Informacao pratica sobre a elaboracao do vinho

AS DIVERSAS FUNGOES DO AZOTO
NA FERMENTAGAO ALCOOLICA

O que é o0 azoto? O azoto é uma molécula composta por dois atomos (N2). O seu nome cientifico é diazoto.
Azoto é o principal componente da atmosfera, representando 78% do ar que respiramos.
E indispensavel porque dilui o oxigénio, caso contrario a atmosfera tdo concentrada seria
prejudicial para os seres humanos.

O azoto esta presente nos mostos em diversos estados: amonio, aminoacidos, peptideos e pro-
teinas. A fragao do azoto que pode ser utilizada pelas leveduras durante a fermentagéo alcodlica
é denominada de “Azoto Assimilavel’. As células das leveduras também contém azoto sob a
forma de proteinas, peptideos — particularmente tripeptideos — e aminoacidos (ver Figura 1).

NFA (Azoto Facilmente Assimilavel) inclui a-aminoacidos livres (AA), amonio e alguns peptideos.
Esta é a fragdo do azoto que pode ser utilizada pelas leveduras do vinho para levarem a cabo
uma fermentacgéo eficaz.

NFA = a-aminoacidos livres + NH,* + alguns pequenos peptideos

A prolina é o Unico a-aminoacido livre (AA) que ndo é assimilado pelas leveduras, mesmo
sendo um dos AAs mais abundantes em mostos.

= FAN = azoto a-aminado, que é equivalente aos a-aminoacidos livres
m Principais AAs livres (em quantidade) nas uvas: prolina, arginina, glutamato

Porqué que é O azoto é um fator chave que tem um impacto significativo na fermentagéo do vinho. E o
importante na nutriente mais importante para as leveduras, influenciando tanto a cinética da fermentagéao
vinificagdo? como a qualidade do vinho.

O azoto é essencial para o crescimento e para o metabolismo das leveduras. Na vinificacao,
o NFA tem um papel chave a dois niveis diferentes:

» Representa um importante fator nutricional para as leveduras ao longo da fermentagéo
alcodlica devido a sua fungao na sintese de proteinas e transporte de agucares.

« E essencial para a biossintese dos marcadores da qualidade do vinho como &lcoois
superiores, tidis e ésteres das leveduras.

A concentragdo de NFA em mostos naturais de uva varia entre 60 mg/L e 500 mg/L, depen-
dendo da casta , da colheita e do microclima.

Em condig¢des de deficiéncia de azoto, o crescimento das leveduras e a velocidade de fermen-
tacéo séo limitados. Uma concentracao inicial de NFA baixa demonstrou ser responsavel por
fermentagbes mais lentas e paradas, razao pela qual a adigdo de azoto ao mosto se tornou
numa agao necessaria na produgao vinicola.

Hoje em dia, a medigéo de NFA é uma boa forma para as adegas poderem avaliar o estado
geral das uvas a nivel da concentragdo de azoto, mas nao necessariamente a nivel da quali-
dade de azoto, o que é outro parametro chave do ponto de vista da fermentacao e da qualidade
sensorial do vinho final.

Para uma adequada gestao da fermentagao, as melhores praticas de fermentagao recomendam
a adi¢ao de azoto na forma inorganica (amonio) ou organica. O azoto organico tem demonstrado
ser o nutriente mais eficiente e completo para garantir a fermentacéo e desenvolver o potencial
aromatico total da uva, como sera mostrado mais adiante.
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Onde encontramos No mosto: 1/3 do azoto é encontrado sob a forma de aménio e 2/3 em aminoacidos. Os
Azoto? mostos tém muitas vezes défice de NFA (i.e. < 150 mg/L).

O azoto proveniente de fontes externas pode ser adicionado ao mosto para um melhor
desenvolvimento da fermentagao:
- Azoto inorgéanico: sais de aménio (DAP, DAS), que s&o adicionados durante a fer-
mentacéao alcodlica
- Azoto organico: proteinas, peptideos, tripeptideos e aminoacidos livres provenien-
tes das leveduras (leveduras inativadas e leveduras autolisadas). (Figura 1)
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Figura 1. Imagem de uma célula de levedura
indicando a localizagdo dos compos-
tos que contém azoto (aminoéacidos,
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Quando é mais eficiente Diversos estudos foram realizados para de-
a adicdo de azoto? terminar o momento ideal para a adigédo do

azoto. Foi demonstrado que uma adigéo de
azoto a 1/3 da fermentagdo, no momento
em que a populagédo de leveduras atinge o —— Fermentagdo lenta:

Baixo teor de azoto

maximo — isto &, apds o consumo do azoto no
mosto (todo o azoto do mosto foi consumido
pelas leveduras para a fase de multiplicagdo e
biomassa) - tem o maior beneficio na taxa de
fermentagéao e cinética.

