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Introducao

Os tidis volateis sao uma familia de compostos aromaticos muito conhecidos pela sua contribuicdo para
obter notas frutadas nos vinhos. Esses aromas sdo muito caracteristicos de algumas variedades de uvas,
tais como Sauvignon Blanc, Colombard ou Verdejo, e representam uma grande parte da sua tipicidade.
Contribuem também para a complexidade e a fruta de vérias outras castas, mesmo nos vinhos tintos. O
3MH (3-sulfanil-hexan-1-ol, também conhecido como 3SH), o seu acetato 3MHA (também conhecido
como 3SH-A) e 0 4AMMP (4-metil-4-sulfanilpentan-2-ona, também conhecido como 4MSP) sdo os trés
compostos mais abundantes; o 3MH estd associado ao aroma da toranja, o 3MHA ao maracuja e o 4MMP
é responsdvel pelos aromas da groselha preta e do buxo. O seu limiar de percecao é muito baixo, especial-
mente para 0 4MMP (0,8 ng / ). Estes compostos estdo presentes no mosto de uvas sendo precursores ndo
volateis inodoros, conjugados cisteinilados ou glutationilados. Os tidis arométicos séo revelados pela acao
enzimatica da levedura durante a fermentacao alcodlica.

Os tidis volateis sao revelados pelas leveduras enoldgicas

A Saccharomyces cerevisiae é capaz de absorver e clivar os precursores para libertar os tidis livres, o 3MH
e 0 4MMP (Figura 1). O 3MHA é derivado do 3MH por acetilagdo. A levedura enoldgica tem diferentes ca-
pacidades de revelar tidis volateis, atendendo ao seu histérico genético e as suas atividades enziméticas
correspondentes.
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Figura 1. Conversao do precursor inodoro em tiol volatil pela levedura enolégica.

Compreender a liberacao de tiois volateis pela levedura enoldgica
através da sua composicao genética.

Os detalhes completos de todas as enzimas envolvidas na via de conversdo de precursores em tiois
volateis ainda nao sao totalmente compreendidos. No entanto, sabe-se que uma familia de enzimas, as
B-liases carbono-exnofre, é responsavel pela conversao dos precursores em 3MH e 4MMP.

O gene, IRC7, codifica uma enzima, uma B-liase capaz de clivar precursores conjugados com cisteina.
O papel do gene IRC7 foi destacado mais especificamente na formacao de 4MMP, pois o IRC7 codifica
a B-liase por ter uma forte afinidade com o conjugado cys-4MMP [1, 2, 3]. Duas copias do gene IRC7
sdo encontradas na levedura enolégica e, para uma melhor libertacdo de tidis, sdo necessarias 2 cépias
completas (IRC7'/IRC7").

A maioria das leveduras enoldgicas possuem uma versao do gene, e essa versao é frequentemente trun-
cada e produz uma proteina nao funcional, o IRC7* [1]. Isso resulta numa enzima incapaz de clivar os
precursores dos tidis volateis. No entanto, quando a levedura possui uma versao longa do gene (IRC7),
esta consegue clivar os precursores dos tiois volateis.

Apds um estudo genético e uma triagem da nossa colecao de leveduras, identificamos uma levedura
enologica peculiar que possui uma copia ‘longa’ do gene, IRC7-. No entanto, este gene nao € totalmente
expresso na levedura enolégica devido a presenca da cépia truncada (curta) /IRC7. Com a nossa pesquisa,
fomos capazes de selecionar uma levedura enoldgica com duas copias longas do gene IRC7* podendo
expressar totalmente todo o potencial desta enzima -liase para a libertacao de 4AMMP.



A abordagem utilizada baseia-se na divisao celular para a exploracdo da diversidade, onde a nossa le-
vedura parental foi induzida a esporular e produzir uma grande diversidade de fenétipos. A populacéo
decorrente foi analisada para copias longas de IRC7* usando o PCR especifico de alelo, permitindo-nos
selecionar uma levedura enoldgica que possui os dois alelos longos do IRC7: (Figura 2) e, consequente-
mente, uma P-liase altamente funcional com uma grande afinidade ao cys-4MMP.
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Figura 2. Um novo método baseado na divisdo celular para a exploracdo da diversidade
e selecdo de uma levedura com duas cépias longas do gene IRC7: Sauvy™.

Para além do comprimento do /IRC7, as muta¢bes podem ter um impacto negativo na
atividade de libertacao de tiol

Pesquisas recentes mostraram que o comprimento do gene /RC7 ndo é o Unico parametro que tem
um impacto na atividade enzimdtica. Neste caso, isto esta relacionado com as mutacdes. As mutagoes
existem naturalmente entre as leveduras enoldgicas, algumas das quais tém um impacto negativo na
atividade enzimatica [4], embora possuam um longo /RC7. Uma das mutacdes de maior impacto é o
SNP (Polimorfismo de Nucleotideo Unico) causando uma substituicdo do aminoacido treonina por uma
alanina na sequéncia da proteina da enzima na posicdo de aminoacidos 185, chamada T185A. A excecao
de SAUVY ™, a maioria das leveduras IRC7Y* possuem esta mutacdo, responsavel por diminuir a capaci-
dade de libertacao de tidis. Este gendtipo excecional de SAUVY ™ nao é frequente, pois foi estimado que
menos de 3% das estirpes de leveduras enoldgicas tém a combinacédo do alelo duplo longo IRC7** e a
auséncia da mutagao T185A [4]. Entre todas as leveduras selecionadas disponiveis, SAUVY ™ faz parte
desses raros 3%, o que explica o seu fendtipo especifico e Unico e, mais importante, a sua excelente
capacidade de libertacéo de tidis.
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Além de sua capacidade Unica de permitir a libertacao ideal de 4MMP, SAUVY ™ apresentou um perfil
tidlico completo e intenso. Por exemplo, o indice de aromas com base no valor de atividade odorifera
(Figura 4) num Sauvignon blanc do Gers, Franca, 2019, mostrou que Sauvy ™ apresenta uma maior
percecdo tidlica vegetal, bem como um perfil aromatico complexo com aromas de frutas citricas, tro-
picais e amarelas em comparagdo com o grupo de controlo. SAUVY ™, para além de revelar aromas
mais intensos a buxo, também revela outras notas aromdticas tidlicas.
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Figura 4. indice dos aromas baseado no valor da atividade odorifera. Ensaio comparativo
num grupo de controlo no vinho Sauvignon blanc (Gers, Franca, 2019) versus SAUVY ™.

