos alternativos para combater contaminacdes de S. ludwigii.

Método alternativo para combater contaminacbes de
S.ludwigii

Referéncia bibliografica

O dimetil dicarbonato (DMDC) nado produz aromas
desagradaveis no vinho como o SOz, mas pode afetar SC,
sendo aconselhado a inoculacdo da levedura 12 horas

apos o tratamento.

Divol et al., 2005; Costa et al., 2008

Quitosano é um polissacarideo derivado de crustaceos.

Roller & Covill, 1999

Toxinas produzidas por espécies como a P. anomala
WCS65, a C. pyralidae, a K. phaffii, a M. pulcherrima e a P.
membranifaciens, sdo capazes de provocar danos em

S. ludwigii.

Palpacelli et al., 1991; Lopes &
Sangorrin, 2010; Comitini et al.,
2011; 2013;
Mehlomakulu et al., 2014; Oro et al.,
2014, Berbegal et al., 2017b

Santos et al.,

Tratamentos fisicos como os campos elétricos pulsados

e a radiacdo gama, permitem a inativacdo do

contaminante sem comprometer a qualidade e seguranca

do vinho e também da satde humana.

Youssef et al., 2002; Beveridge et
al., 2003; Puértolas et al., 2009;
2015;
Guerrero & Cantos-Villar, 2015

Gonzéalez-Arenzana et al.,

Tabela 8. Aplicagcbes e interesses biotecnologicos no uso de S. ludwigii, referindo as repercussoes

correspondentes.

Aplicacao/Interesse

. . Repercussfes enoldgicas
biotecnolégico

Referéncia
bibliografica

Lubbers et al.,
1993; Vidal et al.,

Elevada atividade de p-glucanase permite a

formacdo de polissacarideos que permitird a

2004; Guadalupe et
al., 2007; Charlier et

Atlv-ldad-e melhoria do “corpo”, da dogura, da “redondeza’, al., 2007; Palomero
enzimatica L o . et al., 2009;
diminuicAo da adstringéncia e protecdo de Rodrigues et al.
compostos fendlicos contra oxidacao de vinhos tinto. 2012: Iriti & Varoni,
2014, Giovani et al.,
2012
Normalmente produz quantidades elevadas de
Qualidade e acetato de etilo e de acido acético; Pode causar | Morata et al., 2006;

estabilidade do

vinho

decréscimo do conteddo de antocianinas, embora
ndo afete a estabilidade de piranantocianinas
(vitisinas e vinilfenol) nos vinhos envelhecidos em
borras.

al.,
2009; Domizio et
al., 2011

Palomero et

(continua na pagina seguinte)
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Tabela 8. (continuacao)

Aplicacao/Interesse n L. Referéncia
; L Repercussoes enoldgicas G
biotecnolégico bibliografica

Permite o controlo da libertagdo de compostos
indesejados, aumentando a libertacdo de ésteres
Uso em gque promovam uma melhor complexidade o
. n ) L i . Domizio et al., 2011
cofermentacgfes aromatica; A estirpe S. ludwigii Sd64 em inoculacdes
mistas com SC permite a reducao de etanol final do

vinho.

Como demonstrado, S. ludwigii pode trazer beneficios enoldgicos, por isso a
escolha da estirpe deve ser estudada de forma a permitir um melhor compatibilidade com
o vinho que o produtor pretende obter. (Vejarano, 2018).

5.7. Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) foi descoberta em 1983 por Lindner
(Kurtzman et al., 2010). Estirpes desta levedura foram descobertas em mostos de uvas,
em melacos e em cha de kombucha, ou seja, meios com contetido elevado em acgucares
(Teoh et al., 2004; Kurtzman et al., 2010). Esta levedura é capaz de usar glucose, sacarose,

rafinose, maltose e glicerol, como fontes de carbono (Petersen & Russel, 2016).

Tabela 9. Aplicagbes e interesses biotecnoloégicos no uso de S. pombe, referindo as repercussoes
correspondentes.

Aplicaco/Interesse ~ L Referéncia
) - Repercussdes enoldgicas G
biotecnoldgico bibliografica

Capaz de atingir concentracbes de etanol | Redzepovic et al.,

Metabolismo bastante significativos (10-15% v/v); Baixa taxa | 2003; Suarez-Lepe
fermentativo de crescimento, podendo demorar 30 dias a | etal., 2012; Loira
finalizar a fermentacéo. et al., 2018

Embora os resultados observados na literatura
Frankel et al., 1993;

Salmon et al., 2002;
Morata et al., 2003;

sejam contraditérios, a atividade de B-
glicosidase pode ser cerca de 10 vezes maior do

Atividade enzimatica que o encontrado em algumas estirpes de SC, _
Mazauric et al.,

2005, 2006;

Palomero et al 2009

promovendo assim uma elevada formacéo de

polissacarideos (diminuicdo do tempo de

envelhecimento).

