ENOLOGIA

A ENOLOGIA
DE LEVEDURAS
NAO-SACCHAROMYCES

Saccharomyces cerevisiae € a principal
espécie de levedura envolvida na
fermentacdo alcodlica do mosto de uva.
A evolugdo da ciéncia enoldgica levou

a generalizagdo do uso de estirpes
selecionadas de S. cerevisiae, o que tem
proporcionado melhorias assinaldveis no
processo fermentativo e & introdugdo nos
vinhos de uma variedade de novos aromas
e sabores.

No entanto, o meio fermentativo é um
ecossistema onde pontuam diversas
espécies de leveduras, muitas delas
pertencentes a vdrios géneros ndo-
-Saccharomyces que prevalecem durante
os estdgios iniciais de fermentacgdo
alcodlica e contribuem significativamente
para o cardcter e qualidade do vinho final.
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Introducdo

A expressao “enologia de leveduras nao-Saccha-
romyces” surgiu tardiamente, ja inicio do século
XXI, e pretende colocar em evidéncia o papel e as
potencialidades que outras espécies de leveduras
podem ter na vinificagao e conservagao de vinhos.
O fenoémeno bioquimico central em vinificagao € a
fermentacao alcoolica - transformacao do mosto de
uva em vinho. Trata-se de um processo microbia-
no levado a cabo por leveduras (Figura 1) e, de uma
forma simplificada, podemos dizer que consiste na
conversao da glucose e frutose (principais agtcares
do mosto) em etanol e didxido de carbono (Figura 2).
Hoje em dia € um fenémeno bem compreendido, no
entanto nem sempre foi assim. Desde que a Huma-
nidade comecou a produzir vinho, ha mais de 10 000
anos, o fenémeno fermentativo era considerado uma
transformacao poderiamos dizer, quase magica ou
pelo menos com forte cunho de intervencgao divina.
Varios investigadores e estudiosos tém-se questio-
nado sobre a razao pela qual ha uma predominan-
cia quase absoluta da espécie Saccharomyces cere-
visiae numa fermentacdo espontanea de mosto de
uva. Efetivamente, quando nos dirigimos a vinha
em vésperas de vindima, e utilizando um balde co-
lhemos alguns cachos de uva maduros, os esma-
gamos e os deixamos fermentar espontaneamente
(por exemplo, para fabricar o “pé-de-cuba”), iremos
ter um fenémeno fermentativo quase inteiramente
dominado pela levedura S. cerevisiae. Isto, apesar
de nos cachos de uva ainda nao vindimados, S. ce-
revisiae nao ser predominante®”. Hd muito que os
investigadores sabem que € na pelicula do bago de
uva que se localizam as leveduras que apos o es-
magamento irao servir de indculo e desencadear a
fermentacgao alcodlica espontanea”. A maior parte
dessas leveduras ndo sao S. cerevisiae (que esta em
minoria), mas de outras espécies chamadas de nao-
-Saccharomyces que serao detalhadas de seguida.
Hoje em dia, as leveduras nao-Saccharomyces tém
sido selecionadas para garantir vinhos com maior
complexidade aromatica, contribuindo deste modo
com varias caracteristicas organoléticas-chave: (a)
aumento da concentracao de compostos especifi-
cos, tais como glicerol e acidez total; (b) reducao
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Figura 1 - Células tipicas de levedura Saccharomyces
cerevisiae durante a fase de reprodugdo assexuada
por gemulagdo.

do contetido em acido acético; (c) aprimoramento
do perfil aromatico, nomeadamente pela produ-
¢ao de determinados ésteres, alcoois superiores e
tiois volateis; (d) secrecao de enzimas que enrique-
cem o aroma do vinho, especificamente esterases,
B-glucosidases, lipases, proteases entre outras; (€)
reducao do contetido em etanol; (f) controlo da mi-
croflora que habitualmente causa deteriora¢ao no
vinho; (g) melhorias na qualidade geral do vinho e
na sua complexidade'.