=== Adi¢do de azoto inorganico: NH4
« Aumento da velocidade de fermentagao
(=aquecimento)
+ Aumento da biomassa
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uma populagdo de leveduras muito elevada, , fepeathoras) ) .
um aumento subito da velocidade de fermen- Figura 2. Impacto da nutricdo inorgénica adicionada
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térmica (libertacdo de calor) e uma reducgéo
elevada de azoto. Rapidamente as leveduras
ficam sem azoto para converter o agucar em T———— —

etanol. Como apresenta a figura 2, fermenta- 0 Barsaentacto siceolca orgamios ormaidom
¢Oes lentas ou paradas podem ocorrer com 07 Wl Ssmasaedenenes
uma Unica adi¢do de DAP (30g/hl, equivalente
a 63 mg/l de NFA) no inicio da fermentagao.

20 g/hL no inicio

dCO/dt (g/L.h-1)

Quando a nutrigio orgéanica € utilizada no ini- .
cio e a 1/3 da fermentagdo para uma melhor : [ |
eficiéncia, o consumo do azoto é mais lento
e mais controlado. Consequentemente, a fer-
mentagao € mais regular — sem picos de calor
e com melhor controlo da temperatura — e a
FA é concluida como mostra a figura 3.

Tempo (horas)

Figura 3. Impacto da adicdo de nutricdo orgénica na
fermentacéo alcodlica. 20g/hl (8mg/l de NFA)
de azoto organico adicionado no inicio da
fermentacédo e 20 g/hl (8mg/l de NFA) a 1/3
da FA
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UMA PALAVRA DO NOSSO ESPECIALISTA

O azoto assimilavel é essencial na sintese de proteinas pelas
leveduras. E habitualmente o nutriente limitante principal e a prin-
cipal causa de fermentagoes lentas: em condigbes standard, ex-
iste uma relagdo entre a concentracdo de azoto assimilavel no
mosto e a velocidade maxima de fermentacéo. O azoto amoniacal
e aminoacidos livres s&o a principal fonte de azoto embora alguns
pequenos peptideos também possam ser assimilados.

A concentragdo de azoto assimilavel é considerada limitante
quando € inferior a 150 mg/L. Nesse caso, a adigdo de 50 a 100
mg N/L é muito eficaz. Quando adicionado antes da inoculagéo,
a populagéao celular e a velocidade fermentativa durante a primei-
ra metade da fermentacdo aumentam, mas a viabilidade celular
podera decrescer no final. Para diminuir o risco de fermentagoes
paradas, a melhor solugdo € (i) adicionar azoto no inicio da fase
estacionaria, isto €, apos 30-40 % da fermentacéo e (ii) associar
esta adicdo com uma oxigenacao ou usar um produto complexo
contendo outros nutrientes, como lipidos. Azoto amoniacal pode
entdo ser substituido pelo azoto organico, com um melhor efeito
sobre as cinéticas de fermentagéo.

As necessidades em azoto assimilavel sédo diferentes de acor-
do com as leveduras enoldgicas utilizadas. Este critério é agora
bem quantificado e também deve ser considerado para otimizar a

gestao da fermentacao.

RESULTADOS

Fungao 1: O efeito do azoto nas cinéticas de fermentacéo

A concentragdo de NFA tem a maior influéncia na velocidade
de fermentacgéo; tem impacto na biomassa das leveduras no
inicio da fermentagéo, assim como na cinética do transporte de
agucares durante a fermentagdo. Assim que um mosto tenha
uma caréncia em azoto no final da fase de crescimento, existe
uma reducao da sintese de proteinas e da atividade de trans-
porte de agucares. A adicdo de NFA em mostos com défice
de azoto conduz a uma redugédo significativa na duragdo da
fermentagdo através da reativagéo da sintese de proteinas e
aumentando a velocidade do transporte de aglcares, o que re- 12
sulta num aumento da taxa de fermentacgao.

H

Existem cada vez mais estudos a descrever a diferenga na
eficiéncia entre as adigbes de azoto organico e inorganico
no que diz respeito as cinéticas. Na Figura 4, comparamos a
eficiéncia de ambas as fontes (DAP para inorganico e Fermaid
O™ para orgénico) e aplicamos 2 estratégias de nutricao utili- =
zando a mesma quantidade de NFA: 16 mg/L, na forma organi- o =
ca versus inorganica. Foi realizada uma terceira fermentagéo, € @ o mmeE e
como testemunha, sem nutrigéo.