(continua na pagina seguinte)
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Aplicacao/Interesse
biotecnolégico

Repercussdes enoldgicas

Referéncia
bibliogréafica

Qualidade e
estabilidade do vinho

Produz concentragfes elevadas de H2S (aroma
a ovos podres); Capaz de promover um aumento
elevado da acidez volati no vinho; Alguns
autores ndo descrevem nenhum “off-flavour” em
particular, embora exista um perda de aromas
com caracter frutado (desaconselhado em
vinificagbes de vinho branco); Certas estirpes
podem promover uma coloracéo mais estavel em
vinhos tintos, devido a elevada formacédo de
vitisina A; Durante o envelhecimento em borras,
a libertacdo de compostos da parede celular de
S. pombe provoca um efeito protetor a oxidagéo
das antocianinas, preservando a cor do vinho; E
capaz de controlar a formagdo de aminas

biogénicas, acido glucénico e carbamato de etilo.

Loira et al.,, 2018;
Redzepovic et al.,
2003;
al., 2004; Uthurry et
al., 2006; Palomero
et al., 2009; Morata
et al., 2012, 2016;
Benito et al., 2015;
Khoo et al., 2017;
Loira et al., 2018

Peinado et

Modelacéo da acidez

A sua capacidade em transformar acido malico
em etanol e CO: traduz-se na desacidificacdo de
um dado mosto; A degradacdo do &cido malico
pode variar entre 75% e 100%, dependendo da

estirpe.

Benito et al., 2012;
Suérez-Lepe et al.,
2012

Uso em

cofermentacgfes

Técnicas de imobilizacdo (esferas de alginato)
sdo usadas para reduzir efeitos negativos, como
niveis elevados de acido acético, ou seja, quando
0 nivel de acido malico pretendido é alcancado,
a levedura é removida e a fermentacao é
finalizada por SC; Cofermentagbes com SC

podem promover uma acidez equilibrada do

Yokotsuka et al.,
1993; Kim et al.,
2008; Comitini et
al., 2011

Vinificacbes especiais

vinho;
Devido a elevada capacidade em formar
polissacarideos, torna-se numa aplicagédo

bastante interessante na producdo de
espumantes, conferindo melhores sensacdes de
boca, perfis aromaticos mais persistentes e de
qualidade, e também um efeito protetor na cor do

vinho.

Kulkarni et al.,
2015; Loira et al.,
2013
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5.8. Torulaspora delbrueckii

De todas as leveduras NS, Torulaspora delbrueckii (T. delbrueckii) € provavelmente
a levedura mais adequada a vinificacdo, tendo sido a primeira espécie NS a ser aceite a
nivel industrial para participar na fermentacao vinica (Ramirez & Velasquez, 2018, Benito,
2018). Sao leveduras normalmente encontradas em habitats selvagens e antropolégicos
(Kurtzman, 2011c).

Tabela 10. AplicagBes e interesses biotecnoldgicos no uso de T. delbrueckii, referindo as repercussées
correspondentes.

Aplicacao/Interesse ~ L. Referéncia
. L Repercussbes enologicas o
biotecnolégico bibliografica
Metabolismo ) _ ) )
_ Capacidade fermentativa muito semelhante a SC. Benito, 2018
fermentativo
E capaz de diminuir a produc¢do de acido acético em
mostos com elevadas concentragfes de agucares; o
~ Comitini et al,
Pode promover o aumento da concentracdo de o
i » | 2011; Azzolini et
lactonas (aroma doce) e de éster etilico, que levara )
_ o ) ) al., 2012; Sadoudi
Qualidade e ao decréscimo da intensidade do aroma frutado

estabilidade do

vinho

(fresco) contrastando com o0 aumento da
complexidade aromética a fruta seca e doce; Nao é
recomendavel 0 uso desta espécie em fermentacdes
de vinhos de mesa novos (branco ou rosé€), mas sim
em fermentagBes de vinho tintos previstos a terem

bastante “corpo”.

