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Resumo

A influéncia de compostos fendlicos na fermentacdo de mostos vinicos por Saccharomyces
cerevisiae tem vindo a ser estudada ha algum tempo, mas ndo ao ponto, ainda, de permitir
tirar conclusdes consensuais. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de compostos
fendlicos no crescimento e no comportamento fermentativo de S.cerevisiae em condi¢cdes
enoldgicas simuladas, nomeadamente avaliar o efeito na produ¢do de etanol e glicerol e na
composicdo volatil dos vinhos sintéticos obtidos. Os compostos fendlicos testados foram o
acido cafeico, o 4cido gélico e dois taninos, um extraido das peliculas e outro das sementes
das uvas (A e B). Ao contrdrio da maior parte dos estudos publicados sobre este tema,
observou-se que estes compostos estimularam o crescimento da levedura, acelerando a fase
exponencial de crescimento e conduzindo a valores mais elevados de biomassa final. O
metabolismo de agucares foi afetado pela presenca de compostos fenélicos com reflexo nas
quantidades de etanol e glicerol obtidas. Curiosamente, o maior consumo de glucose e frutose
ndo conduziu a uma maior produgdo de etanol e glicerol. O perfil aromético dos vinhos
também foi influenciado pelos compostos fendlicos, notando-se um aumento na produgao de
ésteres. A producdo de élcoois superiores e dcidos gordos, para além do efeito dos compostos
fendlicos, foi também influenciada pela composi¢ao nutricional do meio, sendo aumentada
pela inclusdo de extrato de levedura. Podemos concluir que os compostos fendélicos afetam o
comportamento fermentativo de S.cerevisiae com reflexo na composi¢ao quimica dos vinhos.
O maior ou menor impacto dependera do tipo de composto fendlico, da sua concentracao e da

composi¢ao nutricional do meio.

Palavras chave: fermentacdo vinica, Saccharomyces cerevisiae, compostos fenolicos, perfil

aromatico



Abstract

The influence of phenolic compounds on the fermentation of wine musts by Saccharomyces
cerevisiae has been studied for some time, but not yet to the point where consensus
conclusions can be drawn. The aim of this work was to investigate the effect of phenolic
compounds on the growth and fermentation behaviour of S.cerevisiae under simulated
oenological conditions, namely to evaluate the effect on ethanol and glycerol production and
on the volatile composition of the synthetic wines obtained. The phenolic compounds tested
were caffeic acid, gallic acid and two tannins, one extracted from the skins and the other from
the seeds of the grapes (A and B). Contrary to most published studies on this subject, it was
observed that these compounds stimulated yeast growth, accelerating the exponential growth
phase and leading to higher final biomass values. The metabolism of sugars was affected by
the presence of phenolic compounds, which was reflected in the quantities of ethanol and
glycerol obtained. Interestingly, the higher consumption of glucose and fructose did not lead
to a higher production of ethanol and glycerol. The aromatic profile of the wines was also
influenced by the phenolic compounds, with an increase in the production of esters. In
addition to the effect of phenolic compounds, the production of higher alcohols and fatty
acids was also influenced by the nutritional composition of the medium, which was increased
by the inclusion of yeast extract. We can conclude that phenolic compounds affect the
fermentation behaviour of S. cerevisiae, which is reflected in the chemical composition of the
wines. The greater or lesser impact will depend on the type of phenolic compound, its

concentration and the nutritional composition of the medium.

Keywords: wine fermentation, Saccharomyces cerevisiae, phenolic compounds, aromatic

profile
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1 Introducao

1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem diversas propriedades bioativas e, embora ndo sejam
considerados nutrientes essenciais, a sua ingestao na dieta estd associada a efeitos benéficos
para a saide. Sdo metabolitos secunddrios de origem vegetal, resultantes das vias do dcido
chiquimico e do fenilpropanoide (de la Rosa et al., 2019), ou seja, sdo produtos do
metabolismo das plantas que ndo sdo essenciais para o seu crescimento ou desenvolvimento

basico.

Os compostos fendlicos nao estao uniformemente distribuidos nas diferentes partes dos frutos,
como por exemplo as uvas. Nas sementes, encontramos flavandis e dcido galico, enquanto na
polpa predominam &cidos hidroxicinamil tartdricos. Nos vasos fibrovasculares, os compostos
presentes sao flavandis e dcidos fendlicos do tipo benzdico. A pelicula do fruto, rica em
antocianinas, também contém flavondis e antocianinas adicionais. Esses compostos fendlicos
sdo armazenados em diferentes partes das células, com destaque para os vactiolos da polpa,
onde podem estar ligados a polissacarideos nos vasos fibrovasculares ou livres no suco
vascular da pelicula. Nas peliculas, eles também podem estar unidos a polissacarideos das
paredes celulares e a proteinas das membranas dos vaciolos. Em relacdo as sementes, a
concentragao de compostos fendlicos € mais alta nos tecidos externos. Estudos indicam que
esses compostos também sao encontrados noutras partes da planta, como 6rgaos

fotossintéticos e de transporte, além do fruto (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).

No contexto vinicola, destaca-se a diferenca significativa na quantidade de compostos
fendlicos entre vinhos tintos e brancos. Os vinhos tintos apresentam concentragdoes muito
maiores, variando entre 1000 e 4000 mg/L, em comparacdo com os 200-300 mg/L presentes
nos vinhos brancos (Mamede & Pastore, 2004). Tal diferenca ndo se deve apenas a presenca
das antocianinas, mas também aos métodos de produgdo. No processamento de vinho tinto, as
cascas, sementes e engacos (por vezes) sdo incluidos, contribuindo para a extracao de uma
maior quantidade de compostos fendlicos. A composicao de compostos fendlicos maioritarios
também varia, destacando-se a catequina e epigalocatequina nos vinhos brancos, e a catequina
e dcido gélico nos vinhos tintos. Essas diferencas podem ser influenciadas pela origem e tipo

da uva utilizada (Mamede & Pastore, 2004). Os compostos fendlicos podem-se converter em
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diversos produtos de reacdo quando as células das plantas sdo danificadas, como acontece

durante o processamento dos alimentos. Este facto contribui para a complexidade dos

compostos polifendlicos presentes nos alimentos (Izawa et al., 2010).

Em resumo, os compostos fendlicos das diferentes partes do fruto tém implicacdes

importantes na qualidade dos vinhos. Essas substancias ndo apenas conferem cor, sabores e

textura distintos mas também podem oferecer beneficios a sadde.

As tabelas abaixo apresentam uma das hipdteses de esquematizagao dos principais compostos

flavon6ides bem como os ndo flavondides, as suas subcategorias, alguns dos principais

exemplos de cada grupo e alguns alimentos onde se podem encontrar estes compostos.

Tabela 1 — Compostos nao flavondides. Adaptado de (Vasantha, Nair & Robison, 2014)

Compostos fendlicos

Alimentos principais onde se encontram

Acidos
fendlicos

Acidos
hidroxicindamicos

Acido cafeico

Acido clorogénico
Acido fertlico

Acido sindpico

Acido caftarico
/Acido neoclorogénico
Acido p-cumdrico

Amora, framboesa, morango, groselha-preta, mirtilo, arando,
péra, cereja doce, maca, laranja, toranja, limao e péssego

Acidos

hidroxibenzoicos

Acido elagico
Acido galico
Acido gentisico
/Acido siringico

Morango, framboesa, uvas, semente de longan e roma

Taninos

IPolimeros de catequina
Polimeros de epicatequina
Elagitaninos
IProantocianidinas

/Acidos tanicos
Galotaninos

Semente/casca de uva, sumo de maga, morangos, framboesas,
roma, nozes, péssego, amora € ameixa

Lignanos

Secoisolariciresinol
Matairesinol

Péra

Estilbenos

IResveratrol
trans-Resveratrol

Uvas
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Tabela 2- Compostos flavondides. Adaptado de (Vasantha Rupasinghe, Nair, & Robison, 2014)

Compostos fendlicos

Alimentos principais onde se encontram

Flavonéides

Flavondis

Miricetina
Quercetina
Kaempferol
[sorhamnetina

Magis, alperces, uvas, ameixas, mirtilos, azeitonas, sabugueiros,
groselhas, cerejas, amoras, mirtilos e arando.

Flavanonas

INaringenina
Hesperetina
INeohesperidina

Limao, laranja, toranja e tangerina.

Flavonas

/Apigenina
ILuteolina
Tangeretina
[Nobiletina

Limado, laranja, toranja e tangerina.

Flavan-3-ois

(+)-Catequina
(—)-Epicatequina
(—)-Epicatequina 3-galato
(—)-Epigalocatequina-3-
galato

(+)-Galocatequina
(—)-Epigalocatequina
Procianidinas
Prodelphinidinas

Magis, damascos, uvas, péssegos, nectarinas, framboesas, cerejas,
amoras, mirtilos, arando, peras, ameixas e passas

Antocianinas

Cianidina 3-galactosideo
Cianidina 3-glicosideo
Cianidina 3-arabinosideo
Cianidina 3-xilosideo
Malvidina

Delfinidina
Pelargonidina

Amoras, groselha-preta, mirtilos, uva preta, sabugueiro, morangos,
cerejas, ameixas, arando, roma e framboesa

Dihidrochalcona
S

[Florretina
[Floridzina

Maca
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1.1.1 Compostos de natureza nao-flavonoide

Os nao-flavondides constituem uma categoria de compostos fenélicos mais simples (Vaccari,
Soccol & Ide, 2009), constituindo uma extensa familia dentro dos polifendis. Geralmente, eles
apresentam estruturas mais elementares do que os flavondides, consistindo principalmente em
acidos fendlicos, como os acidos hidroxibenzdicos e hidroxicinamicos, além de estilbenos.
Essas substancias podem ser encontradas em quantidades que variam de 60 a 566 mg/L. em

vinho tinto (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Estes compostos fendlicos tém um papel significativo no processo de oxidacdo que leva ao
escurecimento dos mostos e vinhos. Ainda que ndo exercam uma influéncia direta no paladar
dos vinhos, desempenham um papel na formacao de fendis volateis, o que resulta em
modificagdes nos aromas. Quando obtidos por meio da prensagem direta das uvas, os sumos
contém predominantemente compostos fendlicos nao-flavondides (Cabrita, Ricardo-da-Silva

& Laureano, 2003).