Velocidade fermentativa
§ B

Figura 4. Cinética de fermentagdo de Viognier fermentado a 18° C com uma
concentragao de agticar de 215 g/L, NFA inicial <100 mg/L. Adigbes
de 16 mg/L de NFA sob 2 formas diferentes, azoto inorganico (DAP)
e azoto orgénico (nutriente orgénico), foram realizados em 2 fases
de fermentagéo: 8 mg/L de NFA no inicio da fermentagéo alcodlica e
8 mg/L de NFA a 1/3 de FA. A secgao com zoom representa o final
da fermentagao

A figura 4 mostra que para uma quantidade equivalente de
azoto assimilavel adicionado, a adigao de azoto orgéanico efe-
tivamente facilita a cinética de fermentacao (linha verde) para
se conseguir a fermentagédo completa. Com a fonte azotada
inorganica adicionada (linha roxa), a fermentagao é lenta cul-
minando com a paragem, como € o caso da fermentagéo teste-
munha (linha azul) sem azoto adicionado.



Para uma dose equivalente de NFA, uma fonte de azoto organi-
co é muito mais eficiente que uma fonte de azoto inorganico.

Num mosto com elevada caréncia azotada (100 mg/L de NFA),
uma estratégia apropriada de nutricdo organica é eficiente o
suficiente para completar a fermentacao alcodlica.

Fungéo 2: O impacto do azoto no perfil aromatico do vinho

O metabolismo do azoto, nomeadamente aminoacidos, origina
a formagéo de numerosos compostos aromaticos envolvidos na
matriz do aroma do vinho: alcoois superiores e os seus acetatos.
O metabolismo das leveduras também influencia a revelagao ou
preservagao de certos precursores de aroma de natureza amino
(precursores cisteinilados ou precursores glutationados de tidis
varietais). Como resultado, a composicdo azotada do mosto
pode modular o perfil aromatico do vinho. O uso de nutrientes
organicos tem vindo a mostrar que estes influenciam a formagao
de compostos aromaticos quando usados durante a fermenta-
¢ao alcodlica.

O impacto de diferentes fontes de azoto no perfil sensorial
1. Esteres

O metabolismo de aminoacidos (anabolismo e catabolismo) por
leveduras conduz a formacao de alcoois superiores, ésteres de
acetato e ésteres etilicos.

Foi estudada a modulagdo do perfil ésteres adicionando azoto
(projeto AWRI-Lallemand, 2012). Adicdes de DAP versus adigoes
de nutrientes organicos foram realizadas em uvas de Chardonnay.
Alguns resultados sédo mostrados abaixo (Figura 5), comparando
as sinteses dos compostos etilicos com uma adigao de 50 mg/L
de NFA sob forma de DAP versus 24 mg/L de NFA sob a forma de
nutriente organico. Um aumento significativo para todos os com-
postos aromaticos foi observado com o nutriente organico, subja-
cente a elevada eficiéncia do azoto organico comparado com o
azoto inorganico no que concerne a formagao de ésteres.

B Nutrigao completa:

B Nutrigao organica:
DAP/Fermaid O™ a 50 mg/L de NFA

Fermaid O™ a 24 mg/L de NFA
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Figura 5. Chardonnay da adega Yalumba fermentado com duas fontes
diferentes de azoto (DAP e Fermaid O™)
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2. Tiéis

Durante a fermentagéo foi evidenciado que niveis excessivos
de amoénio ou adigdo deste no inicio da FA limitam a libertagao
de tiois varietais pela levedura (Subileau et al. 2008). Este feno-
meno pode ser explicado por uma repressao catabdlica pelo
amonio na sintese dos transportadores de aminoacidos nas
leveduras em fermentacdo. Isto limita a entrada na célula de pre-
cursores de tidis do tipo cisteinilado e, consequentemente, a sua
conversao intracelular em tiois volateis (Figura 6).

Se existe excesso de NH;"
Se nao existe excesso de NH;"
Aminoacidos Fry,
Cys-3MH ",

Aminoacidos /|
Cys-3MH "’t,,
%2,

Repressao catabolica

Gaplp Conversio do tiol

Figura 6. Transporte de aminoacidos Cys-3MH na membrana celular de
levedura através da proteina de transporte Gap1p e repressao
catabdlica na presenga de azoto inorganico excessivo no mosto.