et al., 2012;
Veldzquez et al,
2015; Ramirez et
al., 2016; Ramirez

& Velasquez, 2018

Uso em

cofermentacgfes

Normalmente é observado uma dominancia de SC
devido a T. delbrueckii ser mais sensivel ao etanol,
mas a dominancia desta Ultima espécie pode ser
obtida através da proporcéo; InoculagBes mistas com
SC podem promover o aumento da formacédo de
ésteres (acetato de isoamilo, hexanoato de etilo,
octanoato, entre outros), se for garantida a
dominéncia de T. delbrueckii; A dominancia pode ser
garantida através da inoculacao de estirpes “killer” de
T. delbrueckii em quantidades aproximadas de 107
CFU/mL, sendo que a quantidade inoculada de SC

deve ser menor que 105 CFU/mL;

Visser et al., 1990;
Herraiz et al., 1990
Hanl et al., 2005;
(Comitini et
2011; Sadoudi et

al.,

al., 2012;
Gonzalez-Royo et
al., 2014;

Velazquez et al,

2015, 2016;
Ramirez et al,
2016; Renault et

al., 2016; Ramirez
& Velasquez, 2018

(continua na pagina seguinte)
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Tabela 10. (continuacao)

Aplicacao/Interesse n L. Referéncia
; L Repercussoes enoldgicas G e
biotecnolégico bibliografica

Em espumantes, quando inoculada com SC podera .
- . . Gonzalez-Royo et
. permitir a obtencdo de vinhos base com
Vinificagbes o ) ) al., 2014,
o caracteristicas diferentes e de melhor qualidade, .
especiais i . . . Velazquez et al,
embora seja sensivel a elevada pressdo de CO: 2018

formada na segunda fermentacao.

Visto que esta levedura ndo é tdo boa fermentadora como a S. cerevisiae, mais
investigacbes deverdo ser feitas com o objetivo de obter estirpes geneticamente
melhoradas e Uteis para a vinificagcdo (Ramirez & Velasquez, 2018).

5.9. Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus (W. anomalus), antes conhecida como P. anomala,
H. anomala, C. pelliculosa, foi atribuida ao género Wickerhamomyces baseada numa
andlise filogenética de sequéncias gendmicas (Kurtzman, 2011). Na vinificacdo, esta
levedura é encontrada a superficie das uvas, no mosto, no vinho e nas superficies da adega
de todo o mundo (Walker, 2011).

Tabela 11. AplicagBes e interesses biotecnoldgicos no uso de W. anomalus, referindo as repercussoes
correspondentes.

Aplicacao/Interesse ~ L Referéncia
; - Repercussbes enoldgicas S
biotecnolégico bibliografica

Renoufetal., 2007;

Algumas estirpes conseguem tolerar concentracbes | G.M. Walker, 2011;

Metabolismo K ) o i
. até 12,5% v/v de etanol, podendo assim persistir até | C. Diaz et al.,
fermentativo ]
ao fim da fermentacao. 2013; A. Sabel et
al., 2014
Capaz de produzir grandes concentracdes de acetato
_ de etilo (>150 mg/L); No entanto é capaz de promover | Viana et al., 2008;
Qualidade e

- aformacao de ésteres que traduzam aromas frutados | Domizio et al,
estabilidade do o ) N )
- e outros compostos volateis tem impactos positivos | 2011; Izquierdo
vinho
no aroma do vinho, como por exemplo, acetato de | Cafias et al., 2014

amilo e acetato de fenil-etil.

(continua na pagina seguinte)
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Aplicacao/Interesse
biotecnolégico

Repercussbes enolégicas

Referéncia bibliografica

Capaz de produzir glicosidades (B-D-
glucosidase, a-L-arabinofuranosidase, [-D-
xilosidase e a-L-ramnosidase) envolvidas na

libertacao de compostos aromaticos; A estirpe

Rosi et al, 1994,
Charoenchai et al., 1997;
Manzanares et al., 1999,
2000; Van Rensburg &
Pretorius, 2000; Gil et al.,

Atividade
o W. anomalus AS1 produz a exo--1,3- | 2005; Mateo et al., 2011;
enzimatica ;
glucanase que é capaz de aumentar a | Sabel et al., 2014,
concentracdo de compostos bioativos | Schwentke et al. 2014;
sensoriais; Com aplicacdo na clarificacgo: | Lopez et al., 2015; Padilla
protease aspartica. et al., 2016; Schlander et
al., 2017
Algumas estirpes sdo capazes de produzir a
toxina Pikt, que é combate contaminacdes de Comitini et al., 2004,
. . , Sangorrin et al., 2008;
Capacidade leveduras deteriorantes (género
) Oro etal., 2016; Csutak et
biocontroladora Brettanomyces) provocando danos

irreversiveis. No entanto pode ter efeitos

negativos em SC.

al.,, 2017; Fernandez de
Ullivarri et al., 2018

Uso em

cofermentacgfes

Embora consiga suprimir o crescimento de
outras espécies NS, o mesmo nao se observa
na presenca de SC; Cofermentacdes com SC
melhor  controlo do

podem  permitir

microbioma de um mosto, melhorar
caracteristicas aromaticas e controlar a
producdo de etanol, glicerol e acidez; Certas
estirpes em cofermentacdo com SC permitem
melhor controlo da formacdo de acetato de

etilo.

