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ABSTRACT

The H,S production by yeasts is a frequent problem during the winemaking process.
Hydrogen sulfide is a gas that produces the characteristic smell of rotten eggs. Therefore,
it is important to select Saccharomyces cerevisiae strains that do not liberate H,S during
wine fermentation resulting in off-flavor in wine. The goal of this work was to evaluate
the yeasts isolated from the cultivars Cabernet Franc, Tannat and Ancellotta from the
Pinto Bandeira Region, Bento Gongalves (RS) in relation to the evolution of H,S and
their fermentation skill. Lead (ll) acetate paper was used to detect the production of
hydrogen sulfide by 120 yeast strains. The fermentation ability of these strains was
measured by gravimetry. All yeast strains with strong fermentation capacity did not
produce H_S, representing 13.3%. Only one of these strains produced H.S in relatively
small quantities in two of the three test tubes. High H_S formation was found in 35.8%
of strains. These strains were also characterized by low fermentation capacity. Only 16
strains have showed potential to elaborate wines without off-flavour provoked by H_S.
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RESUMO

A producao de sulfeto de hidrogénio por leveduras é um problema frequente durante a
elaboracdo de vinhos. O sulfeto de hidrogénio é um gds que produz o odor caracteristico
de ovos podres. Portanto, é importante selecionar linhagens de Saccharomyces
cerevisiae que ndo liberem sulfeto de hidrogénio durante a fermentacdo, e assim
ndo formar aromas indesejdveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar as leveduras
isoladas das cultivares Cabernet Franc, Tannat e Ancellotta da regido de Pinto Bandeira,
Bento Gongalves (RS) em relagao a formagao de sulfeto de hidrogénio e capacidade
de fermentacdo. Papel embebido em acetato de chumbo foi utilizado para detectar a
producdo de sulfeto de hidrogénio em 120 linhagens. A capacidade fermentativa foi
medida por gravimetria. Todas aslinhagens com alta taxa de fermentac¢do ndo produziram
sulfeto de hidrogénio, representando 13,3%. Apenas uma destas formou sulfeto de
hidrogénio em pequena quantidade em dois dos trés tubos. Alta producao de sulfeto
de hidrogénio foi encontrada em 35,8% das linhagens isoladas. Estas também foram
caracterizadas por baixa capacidade fermentativa. Somente 16 linhagens mostraram
potencial para elaborar vinhos sem aromas desagraddveis provocados pelo H,S.

Palavras-chave: Selecdo de leveduras; H_S; fermentagdo.
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INTRODUCAO

O sulfeto de hidrogénio (H,S) € um composto indesejavel no vinho por
estar relacionado com a formacdo de odores desagraddveis. A producao
deste gas ocorre por via enzimatica e estd relacionada com reducdo de sulfato
exégeno (UGLIANO; KOLOUCHOVA; HENSCHKE, 2009). A remogdo do H.S do
vinho é complexa e problematica, por isso, é fundamental que, na elaboracao
de vinho sejam empregadas linhagens com capacidade de efetuar uma rapida
combinagdo do H_S formado com precursores nitrogenados ou com deficiéncia
na atividade da sulfito redutase. O uso de tais leveduras, apresentando elevada
capacidade fermentativa, tem se mostrado uma solucao eficaz (SILVA; SILVA,
1987). A preferéncia por linhagens autéctones é outro ponto a ser considerado,
visto que além de estarem mais adaptadas ao substrato e ao ambiente de
vinificagdo, garantem a manutengao das caracteristicas tipicas dos vinhos de
uma determinada regidao (LOPES et al., 2007; CALLEJON et al., 2010). Portanto,
o presente trabalho teve por objetivo determinar o potencial das leveduras
autdctones da regido de Pinto Bandeira, Bento Gongalves (RS) com relacdo a
elaboragdo de vinhos, ressaltando a deficiéncia em formar H,S e uma expressiva
velocidade de fermentacgao.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 120 leveduras das cultivares de uva Cabernet Franc,
Ancellotta e Tannat de vinhedos da regidao de Pinto Bandeira, Bento Gongalves
(RS) na safra de 2012. As amostras foram submetidas a diluicdo em série, seguida
de plagueamento em mosto agar sem azul de metileno. O isolamento foi efetuado
no mesmo meio entre 24 e 48 horas apds o plagueamento e crescimento a 242C
por 24 horas (SILVA; SILVA, 1987; SILVA, 1996).