Em termos de producao de tidis, como € mostrado na figura 7,
os tiois 3-MH e 3-MHA apresentam valores mais baixos quando
o DAP ¢ utilizado. Esta observagéo, feita no laboratério assim
como a escala-piloto, levou a implementagao de uma estratégia
para nutricdo azotada durante a FA, com a adigdo de somente
nutrientes organicos, divididos entre o inicio da FAe a 1/3 da FA.
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Figura 7. Concentragéo de tiéis em Sauvignon (Gers, Franga 2004)

com adigao de DAP (de Schneider et al. 2008)



RESULTADOS
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Duas féormulas diferentes de nutrientes organicos foram testa-
das em uvas Colombard, que sdo muito ricas em precursores
de tidis. Observando os resultados na libertagéo de 3-MH e o
acetato de 3-MH, confirmamos o impacto positivo da nutricdo

Na figura 9 abaixo, as diferengas sdo muito significativas: um
painel profissional de provadores preferiu claramente a nu-
tricdo organica, que origina vinhos mais complexos e intensos
com uma maior persisténcia aromatica.

organica na conversao e revelagao de tidis. (Figura 8a e 8b).
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(sem estratégia nutricional).
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3. Impacto da fonte de azoto no perfil sensorial do vinho
Figura 9. Perfil sensorial de um Viognier de 2012 de Cétes du Rhone
(Franga) comparando nutrigdo orgénica e inorgénica

Em todos os testes, conseguimos salientar a influéncia positiva
do nutriente organico no perfil sensorial do vinho, principalmente
quando comparado com a nutrigao inorganica, como, a adigao
de DAP.

UMA PALAVRA DO NOSSO ESPECIALISTA

A disponibilidade de azoto é importante na vinificagéo: regula a
formagédo da biomassa das leveduras e, por sua vez, a taxa de
fermentacgéo e o tempo de concluséo da fermentagéo. Além disso,
a natureza e a quantidade de azoto em mostos de uva também
afetam a sintese dos aromas de fermentagédo e a produgédo dos
aromas varietais (libertagdo de tidis). A industria enologica gere as
fermentacgdes carenciadas em azoto através da adigao de diferen-
tes preparagdes azotadas. Contudo, é importante conhecer o im-
pacto da concentragao e da fonte de azoto adicionado na atividade
de fermentacdo e na produgdo aromatica, bem como, a melhor
forma de realizar estas adigdes.
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Embora a disponibilidade de azoto na fase estacionaria ndo tenha
qualquer efeito no crescimento das leveduras, as adigbes nesta
fase de fermentagdo estimulam a taxa fermentativa e tém um
grande impacto na sintese de aromas. No entanto, nesta fase de
fermentacéo, a adigéo de azoto organico origina elevadas concen-
tragdes de ésteres de acetato de etilo, sendo estes os principais
compostos que atribuem notas frutadas e florais aos vinhos. As-
sim, a combinacéo de diferentes estirpes de leveduras enologicas
com diferentes concentragdes e fontes de azoto podem ser usadas
para obter perfis aromaticos novos e originais.

Durante a producao de vinho espumante, a nutricdo de azoto 6ti-
ma durante a preparagéo do pé-de-cuba normalmente é suficiente
para assegurar as exigéncias de azoto durante a segunda fermen-
tagdo em garrafa, e para assegurar o bom desenvolvimento deste
processo. Mais uma vez, o uso de azoto organico no pé-de-cuba
refor¢a a produgédo do aroma durante a segunda fermentagao.
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EM SINTESE

Leveduras enologicas requerem determinados elementos essenciais para transformar o mosto em vinho: agucares vitaminas
e minerais, algum oxigénio, e também muito importante, uma concentragao suficiente em Azoto Facilmente Assimilavel. Este
tipo de azoto (NFA) é composto por aminoacidos, alguns pequenos peptideos e amonio que pode ser utilizado pelas células
das leveduras ndo apenas para completar a fermentagdo, mas também para desenvolver plenamente o perfil sensorial do
vinho. Muitos mostos tém caréncia em azoto. O tipo de nutriente utilizado e o momento da sua adigédo sdo cruciais no desen-

volvimento da FA.

Foi demostrado que nutrientes organicos, cujos aminoacidos, peptideos e proteinas contém azoto provenientes das células
de leveduras autolisadas presentes no Fermaid O™, por exemplo, adicionados no inicio da fermentacéo e a 1/3 da FA, sdo a
melhor estratégia para atingir uma FA regular e completa e para maximizar o potencial sensorial do vinho.
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Lallemand — um dos principais produtores de leveduras e bactérias enoldgicas selecionadas da natureza, e seus nutrientes,
e motor de desenvolvimento de aplicacdes enzimaticas especificas — é uma empresa privada, organizada em divisdes que
operam em todo o mundo. A Divisao de Enologia, sediada em Toulouse, Franca, tem como principal foco a investigacdo e
desenvolvimento, tanto internamente como em colaboracdo com centros de investigacdo de renome.
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