Rojas et al., 2003; Kurita,
2008; Domizio et al., 2011;
Andorra et al. 2012; Gobbi
et al., 2013; Canonico et
al., 2016; Padilla et al.,
2016; Bagheri et al., 2017

Mais investigacdes deverdo ser feitas para obter estirpes de W. anomalus mais

fidveis para uso enoldgico (Padilla et al., 2018).

5.10. Zygosaccharomyces rouxii

Zygosaccharomyces rouxii (Z. rouxii) € considerada uma levedura deteriorante

devido a sua capacidade de crescer em condi¢cdes adversas: concentracdo de acucares

elevada, pH baixo (<2,2), concentracdes altas de preservantes usados (SO,), presenca de

acidos orgéanicos e niveis de oxigénio baixos (Romano & Suzzi, 1993; Steels et al., 1999;
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Martorell et al., 2007; Gordon & Wolfe, 2008; Xiang et al., 2018). Da dificuldade em

erradicar e prevenir que esta levedura leve a uma potencial deterioracdo do vinho, advém

a necessidade de usar métodos alternativos que possibilitem o controlo de Z. rouxii.

Tabela 12. Métodos alternativos para combater contaminag@es de Z. rouxii.

Método alternativo para combater contaminagfes de Z. rouxii

Referéncia bibliogréafica

O acido peracético aplicado nas superficies da adega previnem
contaminagfes cruzadas.

Frisén et al., 2014

O péptido lactoferrina B, a toxina PMKT produzida por P.
membranifaciens e as toxinas K1, K2, K28 e Klus, produzidas
por SC, podem surtir efeito em Z. rouxii, prevenindo o uso de
metabissulfito no vinho.

Escott et al., 2018

A enzima B-glucanase apenas provoca uma inibicdo parcial.

Escott et al., 2017

Tratamentos fisicos como ultrassons com aquecimento e
descargas por barreira dielétrica, permitem a inativacdo
irreversivel do contaminante sem comprometer a qualidade e
seguranca do vinho e também da saude humana.

Kirimli & Kunduhoglu, 2016;
Xiang et al., 2018

Esta

levedura consome preferencialmente frutose em vez de glucose,

demonstrando caracter frutofiico como jA observado anteriormente em C. stellata

(subcapitulo 5.2) (Leandro et al., 2011). Apesar de ainda haver pouca literatura acerca do

potencial de Z. rouxii na vinificagcdo, sabe-se que esta levedura apresenta algumas

caracteristicas metabdlicas interessantes para a produgéo de vinhos.

Tabela 13. Aplicagbes e interesses biotecnolégicos no uso de W. anomalus, referindo as repercussées

correspondentes.

Aplicacao/Interesse

Referéncia

biotecnolégico

Repercussfes enolégicas

bibliografica

Qualidade e
estabilidade do

vinho

Devido ao forte caracter frutofilico, é capaz de finalizar

fermentagdes estagnadas onde existam
concentracdes de frutose elevadas; Certas leveduras
do género Zygosaccharomyces podem aumentar a
producéo de alcoois superiores e reduzir o conteddo
de acetoina, podendo contribuir para o peffil
aromatico do vinho; Potencia uma producéo elevada
de acido acético; Z. fermanti produz niveis reduzidos

de H2S; Z. bailii consegue degradar o &cido malico.

Romano & Suzzi,
1993; Romano &
1993b;

Loureiro &

Suzzi,

Malfeito-Ferreira,
2003; Jolly et al.,
2014

(continua na péagina seguinte)
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Tabela 13. (continuacao)

Aplicacao/Interesse n L. Referéncia
; L Repercussoes enoldgicas G
biotecnolégico bibliografica

Devido ao forte caracter frutofilico, é capaz de finalizar
fermentacfes estagnadas onde existam | Romano & Suzzi,

concentracdes de frutose elevadas; Certas leveduras | 1993; Romano &

Qualidade e do género Zygosaccharomyces podem aumentar a | Suzzi, 1993b;
estabilidade do producédo de alcoois superiores e reduzir o contetido | Loureiro &
vinho de acetoina, podendo contribuir para o perfil | Malfeito-Ferreira,

aromético do vinho; Potencia uma producéo elevada | 2003; Jolly et al.,
de acido acético; Z. fermanti produz niveis reduzidos | 2014

de H2S; Z. bailii consegue degradar o acido mélico.