Atualmente (dados de 2021), conhecem-se 293 es-
pécies de leveduras nao-Saccharomyces. Estas es-
pécies foram isoladas pelo menos uma vez em uvas
das espécies Vitis labrusca, Vitis rotundifolia, Vitis
amurensis e/ou Vitis davidii. As espécies predo-
minantes de leveduras nao-Saccharomyces (com
maior nimero de isolamentos registados em varias
partes do mundo) sao Metschnikowia pulcherrima,
Starmerella bacillaris, Pichia terricola, Torulaspo-
ra delbrueckii, Pichia kudriavzevii, Hanseniaspora
guilliermondii e Lachancea thermotolerans.
Portanto, antes de avan¢armos no tema deste ar-
tigo - “Enologia de nao-Saccharomyces” - convém
em primeiro lugar compreender porque é que a
Enologia convencional é, desde ha milénios, “Eno-
logia de Saccharomyces”. Ou seja, qual a razao por-
que estando S. cerevisiae numa posigao desfavora-
vel da grelha de partida, muito longe da “pole posi-
tion”, acaba invariavelmente por ganhar a corrida,
dominando o meio fermentativo e acabando por
transformar, sozinha, todos os agtcares fermen-
tesciveis do mosto em etanol?

41

Aresposta é efeito Crabtree, e sera desenvolvida na
secgao seguinte.

O efeito Crabtree, seguro de vida

do género Saccharomyces

O efeito Crabtree foi descoberto em 1926, por Her-
bert G. Crabtree quando realizava estudos relativos
a utilizacao de glacidos por células tumorais. Este
autor observou que a glucose se comportava como
inibidor do metabolismo respiratério nesse tipo de
células. Posteriormente, verificou-se que este fe-
noémeno nao ¢ exclusivo das células cancerigenas,
uma vez que tem sido detetado em células normais,
com taxas de divisao elevadas, como as da mucosa
intestinal, células embrionarias, células do tecido
renal, em leveduras e em bactérias®.

O efeito Crabtree em S. cerevisiae consiste no seguin-
te: num meio com abundancia de oxigénio e de he-
xoses, ao contrario do que seria normal, S. cerevisiae
nao envereda por um metabolismo respiratério com
oxidagcao completa dos agtcares (producao de dio-
xido de carbono e 4gua) na sequéncia glicolise = ci-
clo de Krebs = cadeia respiratoéria, enveredando sim
por um processo meramente fermentativo (glicolise)
com producao de etanol e diéxido de carbono. Esta
2.2 via metabdlica (Figura 2) tem a vantagem de per-
mitir a levedura multiplicar-se mais rapidamente e

2ADP +2P; 2ATP
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Figura 2 - Esquema da producdo de etanol

nas leveduras a partir das hexoses (neste caso,
glucose), mostrando as 3 fases: (1) Fosforilacdo; (2)
Descarboxilacdo e (3) Reducdo. O conjunto das fases
(1) e (2) designa-se normalmente Glicdlise, e € comum
a fermentacgdo alcodlica e & respiracdo aerdbia.

2 Etanol
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assim dominar todo o meio fermentativo em pouco
tempo, aniquilando potenciais concorrentes.
Canalizar a maior parte do fluxo de carbono para a
producao de etanol (processo fermentativo), inde-
pendentemente da disponibilidade de oxigénio, é,
portanto, a assinatura metabolica de algumas espé-
cies de levedura, sendo S. cerevisiae a representante
mais proeminente do clube “Crabtree positivo”. Varios
mecanismos contribuem para o efeito Crabtree nes-
ta espéciel, incluindo a repressao catabdlica trans-
cricional dos genes necessarios para a respiracao
aerobia. Mas a taxa de consumo de acgicar também
desempenha um papel crucial neste processo, dado
que a partir do momento em que se verifica uma de-
saceleracao do transporte de actcar para o interior
das células, ou uma reducao na atividade das enzimas
glicoliticas, verifica-se um abrandamento do efeito
Crabtree. Por seu turno, altas taxas de absorcao de
aglcares pelas células levurianas provocam um me-
tabolismo de transbordamento a nivel do piruvato.
A abundancia e propriedades cinéticas da piruvato
desidrogenase mitocondrial nao sao suficientes pa-
ra processar todo o piruvato produzido pela glicolise.
Nessas circunstancias, a maioria do piruvato é me-
tabolizado em acetaldeido pela atividade da piruva-
to descarboxilase e, depois, para etanol pela enzima
acetaldeido desidrogenase®. O efeito Crabtree é par-
te de uma combinacgao de adaptagdes que constituem
uma estratégia “primeiro acumular - depois consu-
mir” seguida por varias linhagens de levedura'™.
Embora muitas espécies de levedura sejam anaer6-
bias facultativas, apenas algumas delas sao capazes
de aguentar um crescimento sustentado em con-
digoes anaerdbias. A capacidade para a biossintese
anaerobia de pirimidina € a chave para apoiar cres-
cimento anaerobio, e portanto o efeito Crabtree.