Aprodugdo de H,S foi acompanhada usando papel de filtro impregnado com
solucdo de acetato de chumbo 3,0% (SILVA; SILVA, 1984). Foram utilizadas duas
linhagens testemunhas, Embrapa 1vvt/97 como controle negativo, e a comercial
K1 (Lallemand) como controle positivo. Os tubos foram mantidos em estufa na
temperatura de 242 C e a avaliagdo da evolugdo de H,S foi monitorada por 96
horas com intervalo de 6 e 18 horas. A capacidade fermentativa foi monitorada
pelo método gravimétrico (GIUDICI; ZAMBONELLI, 1992; LONGO et al, 1992;
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SILVA et al., 2011). A avaliacdo foi efetuada durante 96 horas com intervalo de 6
e 18 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 120 microrganismos isolados 35,8% apresentaram desprendimento de
H_S, sendo considerados positivos para o testes os que formaram o gas em pelo
menos 2 dos 3 tubos testados. Como demonstrado na Figura 1, a maioria das
linhagens isoladas ndo produziram H.S (64,2%). Das linhagens produtoras de H_S,
as que foram baixas, médias e altas concentragdes representam, respectivamente,
16,7%, 6,7% e 12,5%. E conhecido que as linhagens produtoras do H_S necessitam
da presenca das enzimas da via de reducdo do sulfato, e a repressao ou expressao
destas enzimas estd relacionada com a quantidade de H.,S formado (BUTZK;
PARK, 2011). Além disso, a composi¢cdao do mosto pode influenciar a produgao
de H,S pela presenca de nitrogénio assimilavel. O metabolismo de aminodacidos
gue contém enxofre, como a metionina e a cisteina, pode resultar em producao
acentuada de sulfeto de hidrogénio se ndo houver presentes no meio precursores
nitrogenados destes aminoacidos prontos para reagir enzimaticamente com o
H_S formado pela levedura (CORDENTE et al., 2009).

Figura 1- Produgdo de H_S por linhagens isoladas
100%

80%

60%

40%

20%
» I = =

Nula (+) (++) (+++)

Quantidade de H,S produzida

Quantidade de Leveduras

A frequéncia de linhagens produtoras de H.S pareceu variar de acordo
com a origem das leveduras com relacao ao cultivar. Cabernet Franc, Ancellotta
e Tannat apresentaram producao de, respectivamente, 65,0%, 32,5% e 10,0%.
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Estudos realizados com a cultivar Cabernet Franc mostraram um porcentual mais
elevado (79,2%) (SILVA, 1999). Da mesma forma, uma pesquisa com o cultivar
Cabernet Sauvignon, coletada na mesma regiao, mostrou que em 70,0% das
linhagens isoladas produziram H,S (SILVA; DALARMI, 2003). Linhagens isoladas
de cultivares da regidao demarcada do Douro em Portugal, mostraram valores
ainda mais elevados para leveduras fortes produtoras de H,S (90,3%). Apenas
25 das 259 mostraram baixa atividade da sulfito redutase (NETO, MENDES-
FERREIRA, 2005). A variagdo encontrada na frequéncia pode ser explicada pela
composicao quimica dos diferentes cultivares, a qual privilegiou determinados
tipos de microrganismos. Pode ainda ser justificada pelo tipo de tratamento
fitossanitdrio recebido por cada cultivar, o que também explicaria a variagdo nas
frequéncias encontradas em outras regides.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que 64,0% das linhagens
isoladas apresentaram atividade extremamente baixa da enzima sulfito
redutase ou promovem a rapida combinagdo do H,S formado com precursores
nitrogenados.

A boa capacidade fermentativa, indispensdvel para elaboracao de vinho,
foi observada apenas em linhagens isoladas a partir da cultivar Ancellotta.
Destas, 40,0% apresentaram velocidade de fermentagdo similar a dos padrdes
da Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1vvt/97 e K1 (Lallemand) e apenas uma
produziu, embora em pequenas quantidades, H,S, ndo apresentando risco a
qualidade do vinho elaborado. Portanto, 13,3% das linhagens isoladas unem os
atributos de alta velocidade de fermentacao, representada pelas Figuras 2 e 3,
e baixa atividade da sulfito redutase. As demais, incluindo as produtoras de H.,S,
apresentaram baixa atividade fermentativa.
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Figura 2- Velocidade de fermentagao de linhagens mais promissoras isoladas a partir da
cultivar Ancellotta representando as linhagens de Al a A18. As linhagens 1vvt/97 e K1,
indicadas pelas setas, foram utilizadas como padrdes.

Figura 3- Velocidade de fermentacdo de linhagens mais promissoras isoladas a partir da
cultivar Ancellotta representando as linhagens de A21 a A40. As linhagens 1vvt/97 e K1,
indicadas pelas setas, foram utilizadas como padrdes.
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CONCLUSOES

Emboraaslinhagens que formam H,S possuam atividade fermentativa baixa,
estas tém o potencial de comprometer a qualidade do vinho. Considerando a
nula ou baixa produgdo de H,S e a alta velocidade de fermentagdo, 16 linhagens,
isoladas apenas da cultivar Ancellotta, possuem potencial para a elaboracao de
vinhos. Nem sempre as leveduras presentes nas bagas das uvas apresentam
aptidao para a elaboragao de vinhos.
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