1.1.1.1 Acidos fenélicos

Os 4cidos fendlicos representam uma categoria de substancias nao-flavondides amplamente
distribuidas no reino vegetal. Estdo presentes em diversas formas, incluindo a forma livre,
conjugada soldvel e ligada insolivel. Estes compostos sdo encontrados em abundancia em
vérios alimentos, como cereais, leguminosas, frutas, vegetais, oleaginosas, bebidas e ervas. Os
supra referidos dcidos demonstram a notavel capacidade de atuar como antioxidantes,
combatendo diversos tipos de radicais, como o hidroxilo, o anido radical superéxido, vérios
radicais organicos, o peroxinitrito e o oxigénio singleto. Adicionalmente, desempenham
funcdes como antioxidantes de interrup¢do de cadeias e como agentes redutores. Além disso,
desempenham um papel relevante na regulacdo das vias de sinalizacdo celular. A influéncia
das caracteristicas estruturais na eficicia da atividade antioxidante dos dcidos fendlicos é um

aspeto bastante discutido (Chandrasekara, 2019).

Existem dois agrupamentos principais de acidos fendlicos com relevancia para uvas e vinhos.
Estes grupos sdo os 4cidos hidroxibenzdicos, compreendendo sete dtomos de carbono, € os

acidos hidroxicinamicos, constituidos por nove dtomos de carbono (Gutiérrez-Escobar,
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Aliafio-Gonzélez & Cantos-Villar, 2021). Em geral, a atividade antioxidante dos derivados
dos acidos hidroxicinamicos € maior do que a dos 4dcidos hidroxibenzdicos (Mamede &
Pastore, 2004). Estes 4cidos, ndo se manifestam apenas nas suas formas nao conjugadas, mas
também sob a forma de derivados conjugados ou esterificados. Por exemplo, os dcidos
hidroxicindmicos no vinho derivam, durante o processo de fermenta¢ado, da hidrélise dos
ésteres tartdricos hidroxicindmicos. Estes compostos podem servir como substrato para
processos de oxidacdo e atuam como precursores do acastanhamento que pode ocorrer em

vinhos brancos (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.1.1.1.1 Acidos hidroxicinAmicos

Os 4cidos cinamicos t€ém um papel distinto de muitos outros compostos fendlicos pelo facto
de ndo estarem apenas ligados a adstringéncia, mas também ao escurecimento oxidativo em

mostos e vinhos brancos (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).

Os 4cidos hidroxicindmicos representam o terceiro grupo mais abundante de polifendis
encontrados em uvas e sao o grupo dominante nos mostos e vinhos brancos (Gutiérrez-
Escobar, Aliafio-Gonzélez & Cantos-Villar, 2021). No entanto, a quantidade de dcidos
hidroxicinamicos nas uvas depende da variedade das mesmas (Cabrita, Ricardo-da-Silva &
Laureano, 2003). Alguns estudos foram feitos sobre a quantificacao de 4cidos
hidroxicindmicos em diversos vinhos, apontando para valores de 100 mg/L em vinhos tintos e
30 mg/L em vinhos brancos, no entanto, outros estudos, encontraram60mg/L. em vinhos tintos
e 130 mg/L em vinhos brancos (Gutiérrez-Escobar, Aliafo-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
Os 4cidos hidroxicindmicos considerados mais relevantes sdo o acido ferulico, o 4cido p-
cumdrico e o 4cido cafeico. Na polpa das uvas, os compostos fendlicos sdo liderados pelo
acido cafeico, sendo o fertilico menos prevalente. Nas células da casca, tanto o 4cido cafeico
quanto o acido p-cumdrico podem dominar, permitindo a categorizagcdo das variedades com

base na relacdo entre esses dois dcidos (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).
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Acido cafeico

O é4cido cafeico € o principal dcido hidroxicinamico na dieta humana (Dable-Tupas et al.,
2023), sendo um metabolito secundario na formacdo da lignina nas plantas (Dable-Tupas et
al., 2023) e € produzido como parte do seu metabolismo secundério (Dable-Tupas et al.,
2023). Este 4cido estd presente em bastantes plantas, incluindo o café, o tomilho, a salva e a
oliveira. Este composto desempenha um papel fundamental no aroma caracteristico do café e
exibe propriedades como a¢do antitumoral (influenciando a vascularizagdo de células
tumorais, inibindo assim o crescimento de tumores), efeitos antiplaquetérios, prevengao de
carcinogénese, antioxidantes e anti-inflamatdérios (Sakai et al., 2022) (Dable-Tupas et al.,

2023).

1.1.1.1.2 Acidos Hidroxibenzéicos

No que diz respeito aos 4cidos derivados do 4cido hidroxibenzdico, destacam-se
especialmente os acidos vanilico, siringico e salicilico, os quais estdo ligados as estruturas das
paredes celulares. No entanto, o mais relevante € o acido gélico, que surge na forma de ésteres
de flavanéis. Outros dcidos benzdicos, como o protocatéquico, o gentisico e o p-
hidroxibenzdico, encontram-se em menor quantidade nas uvas, maioritariamente na forma de
ésteres. Durante o processo de producao e conservagao do vinho ocorre uma hidrélise lenta
destes ésteres, resultando na presenca destes compostos tanto em forma livre como
combinada no vinho (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003). Em determinados vinhos
que sdo submetidos ao envelhecimento em barris, é possivel detetar elevados niveis de dcido

gédlico (Mamede & Pastore, 2004).

A quantidade total de acidos hidroxibenzéicos nos vinhos tintos pode variar
consideravelmente, abrangendo desde quantidades ndo detetaveis até cerca de 218 mg/L

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
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Acido gélico

O 4cido gélico e suas variagdes estdo amplamente distribuidos por diferentes partes das
plantas, abrangendo desde a casca até a semente, passando pela madeira, folhas, frutos e
raizes (Fitzpatrick & Woldemariam, 2017). Nas uvas € maioritariamente encontrado nas
sementes e caules, podendo também ser extraido de barris de carvalho, geralmente em
quantidades que variam entre 10 a 100 mg/L (Wamhoff & W. Gribble, 2012). Este composto
destaca-se como um dos dcidos fendlicos mais relevantes nos vinhos tintos, apresentando uma
concentracao média de cerca de 70 mg/L, enquanto nos vinhos brancos essa concentracao
pode atingir cerca de 10 mg/L. Este 4cido € especialmente importante por ser o precursor de

todos os taninos hidrolisaveis (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzdlez & Cantos-Villar, 2021).

1.1.1.2 Taninos

Os taninos s@o compostos fendlicos que tém a capacidade de se ligar a proteinas e outras
moléculas poliméricas, como os polissacarideos, provocando a sensa¢ao de adstringéncia.
Este fendmeno acontece devido a precipitacao das proteinas, o que resulta na perda do efeito
de lubrificacdo da saliva (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021) (Izawa
et al., 2010). Estes compostos podem ser classificados em duas categorias principais: taninos
hidrolisaveis e taninos nido hidrolisaveis, também conhecidos como taninos condensados
(Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003) (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez &
Cantos-Villar, 2021). Os hidrolisdveis formam-se através da ligacdo de um actcar, geralmente
a glucose, a um composto fendlico como o 4cido galico ou o 4cido elagico (Cabrita, Ricardo-
da-Silva & Laureano, 2003). Muitas vezes estes taninos, dada a especificidade dos locais onde
sao encontrados, sdo considerados marcadores de idade em vinhos envelhecidos em barris. A
concentrac¢do final de taninos hidrolisdveis pode variar significativamente, situando-se entre

0,4 e 50 mg/L (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Os taninos ndo hidrolisdveis sdo abundantes na madeira e podem ser encontrados em vinhos
que passaram por envelhecimento ou armazenamento em barris (Cabrita, Ricardo-da-Silva &
Laureano, 2003). Os taninos condensados ocorrem também naturalmente nas uvas e sao
compostos por moléculas de flavondides, sendo conhecidos como procianidinas. Estes taninos

sdo predominantemente encontrados nas sementes das uvas (Cabrita, Ricardo-da-Silva &
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Laureano, 2003). Os taninos condensados naturais geralmente sdo encontrados em
quantidades que variam de 1,2 a 3,3 g/l (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzélez & Cantos-

Villar, 2021).

Enquanto os taninos hidrolisdveis, como os taninos galicos, possuem um hidrato de carbono
central e podem ser decompostos por dcidos fracos, os taninos condensados, exemplificados
pelas proantocianidinas, formam polimeros complexos e ndo sdo facilmente suscetiveis a
hidrélise. Ambos sdo soliveis em dgua, mas a diferenciagdo ocorre na composicao e na
capacidade de hidrélise. A complexidade desses compostos nos alimentos € decorrente de sua
diversidade estrutural, exercendo influéncia na qualidade alimentar quando ocorre dano as

células vegetais (Izawa et al., 2010).

A medida que os vinhos envelhecem, as mudancas na estrutura dos taninos afetam a cor e as
caracteristicas sensoriais dos vinhos. Inicialmente, os vinhos jovens possuem taninos com
massa molecular média, mas essa massa aumenta a medida que o vinho amadurece (Cabrita,

Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).

Os taninos tém outras vantagens havendo interesse nos mesmos como substancias bioativas
devido a sua capacidade de produzir efeitos benéficos para o organismo quando ingeridos
através da alimentagao durante longos periodos de tempo. Isto deve-se especialmente as suas
propriedades antioxidantes, que protegem os tecidos da acdo prejudicial dos radicais livres
resultantes do envelhecimento celular e de outros processos fisiologicos. Alguns tipos de
taninos tém revelado agora outros efeitos positivos na satde, dependentes da dose, incluindo a
aceleracdo da coagulacdo sanguinea, a reducdo da pressdo arterial, a diminuicdo dos niveis de

lipidos séricos e a modulagdo das respostas imunitarias (Dable-Tupas et al., 2023).

1.1.1.3 Estilbenos

Os estilbenos sdo compostos que se encontram de diferentes formas em vdrias plantas. Varios
estudos apontam que foram identificados cerca de 1038 tipos de estilbenos em 275 espécies

de plantas, predominando essencialmente em 11 familias das mesmas (Su, Zhou & Li, 2022).

Ao longo do tempo foi-se reconhecendo um grande potencial nestes compostos como
componentes de alimentos funcionais e produtos naturais de saide. Um exemplo notdvel € o

resveratrol, que estd presente em mais de 70 espécies de plantas, incluindo uvas, amendoins e
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aipo (Su, Zhou & Li, 2022). Diversos estudos sugerem que os estilbenos, especialmente o
resveratrol e seus compostos relacionados encontrados no vinho, podem ter efeitos benéficos
na saide humana. Estudos indicam que estas substancias fruem de propriedades antioxidantes
e podem desempenhar um papel na prevencdo de doengas cardiacas e até mesmo de certos
tipos de cancro (Schroder, 2000). Possuem ainda uma capacidade de diminui¢cdo da

aglutinagdo de plaquetas e propriedades anti-inflamatdrias (Caliari, 2014).