Foi realizada uma andlise sensorial por um painel de 36 provadores profissionais num Sauvignon
Blanc, Bordéus, Franga, 2018, mostrando uma alta complexidade com um aumento acentuado na
“percecao de tiol vegetal” e notas “citricas” com SAUVY ™ em comparacdao com o controlo (Figura 5). O
sabor foi percecionado como sendo mais fresco com uma acidez significativamente mais elevada, e
26 de 36 provadores preferiram o vinho fermentado com Sauvy™.
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Figura 5. Andlise sensorial de um painel profissional (de 36 provadores) num Sauvignon Blanc,
Bordeaux, Franca, 2018. Pontua¢ao média: ** significativo no teste de Friedman em 5%.
* Significativo no teste de Friedman em 10%.

No centro da zona do mais famoso Sauvignon blanc, Marlborough na Nova Zelandia, avalidamos o
impacto de SAUVY ™ em comparagao com uma tipica levedura enolégica de Sauvignon blanc em
termos de aroma e sabor. As uvas eram provenientes da sub-regido de Rarangi em Marlborough, em
2020, e foram fermentadas com SAUVY ™ e com uma levedura enoldgica de um grupo de controlo.
Os niveis de tiois (Figura 6) foram significativamente maiores quando fermentados com SAUVY ™. A
degustacao desses vinhos revelou um significativo aumento da intensidade aromatica e da percecao
dos tidis (Figura 7).
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Figura 6. Producéo de tidis no Sauvignon blanc 2020 na regido de Rarangi
em Marlborough (Nova Zelandia) com SAUVY ™ versus uma levedura de controlo.
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Figura 7. Avaliacdo sensorial do Sauvignon blanc 2020 (Rarangi, Marlborough, NZ)
fermentado com SAUVY ™ ou com uma levedura de controlo.

Desempenho sob diferentes condicoes de vinificacao

Para além de sua contribuicao aromdtica excecional, SAUVY ™ apresentou um excelente desempenho na
fermentacao. Nos 29 ensaios realizados a escala piloto e nas adegas sob varias condi¢des e em diferentes
paises, os resultados confirmaram o bom desempenho na fermentacéo e na producao de 4MMP, com di-
ferentes niveis de NFA, especialmente em condi¢des de NFA inicial elevado ou com uma boa gestao da
nutricdo da levedura, bem como sob diferentes condi¢des de temperatura.

Por exemplo, a baixas temperaturas (14 ° C), SAUVY ™ foi capaz de completar a fermentacdo 5 dias antes
da levedura controlo. Apesar do elevado SOz inicial, a duracéo da fermentacao alcodlica foi menor com
SAUVY ™ e os vinhos produzidos tiveram um teor tiélico significativamente superior (Figura 8).
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Figura 8. Duracao da fermentacao alcoélica e anélise dos ti6is. Ensaio comparativo num vinho Sauvignon
blanc (sudoeste de Franga, 2020) fermentado a 14 ° C. Mosto com SO inicial elevado.
(SO Livre = 28 mg/L - SO, Total = 87 mg/L).




SAUVY™ também apresenta uma boa sinergia com o nutriente especifico Stimula Sauvignon blanc™
garantindo uma absorcao ideal dos precursores dos tidis e uma intensa producao de tidis volateis
(Figura 9).

250
14,000

200 12,000 I
) 1 _ 10,000
S 150 <
£ D 8000
o £
= x
= 100 = 6000
< m

4000

50
2000

0

SAUVY™ + Stimula™ Sauvignon blanc 2z SAUVY™ + Nutricdo Complexa

Figura 9. Andlise de tidis. Ensaio comparativo em vinho Sauvignon blanc (Chile, 2019) fermentado a 14° C
com SAUVY ™. Aplicacdo de 40g/hL de Stimula Sauvignon blanc™ no inicio da fermentacao alcodlica.

Conclusao

Uma compreensao aprofundada da base genética responsavel pela libertacdo de tidis volateis e a
nossa experiéncia na selecao e caracterizacao de leveduras enoldgicas permitiu-nos efetivamente se-
lecionar uma nova levedura enolégica com uma 6ptima libertacdo de compostos de tidis varietais, em
particular o 4MMP. A levedura Sauvy ™ possui duas copias completas do gene IRC7* e néo é alvo da
mutacgao T185A, garantindo a atividade {3-liase ideal e a libertacao tidlica do precursor. Entre todas as
leveduras vinicas selecionadas a disposicao dos enélogos, SAUVY ™ apresenta um potencial excecio-
nal e Unico para a producao de vinhos brancos aromaticos intensos e frescos.

Os vinhos fermentados com SAUVY ™ apresentam perfis sensoriais tipicos descrevendo o buxo, grosel-
ha, folha de tomate, maracuj, frutas citricas e a groselha preta. SAUVY ™ também revela uma sensacao
de boca refrescante e crocante.
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