Riscos associados as fermentacoes
espontdneas

O ideal de qualquer enologo seria trabalhar sempre
com a flora microbiana indigena, que lhe permitisse
exprimir nos seus vinhos todo o potencial dos terroir
onde tém origem. E isso que, em parte, pretendem e
reclamam os defensores dos chamados vinhos “na-
turais”, bioldgicos, biodinamicos, khosher, entre ou-
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Figura 3 - Fotografia da parte superior de uma
cuba de mosto em fermentacdo espontéinea, na
sua fase final. Véem-se coldnias de bactérias
acéticas, formando um “véu”, porque o ecossistema
fermentativo teve desvios importantes permitindo
que a populacdo de bactérias acéticas crescesse
demasiado, produzindo um vinho com elevado teor
em acidez voldtil.

tros. Colocamos entre aspas a expressao “vinhos na-
turais” porque, em nosso entender, todos os vinhos
sao naturais e a expressao acima pressupoe que os
outros nao o sao. O mundo nao € a preto e branco
e ninguém pode reclamar para si a exclusividade de
uma designacao, seja ela qual for. Se formos rigoro-
sos, nem os reclamados vinhos “naturais” sao total-
mente naturais, nem os biologicos sao totalmente
biolégicos, nem os biodinamicos sao totalmente bio-
dinamicos, etc., etc., porque as normas que presidem
a sua elaboracgao, inicialmente muito rigorosas nos
principios que advogam, acabam sempre por admitir
certas excecdes e derrogagoes, caso contrario o uni-
verso que abrangem seria extremamente limitado.
As fermentagdes espontaneas acarretam sempre
uma certa dose de risco (Figura 3), pois ha uma sé-
rie de fatores que nao sao controlados, ficando as-
sim ao sabor do acaso.

Por defini¢do, uma fermentacao espontanea sera
aquela em que o mosto, logo apds o esmagamento
da uva, é deixado fermentar livremente, sem qual-
quer aditivo quimico, servindo como inéculo ape-
nas o microbiota natural que vem depositado na
pelicula das uvas.
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Neste tipo de evento fermentativo, leveduras “boas”
e bactérias indesejaveis, partem da mesma linha da
grelha de partida, lado a lado. A probabilidade de
ser o primeiro grupo ou o segundo a dominar a fer-
mentacao é praticamente 50% para cada lado.

Leveduras ndao-Saccharomyces

ja em comercializacdo

e respetivas caracteristicas

No sentido de minimizar os riscos das fermenta-
¢Oes espontaneas, mas mesmo assim usufruir dos
beneficios que um ecossistema fermentativo com
maior biodiversidade pode trazer aos vinhos pro-
duzidos, surgiu a produgao e comercializacao de
leveduras liofilizadas sob a forma de levedura seca
ativa (LSA) de diversos géneros e espécies.

A compreensao do modo de funcionamento do
ecossistema fermentativo, nomeadamente de fen6-
menos como o efeito Pasteur, o efeito Crabtree e o
caracter Killer de algumas leveduras, é fundamen-

Figura 4 - Células tipicas de levedura Metschnikowia
pulcherrima.

tal para “driblar” S. cerevisiae e abrir uma janela de
oportunidade para o aumento da populacao de ou-
tras leveduras, conforme o interesse especifico do
enologo para o vinho em questao.

A Tabela 1 apresenta-nos exemplos de leveduras
nao-Saccharomyces ja comercializadas e respetivas
aplicacgoes.

Conclusoes

Durante milénios, a fermentagao alcoolica per-
maneceu misteriosa e obscura. Os registos mais
antigos sobre o processo fermentativo datam de
7000 a.C. na regido da Asia Menor, Caucaso e Me-
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Tabela 1 — Exemplos de leveduras nao-Saccharomyces ja em comercializacao e respetivas caracteristicas

Espécie

(por ordem alfabética)

Vantagens e caracteristicas

Candida
zemplilina

E normalmente indicada para vinhos com alto teor alcoélico. O seu uso leva também a uma maior producio
de glicerol.