1.1.2 Compostos de natureza flavonoide

Os flavonoides podem ser encontrados de forma livre ou polimerizados com outros
flavondides, agicares, compostos ndo-flavondides, ou mesmo em combinacgdes desses

elementos (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).

Grande parte da estrutura e da cor dos vinhos € atribuivel a esta familia de compostos
presentes nas grainhas, na polpa e na pelicula das uvas. Entre eles, as antocianinas, os
flavano-3-4is e as proantocianidinas desempenham um papel primordial na colorac¢do dos

vinhos (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).

Os flavonoides presentes nas uvas sao essencialmente representados pelos flavondis, embora
as antocianinas e flavano-3-ois também sejam extremamente relevantes nas mesmas. E ainda
possivel encontrar dihidroflavonéis e flavonas nas uvas, sendo as flavonas mais comuns nas

folhas das videiras (Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

Este tipo de compostos possui uma forte acdo anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatéria

e antibacteriana, entre outras (Louie et al., 2020).

1.1.2.1 Flavonois

Os flavondis representam uma das principais subclasses dos flavonodides (Company, Lloret-
Fillol & Costas, 2013). Da familia dos flavondides sdo os compostos presentes em mais
alimentos, tal como cebola, couve, alho-porro e brécolos, no vinho tinto e no chd (Herrero et
al., 2012). Na Uva sdo encontrados na pelicula da mesma (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-

Gonzalez & Cantos-Villar, 2021). Os principais flavondis presentes na uva sao o kaempferol,
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quercetina, isoramnetina e miricetina (Vaccari, Soccol & Ide, 2009) assim como nos restantes

alimentos (Herrero et al., 2012).

Os flavondis sdo compostos presentes em vinhos brancos e tintos, contribuindo para a cor nos
vinhos brancos e sendo mascarados pelas antocianinas nos tintos. A sua tonalidade pode
mudar de branco para amarelo, sendo essenciais para a estabiliza¢do da cor dos vinhos tintos
jovens por meio da copigmentacdo com as antocianinas. Além disso, desempenham um papel
importante na percep¢ao de adstringéncia e amargor nos vinhos. Em vinhos tintos, a
concentracao maxima de flavondis € geralmente cerca de 60 mg/L (Gutiérrez-Escobar,

Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Sao substancias com atividade bioldgica significativa, incluindo propriedades antioxidantes,
acdo antimicrobiana, protec¢ao do figado, efeitos anti-inflamatérios e capacidade de dilatar os
vasos. Também se tem considerado o potencial dos flavondis como agentes com propriedades

anticancerigenas (Company, Lloret-Fillol & Costas, 2013).

1.1.2.2 Flavanonas

As flavanonas sdo compostos encontrados numa sele¢do limitada de alimentos como o grio-
de-bico, cominho, hortela-pimenta, espinheiro, alcaguz, sorveira e citrinos. Elas também estao

presentes em ervas e especiarias (Pietta, Minoggio & Bramati, 2003).

A Flavanona predominante no vinho € a naringenina, com concentragdes de até 25 mg/kg em
vinhos tintos e 7,7 mg/kg em vinhos brancos (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzélez & Cantos-

Villar, 2021).

As flavanonas, no geral, apresentam uma série de beneficios para a satde, incluindo
atividades antimicrobianas, redu¢do do risco de doengas corondrias, propriedades anti-
hipertensivas, antioxidantes, anti-inflamatdrias e melhorias no metabolismo lipidico. A
naringina, mais concretamente, tem uma acao antioxidante, elimina radicais livres, protege a
vitamina E no plasma, reduz o colesterol, combate o stress oxidativo e inflamac¢do, diminui o

risco de aterosclerose e estimula a reparacdo do DNA em células cancerigenas da préstata

(Zuiter, 2014).
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1.1.2.3 Flavonas

As flavonas sdo um subgrupo importante de flavondides que se encontram amplamente
distribuidos nas plantas. Destacam-se como metabolitos especializados muito relevantes nas
funcdes de sinalizacdo e defesa das plantas. Além disso, desempenham um papel crucial na
alimentacdo humana, oferecendo beneficios significativos para a saide (Dable-Tupas et al.,

2023).

Este classe de flavondides apresenta estruturas de anéis que demonstraram ser eficazes em
varias condicdes patolégicas, gracas as suas propriedades antioxidantes, antiproliferativas,
antitumorais e antimicrobianas. Estas estruturas tém sido amplamente utilizadas para
abordagens multifacetadas em doengas complexas, como cancro, inflamacao, doengas

cardiovasculares, diabetes e distirbios neurodegenerativos (Singh & Silakari, 2018).

As flavonas sdo compostos encontrados em diversas partes das plantas, como folhas, flores e
frutos, na forma de glicosideos. Algumas fontes importantes de flavonas incluem aipo, salsa,
pimentos vermelhos, camomila e hortela. Além disso, as cascas e tecidos de frutas citricas,

como laranjas, tangerinas e clementinas, sdo ricos em flavonas (Dable-Tupas et al., 2023).

Sao possiveis concentracdes de flavonas no vinho que variam entre 0,02 e 1 mg/L (Gutiérrez-

Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.1.2.4 Flavan-3-ols

Os flavan-3-06is s@o uma subclasse de flavon6ides amplamente consumida devido a sua
presenca em alimentos populares como chd, macas, péras, bagas e produtos de
chocolate/cacau. Estes compostos desempenham um papel significativo na estrutura e cor dos
alimentos, contribuindo para as suas propriedades sensoriais e beneficios potenciais para a
saude (Crowe-White et al., 2022). Nos vinhos, uma parcela significativa da estrutura e
coloragdo € atribuida aos flavondides. Estes estdo presentes nas sementes, polpa e casca das
uvas. Os flavano-3-6is sdo considerados, dentro dos flavondides, um dos elementos mais

influentes em termos de quantidade e impacto (Cabrita, Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003).
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Estudos demonstram que o aumento de flavan-3-6is na alimentacdo pode contribuir para a
melhoria da pressdo arterial, dos niveis de colesterol e da glicose no sangue (Crowe-White et

al., 2022).

1.1.2.5 Antocianinas

As antocianinas sdo polifendis naturais de considerdvel interesse devido a sua ampla

distribuicdo em frutos e vegetais (Reyes et al., 2018).

As antocianinas tém um papel fundamental na determinag@o da cor das uvas e dos vinhos.
Representam uma parte significativa dos flavondides presentes nas uvas tintas, tanto em
termos de quantidade como de importancia. Estao localizadas na casca e nas camadas
superficiais da pele, bem como na polpa das uvas vermelhas (Cabrita, Ricardo-da-Silva &

Laureano, 2003).

A quantidade e a composi¢do de antocianinas nas uvas variam significativamente de acordo
com a espécie da uva, a variedade, as praticas de cultivo na vinha e as caracteristicas
especificas do local de cultivo (Vaccari, Soccol & Ide, 2009). Nas uvas tintas, as antocianinas
sdo o principal grupo de compostos fendlicos e tém um papel fundamental na producao de
vinhos tintos, influenciando significativamente as caracteristicas sensoriais, especialmente a
cor do vinho (Abe et al., 2007). A quantidade de antocianinas varia, normalmente, de 90 a 400
mg/L em vinhos tintos, podendo atingir concentragdes superiores a 700 mg/L em vinhos
tintos envelhecidos. Além disso, quando as antocianinas interagem com outros compostos
fendlicos no vinho ocorre um fendmeno chamado co-pigmentacdo, que tipicamente estabiliza
as antocianinas e, assim, preserva a cor do vinho (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzailez &
Cantos-Villar, 2021). Ainda no vinho, a antocianina mais abundante é a malvidina (Cabrita,
Ricardo-da-Silva & Laureano, 2003) que demonstra capacidade de diminuir o

desenvolvimento de bactérias nocivas (Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

As antocianinas s3o eficazes na prevencdo de doengas relacionadas com o estilo de vida, tais
como hipertensdo, aumento dos niveis de agucar no sangue, doencas cardiovasculares e
obesidade. Estes compostos ajudam ainda a evitar o aumento da pressdo arterial e dos niveis

de glicose no sangue (Yamane, 2018).
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1.2 O vinho e os compostos fenélicos

A presenca de compostos fendlicos no vinho € crucial para suas caracteristicas sensoriais e
qualidade. Esta é afetada por fatores internos e externos devendo ser estudadada a trés niveis:
na vinha, durante a vinificacdo e no armazenamento (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzdlez &

Cantos-Villar, 2021).

1.2.1 A vinha

O teor de fendis nas uvas é determinado por fatores genéticos, com algumas variedades
naturalmente contendo mais compostos fenélicos do que outras. Além disso, a forma como a
vinha € gerida tem um impacto direto na concentracdo de compostos fendlicos nas uvas

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.1.1 Variedade

A uva, especialmente a espécie Vitis vinifera L., € conhecida por conter uma alta concentragao
de compostos fendlicos. Esses compostos podem variar significativamente de acordo com a
variedade de uva, sendo a genética um fator importante (Tassoni et al., 2019) (Wojdylo et al.,
2018). Algumas variedades, como o hibrido Vitis vinifera Regent e a Tempranilho, possuem
perfis fendlicos distintos que podem ser usados para identificd-las. Geralmente, uvas tintas
tém uma concentra¢do maior desses compostos em comparagdo com uvas brancas. No
entanto, uma andlise mais detalhada é necessaria para compreender o perfil especifico de cada

variedade de uva (Gutiérrez-Escobar, Aliano-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Gutiérrez et al., provaram através de varios estudos que, de facto, diferentes tipos de uva e
diferentes tipos de casta podem apresentar composicoes fendlicas diferentes (Gutiérrez-

Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
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1.2.1.2 Condigoes climatéricas/terroir

Inicialmente, o "terroir" foi definido como um conjunto de fatores naturais, incluindo clima,
solo e tipo de videira, que influenciam a produ¢do de vinho (Seguin, 1988). Posteriormente,
alguns autores passaram a considerar fatores humanos, como préticas vitivinicolas e

ecoldgicas (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzdlez & Cantos-Villar, 2021).