Na producéo de vinho doce, a auséncia de controlo
Vinificagcbes do crescimento de leveduras Zygosaccharomyces
o . Alonso et al., 2015
especiais pode provocar uma refermentacdo, aumentando a

turbidez do vinho e a producgéo de COs-.

Inoculagbes mistas com SC podem prevenir a

Uso em producdo de metabdlitos indesejaveis e promover a | Dominizio et al.,
cofermentacgbes formacao de polissacarideos, melhorando o “corpo” | 2011
do vinho.

6.Conclusao

Durante muito tempo a fermentacgédo alcodlica foi entregue inteiramente a levedura
S. cerevisiae. ldentificaram-se e eliminaram-se dos mostos, espécies que ndo pertenciam
ao género Saccharomyces, por se verificar que estas podiam apresentar um risco para o
controlo de qualidade e investimento na producgéo de vinho. Varias investiga¢des cientificas
ao provar que estas espeécies NS apresentavam comportamentos deteriorantes, também
provaram que as mesmas podem trazer beneficios para a producao de diferentes vinhos.

Previamente, nesta revisdo bibliografica foram descritos parametros que
determinam este grupo de leveduras como possiveis ferramentas importantes na enologia
atual. Os principais parametros sao a modelacdo de acidez, a modelacédo do teor alcodlico
e a qualidade do perfil aromatico do vinho, pois sao aqueles que podem ter maior impacto
na comercializacdo dos vinhos.

Foi descrito que S. pombe e L. thermotolerans sao as leveduras mais eficazes na

modelagdo da acidez. Estas leveduras podem ser usadas em paises quentes, onde nos
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processos de vinificacdo sdo detetados niveis de acUcares elevados, promovendo assim
frescura e acidez ao vinho.

C. stellata e M. pulcherrima mostram-se eficazes na modelacéo do grau alcodlico
do vinho. Esta caracteristica pode ser tomada em conta, nos mercados que requerem de
vinhos com menos éalcool. Nos vinhos tintos o glicerol € um elemento substancial, por isso
destacam-se L. thermotolerans, C. stellata e W. anomalus como bons produtores deste
alcool, conferindo assim mais “corpo” ao vinho.

O aperfeicoamento do perfil aroméatico nos vinhos pode ser importante para
aceitabilidade do vinho pelo cliente e, pode ser adquirido com o uso de maior parte das
leveduras descritas no capitulo 5. No entanto, S. pombe, M. pulcherrima e Z. rouxii, podem
produzir aromas nefastos, quando ndo ha controlo do crescimento das popula¢gfes no
mosto.

A produgdo elevada de enzimas de C. stellata, A. pullulans,
Hanseniaspora/Kloeckera (género) e S. ludwigii, criam reagfes positivas no mosto,
conferindo qualidades unicas ao vinho, como a libertacdo de polissacarideos. Algumas
leveduras como A. pullulans e M. pulcherrima podem demonstrar comportamento de
controladores biol6gicos, produzindo compostos microbicidas.

Algumas destas leveduras apresentam defeitos para uso na vinificagdo. S. ludwigii
e Z. rouxii sdo extremamente dificeis de controlar, o que pode resultar em fermentagfes
contaminadas. A producdo de &cido acético é indesejavel e foi descrito que S. pombe é
uma produtora notavel deste acido.

Estas leveduras também podem desempenhar um papel fundamental na segunda
fermentacdo, nomeadamente a T. delbrueckii, 0 que demonstrou ser bastante util na
vinificacdo de espumantes.

A literatura indicou muitas vezes, que 0 uso de inoculacdes mistas ou sequenciais
preveniam certas repercussdes negativas no uso de leveduras NS, como também podia
potenciar 0s aspetos mais positivos garantindo a progressao e finalizacdo da fermentacao
por parte de S. cerevisiae.

Hoje, o investimento em espécies NS para uso na vinificagdo pode apresentar
algum risco, sendo que, poucos vinhos no mercado ainda resultam desta ferramenta
biotecnol6gica, confirmando assim o estigma ainda presente no setor. No entanto, é
necessaria mais investigacao que possibilite a identificagdo, escolha e manipulacdo de
estirpes mais compativeis com o estilo de vinho a ser feito e com a regido onde este mesmo

€ produzido.
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