Kluyveromyces
thermotolerans

Uso ideal em ambientes quentes. O seu uso aumenta a acidez total do vinho, e leva a producio de aromas frescos
a morango.

Kluyveromyces

O seu uso ¢é vantajoso para inibir o crescimento de outros microrganismos que possam comprometer a qualidade

wickerhamii da fermentacao.
Lachancea Produz teores significativos de acido lactico durante a FA. Produz aromas complexos no inicio da FA.
thermotolerans Eficaz para reequilibrar vinhos de climas quentes.
Metschnikowia Reduz o risco de uma fermentagao precoce; a sua competitividade em relagdo a outras leveduras indesejaveis
fructicola impede que estas se estabelecam no processo fermentativo.
Metschnikowia Protege e controla o microbiota indigena indesejavel.

pulcherrima

Permite reduzir os niveis de SO, durante as etapas pré-fermentativas de vinhos brancos e rosés (Figura 4).

Pichia O seu uso promove aromas frutados nos vinhos produzidos, garantindo também uma fermentagao
kluyveri com consisténcia.
Schizosaccharomyces Usada para fermentacdo malolatica, principalmente em tintos. Degrada o dcido malico com alta producgao
pombe de glicerol. Tem baixa producéo de acidez volatil, de sulfitos e de acido acético.
Starmerella Indicada para vinhos com alto teor alcodlico. Aumenta a produgao de glicerol e tem baixo rendimento em alcool,
bacillaris

produzindo vinhos com baixo teor alcodlico (< 10% v/v).

Torulaspora

5 estirpes ja disponiveis comercialmente, com caracteristicas diferentes que vao desde a redugao da acidez volatil,

delbrueckii o aumento da complexidade do sabor, aumento da diversidade aromatica e aumento da resisténcia osmotica™?.
Wickerhamomyces ~ ; .
anomalusy O seu uso leva a um aumento da concentracao de ésteres de acetato e monoterpenos no vinho.

sopotamia. Hieroglifos egipcios sugerem que, ha
mais de 5000 anos, as leveduras eram utilizadas nos
processos fermentativos, quer na produgao de pao,
quer na de bebidas alcodlicas. Curiosamente, s6 em
1857 Louis Pasteur provou que a fermentagao resul-
ta da acao de organismos vivos, postulando a “teo-
ria vitalicia da fermentacao”, segundo a qual a fer-
mentacao alcodlica s6 é possivel com células vivas.
Em 1815, o quimico francés Joseph Louis Gay-Lus-
sac tinha sido o primeiro a propor a reagao quimica
bruta da degradacao da glucose em etanol.
Posteriormente, nas décadas iniciais do século XX, o
papel de S. cerevisiae na fermentacao foi sendo elu-
cidado, e esta levedura passou a ser utilizada como
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organismo eucariota modelo, uma vez constatadas a
seguranc¢a na manipulacao desse microrganismo, bem
como o rapido crescimento e facil armazenamento. A
partir de um projeto colaborativo envolvendo 600 in-
vestigadores, S. cerevisiae foi o primeiro organismo
eucariota a ter o genoma completamente sequenciado.
Compreender e intervir na fermentagao alcodlica
de uma forma inteligente e criativa, tirando parti-
do de sinergias e potenciando mais-valias que os
diversos microrganismos em presenga proporcio-
nam, € uma das principais tarefas do enologo assim
que as uvas chegam a adega.

A producao de um bom vinho foi, durante geragoes
de produtores e enologos, sinénimo de produzir
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um vinho com muito alcool, o que lhe garantia a
longevidade e a prote¢ao microbiologica que o efei-
to antissético do etanol proporciona. No entanto,
desde ha alguns anos que as mentalidades vém mu-
dando. Os avancos das técnicas de isolamento de
leveduras, sua liofilizacao para producao de leve-
dura seca ativa, puseram a disposi¢ao do enologo,
como se procurou demonstrar neste artigo, uma
panoplia de leveduras que lhes permite gerir de
forma inteligente o processo fermentativo, promo-
ver a biodiversidade no seu seio de forma a que se
possa retirar os seus proveitos e maximiza-los. ©
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