Estudos mostraram que a disponibilidade de d4gua na vinha, mais do que a temperatura e a luz
solar, desempenha um papel crucial na concentracao de compostos fendlicos nas uvas. Um
deficit hidrico, especialmente em solos com pouca dgua, leva a um crescimento mais lento das
videiras, uvas menores e, consequentemente, maior concentracdo de compostos fendlicos,

melhorando a qualidade das uvas (Van Leeuwen et al., 2004).

Baixas temperaturas e escassez de 4gua também promovem a formagao de compostos
fendlicos, particularmente antocianinas. Além disso, solos com deficiéncia de nutrientes,
podem causar stresse osmotico nas videiras, o que também pode ter um impacto significativo

na producdo de compostos fendlicos (Ratiu et al., 2020).

Foram conduzidos alguns estudos praticos com o objetivo de confirmar as duas afirmagdes
anteriores, e foi possivel concluir, de acordo com alguns autores, que solos permedveis,
sujeitos a temperaturas elevadas e a uma falta de d4gua, podem resultar num crescimento mais
lento das videiras, o que, por sua vez, leva a uvas com concentracdes mais elevadas de

compostos fendlicos (Ramos et al., 2020) (Cheng et al., 2014).

Investigacdes adicionais demonstraram ainda que a introducdo de radiag@o ultravioleta
potencia a concentracdo de compostos fendlicos nas peliculas das uvas e, por conseguinte, no

vinho produzido (Del-Castillo-Alonso et al., 2020).

Eventos climéticos como ondas de calor, caracterizados por aumentos significativos de
temperatura e baixa humidade, podem impactar diretamente a composicao das uvas, afetando
a viticultura. Estudos demonstraram que temperaturas elevadas tém um efeito nas uvas,
aumentando a concentracdo de compostos fendlicos, como antocianinas, flavondis e taninos,
em apenas 18 horas de exposi¢do. No entanto, temperaturas acima de 53 °C podem causar a
degradacdo desses compostos, independentemente do tempo de exposi¢cdo. Portanto, em casos

de ondas de calor extremo, uma colheita antecipada pode ser uma decisdo sensata, mas mais
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pesquisas em vinhas sdo necessdrias para confirmar essas descobertas (Gutiérrez-Escobar,

Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.1.3 Cultivo orgdnico e convencional

Estudos comparativos entre a viticultura convencional e a bioldgica mostraram que esta
dltima resulta em uvas com concentragdes mais elevadas de compostos fendlicos (Gutiérrez-

Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Um estudo realizado no sentido de perceber a diferenca de cultivos avaliou os efeitos dessas
abordagens nas variedades de uva Bordo e Niagara, constatando que os mostos de uva
biolégicos continham niveis mais altos de polifendis totais em comparagdo com 0s
convencionais. Por exemplo, nas uvas Bordo, as antocianinas nos mostos biol6gicos foram
significativamente maiores (290,26 mg/L) do que nos mostos convencionais (109,71 mg/L).
Além disso, a uva biolégica apresentou concentracdes mais elevadas de catequina e
epicatequina, com 33,89 mg/L e 2,72 mg/L, respetivamente, em comparacdo com 2,06 mg/L e
2,13 mg/L na uva convencional. As procianidinas também foram mais abundantes na uva
bioldégica (20,52 mg/L) em comparag¢do com a convencional (15,77 mg/L) (Dani et al., 2007).
Realizaram-se outros estudos que verificaram a conclusio retirada no anterior (De Pascali et
al., 2014). Os estudos indicam ainda que o impacto destas préticas pode variar de acordo com

a variedade de uva.

1.2.1.4 Bioestimulantes

Os bioestimulantes vegetais sdo produtos que estimulam os processos de nutricao das plantas,
independentemente do seu contetdo nutricional, com o objetivo de melhorar as caracteristicas
de qualidade da cultura. Na viticultura, esses bioestimulantes sdo usados para promover o

desenvolvimento de substancias quimicas especificas nas uvas, como os compostos fendlicos

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Estudos realizados em diferentes variedades de uvas, incluindo Verdejo, Petit Verdot, e

Monastrell, investigaram o uso de bioestimulantes, como extratos aquosos de carvalho,
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rebentos de videira Moscatel, sarmentos de videira, e outros compostos, para aumentar a
concentracdo de compostos fendlicos nas uvas e, consequentemente, nos vinhos. Os
resultados mostraram que essas praticas influenciaram positivamente a composicao fendlica
dos vinhos. Esses compostos contribuem para a qualidade e sabor dos vinhos, tornando-os
mais resistentes a oxidacdo e aumentando sua atractividade sensorial (Gutiérrez-Escobar,

Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Diferentes bioestimulantes, como eugenol, guaiacol, jasmonato de metilo, quitosano,
benzotiadiazol e outros, foram testados e mostraram ter impactos variados na composi¢ao
fendlica das uvas e dos vinhos. A escolha do bioestimulante e as condi¢des de aplicacao

podem afetar os resultados (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzédlez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.2 Producio de vinho/ Durante vinificacio

A quantidade de compostos fendlicos nas uvas pode ser influenciada por diversos fatores, que

podem ser divididos em internos e externos ao processo de vinificagdo. O processo de
vinifica¢do abrange trés fases distintas: pré-fermentativa, fermentativa e pds-fermentativa

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
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1.2.2.1 Maceragdo pré-fermentativa

Na fase de maceracdo pré-fermentativa na producdo de vinhos tintos e rosés, as partes sélidas
das uvas entram em contacto com o mosto antes da fermentacao alcodlica. Esse processo
envolve a quebra das células das uvas durante o esmagamento (Casassa & Harbertson, 2014),
seguida pela degradagdo da parede celular por enzimas como aspectinases (Renard, Watrelot
& le Bourvellec, 2017). Isto permite a transferéncia de compostos, especialmente compostos
fendlicos, das peliculas das uvas para o mosto, influenciando as caracteristicas de sabor,

aroma e cor do vinho final.

A maceracdo ¢ influenciada por vérios fatores, sendo a temperatura um deles. A maceragao a
frio € uma técnica que envolve a maceracdo das uvas a baixas temperaturas, geralmente entre
4 e 8 °C, antes da fermentagao (Aleixandre-Tudo & du Toit, 2018). Isto € feito para evitar o
crescimento de leveduras e o inicio da fermentacao, permitindo a extracdo mais eficaz de
compostos fendlicos, como as antocianinas, devido a alta solubilidade desses compostos em
meio aquoso e a protecdo oferecida pelas baixas temperaturas. Varios autores observaram que
a maceracao a frio aumenta significativamente a quantidade de compostos fendlicos,
especialmente antocianinas, no mosto, contribuindo para as caracteristicas desejadas do vinho

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Na produgao de vinho, durante a maceracao, ocorre a extracao de compostos fendlicos das
cascas das uvas, incluindo dcidos, flavonoides, antocianinas e taninos. As taxas de extracao
diminuem eventualmente devido a satura¢do aquosa apds prolongamento (Panprivech et al.,
2015). Ap6s a maceracdo, compostos fendlicos diminuem devido a estabilidade dos mais
abundantes, requerendo aditivos ou tratamentos enzimaticos. Menos de 50% dos compostos
das cascas das uvas tintas sdo convertidos devido a baixa permeabilidade das células,
resultando em métodos pré-fermentativos para aumentar os polifendis nos vinhos (Gutiérrez-

Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
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1.2.2.2 Fermentacdo

1.2.2.2.1 Estirpes de leveduras e bactérias

O metabolismo das leveduras desempenha um papel essencial na modificacdo dos compostos
fendlicos durante a fermentagdo alcoolica. Enzimas como a B-glucosidase quebram ligacdes
glicosidicas, libertando compostos fendlicos. Além disso, as antocianinas podem atacadas
pelas leveduras formando piranoantocianinas, como as vitisinas, com a ajuda da
hidroxicinamatodescarboxilase. As antocianinas também sdo absorvidas nas paredes celulares
das leveduras, especialmente em uvas com baixas concentragdes de antocianinas (Gutiérrez-

Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.2.2.2 Agentes de colagem

No processo de produgdo de vinho, s@o usados aditivos conhecidos como agentes de colagem,
estes sa0 compostos quimicos ou naturais com carga positiva ou negativa. Estes agentes
ligam-se as proteinas, taninos e compostos fendlicos suspensos no vinho, resultando numa
clarificacdo e aumento da sua estabilidade (Gutiérrez-Escobar, Aliafo-Gonzalez & Cantos-

Villar, 2021).

Estudos tém investigado o uso de agentes de colagem quimicos, como a
polivinilpolipirrolidona (PVPP), que tem afinidade por polifen6is. O PVPP demonstrou
reduzir significativamente os polifendis, incluindo as antocianinas, em vinhos (Gil et al.,

2019).

Agentes de colagem convencionais, geralmente de origem animal, quando usados em excesso,
podem prejudicar os compostos fendlicos do vinho, afetando cor, aroma e representando
riscos geralmente leves para a satde. Dado este facto, algumas pesquisas tém-se debrucado na
procura de alternativas vegetais como sdo exemplos os estudos que foram feitos com
proteinas de ervilha e batata como agentes de colagem em vinhos (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-

Gonzilez & Cantos-Villar, 2021).

Os agentes de colagem sdo cruciais para a clarificacdo e estabilizagdo do vinho, mas a escolha

do agente e a sua dosagem podem afetar significativamente a composi¢ao fendlica do vinho, o
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que requer consideragdes especificas para cada caso (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzdlez &

Cantos-Villar, 2021).

1.2.2.3 Maceracdo Pos-fermentativa

A durac¢@o da maceragdo e o tipo de meio influenciam a extragao de compostos fendlicos na
vinificacdo. A maceracdo pré-fermentativa extrai antocianinas (da pele) e flavandis de baixo
peso molecular (das sementes). Os flavandis de alto peso molecular, flavondides e dcidos
fendlicos sdo mais soldveis em dlcool do que em dgua. A maceracdo pds-fermentativa é usada
para extrair compostos menos soliveis, mas prolongé-la pode causar problemas de sabor

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Em estudos, a maceracdo pds-fermentativa afetou a concentragido de compostos fenélicos em
vinhos. A adi¢@o de bagaco extra ou maceracao prolongada reduziu antocianinas e derivados
da antocianina, aumentou taninos, mas pode afetar negativamente as caracteristicas sensoriais
(Casassa, Huff & Steele, 2019). Noutro estudo, a maceragao pds-fermentativa melhorou a
qualidade do vinho sem degradar suas caracteristicas sensoriais, com um periodo ideal de 40-

50 dias (Francesca et al., 2014).

A extracdo de compostos fendlicos na vinificagao depende do equilibrio entre a duracdo da
maceragao e o tipo de meio, impactando a qualidade do vinho (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-

Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.2.4 Filtracdo

A filtracdo desempenha um papel essencial na producdo de vinho mas afeta os compostos
fendlicos. Os filtros de membrana sdo amplamente usados devido a sua praticidade e custo

acessivel (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Alguns estudos provam que a utilizacdo da membrana pode representar um risco para a
filtracdo dos compostos fendlicos no vinho. No entanto, entendeu-se também, na andlise de
outros estudos, que diferentes tipos de membrana representam diferentes niveis de risco para a

alteracdo da concentracdo de compostos fendlicos no vinho, tal como a regularidade de
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limpeza e manuten¢do das mesmas (Vernhet & Moutounet, 2002) (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-

Gonzilez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.3 Armazenamento de vinhos

Alguns autores consideram que o envelhecimento do vinho € um processo complexo
influenciado por vdrios fatores, como a temperatura, tipo de contentor e tipo de rolhas. Esses
fatores contribuem para mudancas e evolu¢@o nos compostos fenélicos ao longo do tempo

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

Os compostos fendlicos passam por diversas transformagdes quimicas durante o
envelhecimento, como a conversao das antocianinas em pigmentos mais estaveis, afetando
cor e adstringéncia. O envelhecimento € essencial em certos casos para obter a melhor
qualidade, mas periodos excessivamente longos podem resultar em reacdes de oxidacao
indesejadas (Waterhouse & Laurie, 2006). Vinhos jovens t€ém mais antocianinas € compostos
fendlicos simples, enquanto os mais velhos tém cores mais intensas e mais pigmentos
poliméricos. Fatores internos e externos, como composi¢ao inicial, aditivos, oxigénio, pH,
temperatura, barricas, uva, influenciam essas mudangas quimicas (McRae et al., 2012)

(Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.3.1 Temperatura

A temperatura de armazenamento exerce uma influéncia significativa no processo de
envelhecimento do vinho (Gutiérrez-Escobar, Aliano-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
Temperaturas mais elevadas, como as frequentemente encontradas no transporte comercial a
cerca de 24 °C, aceleram o processo de envelhecimento, conferindo ao vinho um perfil

envelhecido mais rapidamente (Butzke, Vogt & Chacon-Rodriguez, 2012).

Por outro lado, temperaturas mais baixas, por volta de 15 °C, preservam melhor as
caracteristicas desejaveis do vinho, incluindo niveis mais elevados de antocianinas, menos
aromas oxidados e frutados, bem como um maior teor de taninos. A temperatura de

armazenamento € um fator critico para manter a qualidade e o perfil de sabor do vinho
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durante o processo de envelhecimento (Gutiérrez-Escobar, Aliano-Gonzalez & Cantos-Villar,

2021).

1.2.3.2 Barricas

O tipo de madeira e o processo de tostagem das barricas de carvalho desempenham um papel
fundamental na composi¢@o do vinho, afetando seus compostos fendlicos e caracteristicas
organolépticas. Diferentes tipos de madeira influenciam de maneira tinica o teor fenélico do
vinho e a reutilizacdo de barris tende a diminuir o teor de polifendis. A tostagem da madeira
também afeta o perfil aromdtico e a adstringéncia do vinho, com niveis moderados de
tostagem geralmente sendo preferiveis para manter os beneficios do envelhecimento. A
temperatura de tostagem desempenha um papel importante na degradag¢ao da lenhina e de
outros compostos, afetando os resultados finais. Em resumo, a escolha da madeira e do
processo de tostagem € essencial na produgao de vinho, influenciando significativamente sua

composi¢ao (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzdlez & Cantos-Villar, 2021).

1.2.3.3 Vedante

O vedante da garrafa de vinho desempenha um papel crucial, controlando a permeabilidade e
influenciando a oxidacao e a composi¢ao quimica do vinho. Rolhas de cortica e vedantes
sintéticos permitem a entrada de mais oxigénio, resultando em cores mais intensas € menos
aromas indesejados. No entanto, a exposi¢ao ao oxigénio pode afetar a oxidagdo de
compostos fendlicos, especialmente das antocianinas.

Em resumo, a escolha do vedante € crucial para as caracteristicas organolépticas do vinho,
exigindo um equilibrio entre a estabilizacdo da cor e a oxida¢do dos compostos fendlicos. A
influéncia do vedante na evolucao do vinho € significativa, variando conforme o tipo de

vedante e o vinho utilizados (Gutiérrez-Escobar, Aliafio-Gonzalez & Cantos-Villar, 2021).
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Objetivos

Os compostos fendlicos sdo biologicamente ativos, afetando muitas fungdes de células
procariotas e eucariotas. Como vimos acima, uvas e vinhos possuem uma grande variedade de
compostos fendlicos, muitos dos quais demonstraram possuir atividade biolégica. O objetivo
deste trabalho foi investigar o efeito dos compostos fendlicos no crescimento € no
comportamento fermentativo de Saccharomyces cerevisiae em condi¢cdes enolégicas
simuladas, nomeadamente avaliar o efeito na producio e etanol e glicerol e de compostos

voléteis de fermentacao.
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2 Materiais e métodos

2.1 1° Ensaio

2.1.1 Levedura e medicao do crescimento microbiano

A levedura usada neste trabalho foi a Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 (Portuguese
Yeast Culture Collection, Instituto Gulbenkian da Ciéncia, Oeiras, Portugal).O seu
crescimento em mosto sintético foi medido por espectrofotometria — DO 600nm. A levedura

foi mantida em rampas de Yeast Malt Agar (YM Agar, Difco, Detroit, IN, EUA) a 4°C.

2.1.2 Mosto sintético

O mosto sintético modificado, previamente descrito por Ciani e Ferraro (1996), era composto
por trés solucdes diferentes (por litro): solugao A (500 ml), solugdo B (250 ml) e solucdo C
(250 ml). A composicao final foi a seguinte (por litro): D-glucose, 110 g; D-frutose, 110 g
(solugdo A); dcido tartdrico, 6,0 g; 4cido méalico 3,0 g; acido citrico, 0,5 g (solucdo B); YNB
(Difco), 1.7 g; Casaminodcidos sem vitaminas (Difco), 2,0 g; CaCl,, 0,2 g; arginina-HCL, 0,8
g; L-triptofano, 0,1 g (solu¢do C).O pH de cada solucio foi ajustado individualmente antes da

mistura final:

pH da solucdo A: 3,6
pH da solucdo B: 2,7
pH da solucéo C: 4,0

As trés solugdes foram esterilizadas separadamente a 121°C durante 20 minutos e depois

misturadas asseticamente. O pH da mistura foi 3,3.

2.1.3 Preparaciao dos Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos utilizados foram:
e Acido gilico
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e Acido cafeico
e Taninos:
e Tanipepin (Martin Viallate, Franca) - tanino de grainha de uva (TA)

e Taniraisin (Martin Viallate, Franca) - tanino extraido da pelicula de uvas (TB)

Os 4cidos galico e cafeico foram obtidos da SIGMA-ALDRICH (Steinheim, Alemanha) e os
taninos da Proenol (VN Gaia, Portugal). Foram preparadas solu¢cdes concentradas frescas (10
g/L) destes compostos em dgua desionizada, as quais foram depois esterilizadas por filtracao

(0,22 pm).

2.1.4 Fermentacoes

O mosto artificial (1L) foi dividido em 10 frascos de 100 mL. Em cada frasco,
foramadicionados2,5 mL de um composto fendlico especifico de modo a obter 250 mg/L em

cada uma das fermentacoes.

As fermentacdes em cultura pura de S. cerevisiae PYCC 4072 foram efetuadas a 20°C, sem
agitacdo. Cada fermentacgdo foi realizada em duplicado. Os in6culos foram previamente
cultivados a 25 °C durante 2 dias em YM (Difco Laboratories, Detroit, IN, USA). A
inoculacdo dos meios foi efetuada de modo a obter uma concentragdo celular inicial de

aproximadamente 10°UFC/mL (inéculo de 2% v/v).

O crescimento da levedura foi seguido através de medi¢des de densidade 6tica com um

comprimento de onda de 600 nm ao longo de 15 dias para cada uma das fermentagdes.

2.1.5 Analises quimicas

Ap6s as fermentacdes, as células de levedura foram removidas por centrifugacdao a 8000 rpm
e 4 °C durante 15 min. O sobrenadante foi analisado utilizando procedimentos

cromatograficos, de acordo com os seguintes métodos:

A glucose, a frutose, o glicerol e o etanol foram determinados por HPLC (Beckman, System
Gold). O meio de crescimento foi centrifugado e o sobrenadante, depois de uma diluig¢do de

1/4, foi filtrado através de filtros de nylon com poros de 0,45 um. A separacdo foi efectuada
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numa coluna Sugar-PackTM (Waters, Milford, EUA) ligada a um detetor de indice de
refracdo. A fase mével foi 50 mg/L de CaEDTA, com um caudal de 0,5 mL/min e uma

temperatura de trabalho de 70 °C (Pérez-Nevado et al., 2006).

A determinac¢do dos acetatos de dlcoois superiores (acetato de isoamilo, acetato de isobutilo,
acetato de 2-feniletilo e acetato de isoamilo octanoato), dos ésteres etilicos de dcidos gordos
(Butanoato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo e dodecanoato
de etilo), dos acidos (acido hexanoico, acido octanoico, acido decanoico e acido dodecanoico)
e o 2-fenil-etanol foi efetuada num Perkin-Elmer Autosystem GC, equipado com um detetor
de ioniza¢@o de chama. 5 mL da amostra, com 3-octanol a 20 um/L. como padr@o interno
(previamente preparado numa concentracdo de 50mg/L), foram extraidos sucessivamente com
4,2 e 2 mL de éter-hexano (1:1 v/v) durante 5 minutos. A fase organica (1ul) foi injectada
(sem divisdo, 0,3 min) numa coluna CP-WAX 58 (FFAP)-CB (Chrompack) de 50 m x 0,32
mm e 0,3 um de espessura de fase. O programa de temperatura foi de 40 °C (5 min) a 220 °C
(20 min) a 2 °C/min. As temperaturas do injetor e do detetor foram fixadas em 250 °C. O gés

de arrastamento utilizado foi H2 a 1-2 mL/min.

Os élcoois superiores (1-propanol, 2-metil-1-propanol, metanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol
e 3-metil-1-butanol), o acetato de etilo e o etanal foram analisados num cromatégrafo de fase
gasosa Hewlett-Packard 5890, equipado com um detetor de ioniza¢do de chama e ligado a um
integrador Hewlett-Packard 3396. Adicionaram-se 50 uL de 4-metil-2-pentanol a 10 g/L,
como padrdo interno, a 5 mL de amostra. A amostra (1 pL) foi injetado (split, 1:60) numa
coluna CP-WAX 57 CB (Chrompack) de 50 m x0,25 mm e 0,2 um de espessura de fase. O
programa de temperatura foi de 40°C (Smin) a 180 °C (0 min) a 3 °C/min. As temperaturas do
injetor e do detetor foram fixadas em 250 °C. O gés de transporte foi de 1-2 mL/min. Estes

dois métodos foram descritos por Moreira et al. (2008).
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2.2 2°ensaio

2.2.1 Mosto sintético

O Mosto artificial (1L) foi preparado da mesma forma que no ensaio anterior. A dnica
diferenca foi a adicao de extrato de levedura (3 g/L) a soluc@o C. Os valores de pH de cada

uma das solucdes e da mistura foram: composto por trés solucdes diferentes:
pH solugdo A: 3,41
pH solucdo B: 3,46
pH solugédo C: 3,50

pH solucdo final: 3,49

2.2.2 Compostos fenélicos utilizados

Os mesmos do ensaio 1 e na mesma concentragio.

2.2.3 Restante procedimento

O restante procedimento foi semelhante ao do primeiro ensaio, apenas acrescentando a
medicdo de graus Brix com um refratémetro, de forma a monitorizar o desenrolar das

fermentagdes

38



3 Resultados e Discussao

3.1 1°ensaio

3.1.1 Crescimento microbiano

A presenca de compostos fendlicos demonstrou ter um efeito estimulante no crescimento da
levedura, observado tanto na fase exponencial de crescimento quanto na biomassa final obtida
(Figura 1).
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Figura 1 - Crescimento de Saccharomyces cerevisiae ao longo de 312 horas no mosto artificial sem
(controlo) e com a adiciao de compostos fendlicos.

Esta influéncia positiva variou de acordo com o tipo de composto fendlico presente, sendo
possivel colocar estes compostos pela seguinte ordem crescente de efeito: dcido cafeico, dcido
gdlico, tanino A e tanino B. Entre os taninos, os de maior tamanho (B) tiveram maior efeito.
Os taninos extraidos das peliculas (B) sdo relativamente grandes, uma vez que tendem a
polimerizar mais do que os taninos de outras fontes (constituidos por 4 a 100 mondémeros
polimerizados). Os taninos de sementes (A) sdo mais pequenos (2 a 20 mondmeros)
(Kyraleou et al., 2017). Estes autores verificaram nos seus trabalhos que a média de
monomeros da fracdo polimérica das peliculas foi duas vezes superior aos valores

correspondentes das sementes.
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Estes resultados ndo vao de encontro a maior parte dos trabalhos cientificos publicados sobre
a acao de compostos fendlicos em microrganismos. De facto, quase todos os trabalhos que
existem nesta area, relatam uma atividade essencialmente antimicrobiana em bactérias e
algumas espécies de leveduras. Uma exce¢do € o trabalho de Colombi et al. (2018) onde se
observou que, embora os perfis de crescimento celular e de consumo de glicose fossem
semelhantes aos do controlo, o 4cido siringico inibiu a conversdo de glicose em etanol quando

usado a concentragdes de 0,1 e 1,0 g/L (Colombi, Zanoni & Tavares, 2018).

Diversos estudos anteriores tentaram estabelecer uma relacao entre o tipo de composto
fendlico e sua influéncia no crescimento da levedura. No entanto, a existéncia de tantas
variaveis e resultados divergentes dificulta a obtencdo de um consenso. Segundo Adeboye et
al. (2014) € possivel notar que compostos dentro do mesmo grupo de classificacao tém
comportamentos diferentes e apesar de se tentar associar a estrutura quimica de cada
composto ainda assim se torna complicado retirar conclusdes concretas. O que se pode
entender € que a influéncia do composto na fermentacao e no crescimento microbiano
depende do tipo de composto e da concentracdo do mesmo (Adeboye, Bettiga & Olsson,

2014).

Outros estudos corroboraram a ideia de que ha diversas varidveis que afetam a forma como os
compostos fendlicos podem impactar o crescimento microbiano. No trabalho de Sabel et al.
(2017) ficou evidente que os resultados podem variar dependendo do composto, da sua
concentragao e até mesmo da bactéria ou levedura utilizada. Um exemplo analisado neste
estudo foi o 4cido gdlico, sendo demonstrado que diferentes concentragdes desse composto
resultam em interacdes distintas com o crescimento microbiano. Quanto ao acido cafeico,
observou-se uma influéncia positiva no crescimento microbiano nas concentragdes estudadas
por Sabel et al. (2017), o que vai ao encontro dos resultados obtidos nesta dissertacao
relativamente a S. cerevisiae. No entanto, muitos outros compostos estudados demonstraram
efeitos inibitdrios no crescimento microbiano e podem ser utilizados com essa finalidade. Por
exemplo, podem servir como finalizadores naturais de fermentagdo ou, dependendo do seu
comportamento com leveduras e outras bactérias, podem ser usados para eliminar bactérias
prejudiciais ao vinho, sem alterar ou alterando minimamente o processo de fermentacao

(Sabel et al., 2017).

O estudo de Sabel et al. (2017) também abrangeu diferentes estirpes e tipos de leveduras e

bactérias. A Unica observagao consistente foi que alguns compostos eram mais toxicos do que
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outros, mas os comportamentos eram, de certa forma, imprevisiveis, ndo permitindo a criagao

de um padr@o consistente (Sabel et al., 2017).

Segundo Nguela et.al (2019), os polifendis da uva revelam-se como elementos significativos
no processo de fermentagdo, exercendo um impacto direto nas células microbianas. O
considerdvel aumento na duracio das fermentacdes na presenca de polifendis, revela desafios
enfrentados pelas leveduras sob a influéncia destes compostos. Este prolongamento indica
dificuldades que retardam o processo fermentativo, demonstrando uma interagdo complexa
entre polifendis e o metabolismo microbiano. Existem indicios de que os polifendis podem
interagir com a membrana plasmatica das células de levedura levando a sua desorganizacio e
desestabilizacdo. Esta interagcdo compromete a integridade e a funcionalidade da membrana,
afetando fungdes celulares essenciais e, por conseguinte, influenciando o desempenho global
das leveduras durante a fermentacdo. A adsorcdo de polifendis na superficie externa das
células de levedura pode acarretar consequéncias adversas nas fun¢des de sinalizacao celular,
perturbando as vias regulatdrias que controlam o metabolismo. Além disso, o texto aponta a
possibilidade de interacdes fisico-quimicas entre polifendis e nutrientes essenciais, como
aminodcidos e esterdis. Estas interacdes podem resultar na diminui¢do da disponibilidade
desses nutrientes para as leveduras, representando um desafio adicional ao seu crescimento
(Nguela et al., 2019). O trabalho de Nguela et al. (2019) leva a conclusdo de que os polifendis
desempenham um papel crucial na dindmica da fermenta¢do, originando efeitos que variam
desde toxicidade direta até interferéncias nas vias de sinalizac¢do e intera¢des prejudiciais com
componentes celulares vitais.

Uma possivel explicagdo para os resultados obtidos relaciona-se como crescimento aerébico
de microrganismos e a consequente formacao de radicais livres devido ao contacto entre o
oxigénio e compostos organicos. Os radicais livres sdo oxidantes, causam stress oxidativo e
promovem o envelhecimento celular (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2014). Muitos compostos
fendlicos mostram capacidade para neutralizar os radicais livres, indicando que tém

capacidade antioxidante (Hur et al.,2014).

Explorar mais a fundo as interacdes entre compostos fendlicos e microrganismos em
condicdes especificas, considerando a singularidade dos compostos fendlicos utilizados e suas

concentragdes € crucial para a compreensdo de como podem afetar o processo fermentativo.
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3.1.2 Metabolismo de aciicares

As Figuras 2-4referem-se ao consumo de agucares e produgdo de etanol e glicerol.

u Controlo 1 ensaio

HTA 1 ensaio

= TB 1 ensaio

Concentracao (g/L)
I

3 ® acido cafeico 1 ensaio
2 - = acido galico 1 ensaio
1 -

O -

Glucose Frutose

Figura 2 — Concentracao de acucares (glucose e frutose) no final da fermentacio por S.cerevisiae nas
amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fendlicos.

Verificou-se que os mostos suplementados com compostos fendlicos apresentaram
quantidades de acticares residuais inferiores ao controlo (exceto na glucose no meio com

dcido cafeico), o que se verifica tanto para a glucose como para a frutose (Figura 2).

Colombi et al. (2018) observaram uma variacao significativa no consumo de acticar na
presenca dediferentes concentragdes de compostos fendlicos, evidenciado pela diferenca no
acucar residual no final da fermentacdo (Colombi, Zanoni & Tavares, 2018). Segundo estes
autores, essa variacao pode estar relacionada com a inibicdo do crescimento celular, o que ndo

foi observado no presente trabalho.

No entanto, o maior consumo de agtcares na presenca de compostos fendlicos ndo conduziu a
uma maior producdo de etanol (Figura 3); pelo contrdrio, as concentragdes registadas foram
inferiores as do controlo. Ao contrério do que poderia ser pensado, a Figura 4 mostra que o
metabolismo dos agucares nio foi desviado para a producdo de glicerol (valores inferiores na

presenca de compostos fendlicos).
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Figura 3 - Concentracao de etanol no final da fermentacio por S.cerevisiae nas amostras sem (controlo) e
com presenca de compostos fendlicos
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Figura 4 - Concentracao de glicerol no final da fermentacao por S.cerevisiae nas amostras sem (controlo) e
com presenca de compostos fenélicos

A fermentagdocom o 4cido gélico destacou-se por ter apresentado a mais baixa concentra¢do
de etanol e glicerol apesar do maior consumo de agiicares em compara¢do com o controlo e os
outros compostos fendlicos. Os resultados mostram que os compostos fendlicos influenciaram
o perfil de fermentacdo, evidenciando a complexidade das interacdes entre estes e a levedura

durante o processo fermentativo.

Alguns estudos mostram queos compostos fendlicos tém efeitos variados no rendimento de
etanol (Adeboye, Bettiga & Olsson, 2014). Os compostos estudados por Colombi et al. (2018)
mostraram resultados muito variados numa andlise intercompostos mas tambem numa anélise

intracompostos a nivel de concentracdo. A concentragdes diferentes do mesmo composto
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correspondem concentracdes diferentes de etanol final, mas ndo de forma a que se possa
encontrar um padrdo de comportamento. Também se encontram diferengas entre compostos

dificeis de explicar através da sua natureza quimica (Colombi, Zanoni & Tavares, 2018).

A nivel de producdo de glicerol, os compostos fendlicos conduzem a rendimentos varidveis
Adeboye et al.(2014). Um estudo com 4cido gélico demonstrou um comportamento
semelhante ao desta dissertacdo, o que pode provar que de facto este composto, nas
concentragdes testadas, tende a inibir a producgdo de glicerol (Adeboye, Bettiga & Olsson,

2014).

Segundo Nguela et al. (2019), os polifendis comprometem a eficiéncia da fermentacao
alcodlica, reduzindo a capacidadedas leveduras em transformar em agicar em etanol,
baseando-se nos resultados obtidos que demonstram uma diminui¢ao na taxa de producao de
CO:a. Este cendrio sugere um impacto negativo dos polifendis no metabolismo da levedura,
interferindo na sua capacidade de conduzir a fermentacao alcodlica de maneira eficaz (Nguela

et al., 2019).
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3.1.3 Producao de etanal e alcoois superiores

As quantidades de etanal, no final das fermenta¢des, foram relativamente elevadas e ainda

mais nas fermentacdes com os compostos fendlicos (Tabela 3). Todos os valores estdo acima

do limite de percecao (100 mg/L).

Tabela 3 - Concentracao de etanal no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras sem

(controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (mg/L)

Etanal
Controlo 307,27+
52,309

TA 624,76%
377,77+

TB 67,524
Acido cafeico 364,62+
21,778
Acido gilico 358,99+
125,45

*Nao foi encontrado o padrdo interno no duplicado.
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Tabela 4 - Concentracao de alcoois superiores no final da fermentaciao por Saccharomyces cerevisiae nas

amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fendlicos. (mg/L)

1- 1- 2-metil- | 2-metil- | 3-metil- | Metanol | 2-fenil- | Soma de
propano | butanol 1- 1- 1- etanol alcoois
1 propanol | butanol | butanol superiore
S
3,1862 | 43,362 | 091129 | 37,781 | 77,414 | 1,3386A | 36,510 199,83
Controlo + + + + + + +
0,5221 | 3,9863 | 0,05889 | 0,11088 | 5,8654 24,275 33,532
6
11,333% | 24,114* 53,653* | 140,47* | 2,3480* | 26,818 | 259,90*
TA +
1,6500
3,6013A 37,596 | 90,172 | 2,2508 | 33,317 | 165,13+
TB + + + + 0,97427
4,2267 | 7,5107 | 0,44575 | 10,611
4,1337A 42,479A | 69,252 | 2,5646 | 38,017 | 133,14+
Acido % % + 81,809
cafeico 37,123 | 0,20486 | 11,931
41,143A | 70,168 | 2,6702 | 32,853 | 126,26+
Acido + + + 48,191
gélico 29,741 | 0,90261 | 9,7388

* Nao foi encontrado o padrdo interno no duplicado

A Nio foi possivel calcular a média nem o desvio padrdo, porque s6 havia um valor a considerar

As concentragdes de dlcoois superiores foram, de uma forma geral, mais baixas na presenca
de compostos fendlicos (Tabela 4). Os valores encontrados ficaram todos abaixo do valor
acima do qual se pode esperar um impacto negativo destes compostos na qualidade do vinho
(300 mg/L). Os resultados indicam que a presenca de compostos fendlicos constitui um fator

de contencdo da produgado de dlcoois superiores, o que pode ser positivo para o vinho.

3.1.4 Producao de ésteres

As Tabelas 5 e 6 apresentam os valores de ésteres etilicos de acidos gordos e de ésteres de
acetato de dlcoois superiores obtidos. As concentracdes encontradas foram mais elevadas nas
fermentagdes com compostos fendlicos (exceto no caso dos ésteres etilicos de dcidos gordos
na presenca de dcido gdlico), acima do limite de perce¢do olfativa da maior parte destes

compostos, o que contribui para o perfil aromatico dos vinhos.
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Tabela 5- Concentracao de esteres etilicos de acidos gordos no final da fermentacao por Saccharomyces
cerevisiae nas amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (ug/L)

Butanoato de | Hexanoato de | Octanoato de | Decanoato | Dodecanoato | Soma dos
etilo etilo etilo de etilo de etilo esteres
133,08+ 172,38+ 198,01+ 93,946+ 35,720+ 633,14
Controlo

86,163 81,119 43,707 60,486 22,749 +

127,75

145,14+ 188,38+ 281,35+ 143,12+ 35,579+ 793,57

TA

95,656 54,235 63,182 95,383 7,5289 +

16,204

167,24+ 199,21+ 313,61+ 163,76+ 32,735+ 876,56

TB

43,386 25,265 138,35 133,27 17,680 +

357,95

Acido 158,15+ 151,58+ 183,19+ 127,63+ 41,048+ 661,60

cafeico

9,6690 17,646 25,499 15,821 13,914 +

63,211

Acido 116,59+ 124,25+ 165,94+ 120,94+ 30,221+ 557,94

gélico

29,291 56,322 89,028 51,264 10,588 +

236,49
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Tabela 6 - Concentragio de ésteres de acetato de alcoois superiores no final da fermentacao por
Saccharomyces cerevisiae nas amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenolicos. (ug/L)

Acetato de Acetato de Acetato de Soma de

isoamilo 1sobutilo 2-feniletilo acetatos

Controlo 381,23+ 44,489+ 94,653+ 520,37+
268,23 25,557 2,2282 296,02

TA 488,17+ 48,315+ 115,51+ 651,99+
371,28 32,013 24,690 378,60

TB 895,55+ 86,078+ 336,43+ 1319,8+
349,40 11,694 244,59 608,18

Acido cafeico 483,08+ 66,938+ 170,14+ 720,15+
139,45 26,026 40,745 124,73

Acido gélico 431,43+ 59,972+ 175,61+ 667,01+
76,762 2,4180 50,275 24,069

Uma tendéncia semelhante foi encontrada para o acetato de etilo (Tabela 7). De qualquer
forma, mesmo na presenca de compostos fendlicos, os valores detetados estdo abaixo ou
préximo do limiar de percecao olfativa deste composto (18 mg/L) (Lambrechts & Pretorius,

2000).



Tabela 7 - Concentracio de etil acetato no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas
amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (ug/L)

Acetato de etilo
Controlo 13779+
1250,4
TA 35753*
TB 19303+
3276,2
Acido cafeico 16425+
4595,6
Acido gilico 16798+
3166,9

* Nao foi encontrado o padrdo interno no duplicado entdo as medias e os desvios padrdo ndo existem, existe apenas o valor direto obtido com

apenas uma amostra

3.1.5 Producao de acidos gordos

Apesar de alguma variabilidade, a presenca de compostos fendlicos levou a obtencdo de

valores mais baixos de dcidos gordos, o que pode ser positivo dado que estes compostos

contribuem com notas descritas como rango, amanteigado e pungente.

Tabela 8 - Concentracao de acidos no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras

sem (controlo) e com presenca de compostos fendlicos. (ug/L)

Acido Acido Acido Soma dos acidos
hexanoico octanoico decanoico
641,51+ 359,55+ 64,013+ 1095,9+
Controlo
423,93 16,930 50,781 419,46
356,86+ 398,59+ 92,511+ 847,96+
TA
13,294 97,314 37,945 148,55
315,76+ 394,08+ 57,897+ 767,74+
TB
9,8507 0,60013 21,858 31,108
389,66+ 415,10+ 79,756+ 884,52+
Acido cafeico
146,83 189,65 39,722 376,20
) 292,85+ 324,36+ 54,962+ 674,54+
Acido gélico
6,7568 27,137 11,777 49,028
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3.2 2°ensaio

Os vinhos sintéticos obtidos no ensaio anterior continham entre 4 a 9 g/L. de agucar o que
indica que as fermentagdes ndo foram completas. Assim, foi realizado um segundo ensaio
suplementando o mosto sintético com extrato de levedura, ou seja, em condi¢cdes nutricionais

mais favordveis para a levedura.

3.2.1 Crescimento microbiano

A influéncia dos compostos fendlicos no crescimento microbiano foi muito semelhante ao 1°

ensaio, corroborando o efeito de estimulagao do crescimento (Figura 5).
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Figura 5 - Crescimento de Saccharomyces cerevisiae ao longo de 244 horas no mosto artificial sem
(controlo) e com a adiciao de compostos fendlicos.
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Figura 6 - Consumo de acticar por Saccharomyces cerevisiae ao longo de 244 horas, refletido em graus
Brix, no mosto artificial sem (controlo) e com a adi¢ao de compostos fenélicos.

A diferenca essencial reside no tempo em que a levedura atinge a fase estaciondria e no valor
maximo de densidade Stica, sendo mais rapido e mais alto, respetivamente, nas condi¢des do

2° ensaio.

A ordem de influéncia dos compostos fendlicos, desde aquele que teve menor impacto até ao

mais influente, manteve-se a mesma: dcido cafeico, dcido galico e os taninos A e B.

Este segundo ensaio foi acompanhado pela medicdo de graus Brix ao mesmo tempo que se
media a densidade Gtica de forma a verificar quando cessava o consumo de actcar e se
poderia considerar terminada a fermentacdo (Figura 6). O consumo de agtcares foi mais
répido na presenca de compostos fendlicos, em especial no caso dos taninos, o que esta

relacionado com as curvas de crescimento observadas na Figura 5.

Resumindo, os compostos fendlicos que mais estimulam o crescimento microbiano sio os que
levam a um consumo mais rdpido de agucar. No entanto, podemos notar que todas as

fermentagOes atingiram valores de graus Brix semelhantes na parte final da fermentacao.
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3.2.2 Metabolismo de aciicares

Mesmo com o meio enriquecido com o extrato de levedura, ndo se obtiveram fermentagdes

completas, pelo menos no tempo de realizacdo do ensaio (Figura 7)
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Figura 7 - Concentraciao de acticares (Glucose e Frutose) no final da fermentacao por S.cerevisiae nas
amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos.
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Figura 8 - Concentracio de etanol no final da fermentacao por S.cerevisiae nas amostras sem (controlo) e

com presenca de compostos fendlicos.
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Figura 9 - Concentracao de glicerol no final da fermentacao por S.cerevisiae nas amostras sem (controlo) e
com presenca de compostos fenoélicos.

Esta Figura mostra que o consumo de glucose foi maior nas fermentagdes que contém
compostos fendlicos do que no controlo. Relativamente a frutose, o consumo nas
fermentacdes com taninos foi superior ao controlo, enquanto que foi inferior com 4cido gélico
e acido cafeico. Em relacdo ao etanol, os valores de concentragdo finais das fermentagdes com
compostos fendlicos sdo superiores ao controlo. No que diz respeito ao glicerol, todas as
amostras com compostos fendlicos produziram menos do que o controlo, com exce¢do da

amostra com 4cido gélico.

Nio se confirmou o comportamento de utilizacdo de agicares do ensaio anterior, o que poderd
estar relacionado com a introdugdo de extrato de levedura. Os resultados indicam que o
metabolismo de agucares € influenciado pela presenca de compostos fenélicos, mas também

pelas condi¢des nutricionais do meio.

Apesar de se considerar a fermentacdo terminada com base na medicao de graus Brix, se
tivesse sido permitido um tempo adicional de fermentacdo, os valores de acticar e dlcoois

poderiam ser diferentes.

Outro ponto digno de nota na andlise dos dois gréficos é que, geralmente, a frutose é mais

consumida do que a glucose.

A quantidade de composto fendlico adicionado também pode ser alvo de estudo,

proporcionando uma varidvel adicional na otimizacdo do rendimento fermentativo.
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3.2.3 Producao de etanal e alcoois superiores

Tal como no ensaio anterior, a quantidade de etanal foi mais elevada na presenca de

compostos fendlicos (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentracio de etanal no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras

sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (mg/L)

As concentragdes de dlcoois superiores foram mais altas na presenca de compostos fendlicos

Etanal

Controlo 197,06+
52,040

TA 454,79+
361,74

TB 357,13+
43,913

Acido cafeico 262,24+

0,74069

Acido gilico 373,06+
77,306

(Tabela 10). No entanto, os valores encontrados ficaram todos abaixo de 300 mg/L, exceto no

caso de um dos taninos.
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Tabela 10 - Concentracao de alcoois superiores no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas
amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (mg/L)

1-propanol | 1-butanol | 2-metil-1- | 2-metil-1- | 3-metil-1- Metanol 2-fenil- | Soma dos
propanol butanol butanol etanol alcoois
superiores
Controlo | 2,7691+ 0 0 0 45,221+ 10,648+ | 24,945+ 83,582
1,5826 7,9714 0,051667 3,9318 +
13,537
TA 38,325+ 121,72A 2,3899+ 154,48+ 117,22A 9,7981+ | 40,688+ 365,14
46,3340 1,1169 150,17 2,1683 2,3421 +
200,63
TB 5,5119+ 30,348A 1,4644A 49,385A 85,395+ 7,2150+ | 46,110+ 184,83
0,84896 45,420 0,074431 4,9904 +
98,619
Acido 0 0 0 0 60,446+ | 11,800+ | 35,250+ | 107,49
cafeico 7,9471 1,2120 7,2127 +
0,47760
Acido 0 0 0 0 56,262+ 8,7949+ | 50,922+ 115,97
gdlico 4,8431 2,0760 5,5701 +
1,3489

A Nio foram encontrados duplicados, sendo utilizado apenas o valor principal.

o Existe um desvio padrdo maior que o valor médio o que pode ser um erro.

Nao foi encontrada na literatura informacao suficiente que associe uma melhor nutrigao da

levedura a formacdo de dlcoois superiores, pelo que seria necessdrio fazer uma investigagao

mais focada neste ponto para uma obtenc¢do de conclusdes mais concretas.
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3.2.4 Producao de ésteres

Os valores de ésteres etilicos de dcidos gordos e de ésteres de acetato de dlcoois superiores

foram mais elevados do que no ensaio anterior, o que pode estar relacionado com a alteragcao

introduzida nas condi¢des nutricionais. A influéncia dos compostos fendlicos segue a mesma

tendéncia nos 2 ensaios, ou seja, conduzem a obtencdo de valores mais elevados de ésteres,

especialmente na presenca dos taninos (Tabelas 11 e 12), incluindo o acetato de etilo (Tabela

13).

Tabela 11 - Concentracao de esteres no final da fermentaciao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras
sem (controlo) e com presenca de compostos fendlicos. (ug/L)

Butanoato de Hexanoato Octanoato Decanoato | Dodecanoato de Soma
etilo de etilo de etilo de etilo etilo de
esteres
240,78+ 378,60+ 512,85+ 111,30+ 40,244+ 1283,8+
Controlo
8,4869 13,262 72,500 26,496 7,6362 84,883
296,81+ 466,25+ 853,44+ 490,19+ 101,68+ 22084+
TA
182,75 286,10 481,17 220,48 65,596 1236,1
144,61+ 306,36+ 588,29+ 418,30+ 56,755+ 1514,3+
TB
20,833 24,967 2,4336 47,494 8,5997 75,787
) 219,27+ 285,35+ 386,14+ 245,67+ 40,707+ 1177,1+
Acido cafeico
64,029 43,098 24,448 33,070 3,2533 167,90
. 197,14+ 240,15+ 402,54+ 351,47+ 49,873+ 1241,2+
Acido gélico
51,972 1,3811 21,141 16,304 14,920 73,110
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Tabela 12 - Concentracao de acetatos no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras
sem (controlo) e com presenca de compostos fendélicos. (ug/L)

Acetato de Acetato de Acetato de 2- Acetato de Soma de
isoamilo isobutilo feniletilo 1soamiloctanoato acetatos
1330,4+ 76,278+ 383,83+ 0,94722A 1791,0+

Controlo
92,744 3,6265 4,1804 99,882
2164,6+ 169,34+ 591,63+ 4,3770+ 2930,0
TA
1741,5 134,53 191,02 2,2687 +
2069,3
1310,4+ 104,80+ 567,14+ 4,2775+ 1986,62
TB
119,52 9,8660 57,402 0,084340 +
186,70
. 1306,7+ 109,63+ 502,65+ 2,8670+ 1921,8
Acido
cafeico 61,136 23,266 66,794 0,18770 +
17,796
. 1207,4+ 83,919+ 649,17+ 4,3666+ 19449
Acido
gélico 173,26 17,974 63,364 0,17598 +
218,83

A Nao foram encontrados duplicados, sendo utilizado apenas o valor principal. Nao foi possivel calcular a média nem o desvio padrio,
porque s6 havia um valor a considerar
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Tabela 13 - Concentracao de etil de acetato no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas
amostras sem (controlo) e com presenca de compostos fenélicos. (ug/L)

Acetato de etilo
Controlo 15350+
1752,3
TA 29343+
888,80
TB 16667+
496,93
Acido 22440+
cafeico 7331,0
Acido 19393+
galico 3252,8

3.2.,5 Producao de acidos gordos

Ao contrério do ensaio anterior, a producdo de dcidos gordos foi superior na presencga de

compostos fendlicos (Tabela 14).

Tabela 14 - Concentracao de acidos no final da fermentacao por Saccharomyces cerevisiae nas amostras
sem (controlo) e com presenca de compostos fendlicos. (ug/L)

Acido Acido Acido Acido Soma dos

hexanoico octanoico decanoico dodecandico acidos
760,64+ 836,97+ 66,511+ 1667,1+

Controlo 68,346 127,37 14,271 205,85
1285,4+ 1513,2+ 200,85+ 9,9459+ 3009,5+

TA 412,51 470,34 73,398 5,2784 961,53
928,95+ 1026,4+ 107,90+ 2063,3+

TB 319,91 12,362 9,3722 341,64
3186,7+ 5196,4+ 784,86+ 9168,0+

Acido cafeico 412,83 2148,4 110,40 2671,6

) 3726,5+ 6235,5+ 716,53+ 10679+

Acido gilico 1315,5 2572,0 169,40 4056,9

E possivel concluir que as leveduras, ao serem nutridas com extrato de levedura (a condicao
principal que difere o segundo ensaio do primeiro), produzem quantidades mais elevadas de

acidos gordos, em alguns casos em niveis proximos do limite de percecao olfativa (10 mg/L)

(Lambrechts & Pretorius, 2000).
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Em resumo, tanto os compostos fendlicos quanto a nutricao das leveduras influenciam a

producdo de acidos gordos durante a fermentagao.
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4 Conclusoes gerais

Este estudo demonstrou que os compostos fendlicos t€ém uma influéncia significativa na
fermentacdo de mosto vinico sintético por S.cerevisiae, alterando a cinética de crescimento da
levedura, o consumo de agucares e a produ¢do de metabolitos finais. Os resultados mostraram
que os compostos fendlicos estimulam o crescimento da levedura, aumentando a taxa de
crescimento e a biomassa final obtida e acelerando a conclusdo da fermentagdo. O
metabolismo de actcares foi afetado pela presenca de compostos fendlicos com reflexo nas
quantidades de etanol e glicerol obtidas. Observou-se uma diminuicao nos niveis de etanol e
glicerol, embora nio confirmada quando se alteraram as condi¢des nutricionais do mosto. O
perfil aromatico dos vinhos também foi influenciado pelos compostos fendlicos, notando-se
esse efeito de uma forma mais consistente nos ésteres. De facto, a produgdo tanto de ésteres
etilicos de 4cidos gordos como de ésteres de acetato de dlcoois superiores foi superior na
presenca de compostos fendlicos. A producdo de outros grupos de compostos, tal como os
alcoois superiores e dcidos gordos, para além do efeito dos compostos fendlicos, foi
consideravelmente influenciada pela composi¢ao nutricional do meio. A inclusdo de extrato
de levedura conduziu a um aumento dos dlcoois superiores e dcidos gordos na composi¢ao

final das fermentacoes.

Estes resultados sugerem que as condicdes de fermentacdo, nomeadamente a composi¢ao

fendlica dos mostos e o estado nutricional das leveduras, influenciam a composi¢ao final do
vinho, podendo ter reflexo nos seus atributos sensoriais. No entanto, tirar conclusdes gerais
afigura-se complexo. Isso dependera do tipo de composto fendlico, da sua concentracio, da

composi¢do nutricional do meio e até da espécie/estirpe microbiana.
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5 'Trabalhos futuros

Estudos adicionais focados nas interacdes especificas entre compostos fendlicos e o
metabolismo da levedura serdo essenciais para avancar na compreensao cientifica e nas
aplicagdes préticas da tecnologia de fermentacdo. Mais concretamente, fazer experiéncias
com diferentes tipos de levedura, diferentes tipos e concentracdes de compostos fendlicos e

com diferentes meios.
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