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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia do problema

A qualidade dos vinhos pode ser afectada por uma série de moléculas responsaveis por
defeitos de aroma e sabor. Um dos principais grupos de compostos é conhecido pelo cheiro a
“reduzido” que imprimem aos vinhos, em fun¢do da presenca de atomos de enxofre na sua
molécula. Actualmente, o numero de vinhos afectado por este problema representa uma
proporcdo significativa entre os principais defeitos de vinhos. De facto, dados empiricos
obtidos relativamente a um universo anual de cerca de 10.000 vinhos, levados a concurso no
International Wine Challenge, realizado em Londres, mostram que esta alteracdo estd
presente em cerca de 25 a 30% dos vinhos rejeitados pela prova (Tabela 1). Ainda que a
avaliacdo de defeitos de aroma pelos provadores possa ser discutivel, podemos concluir que o
“reduzido” tem uma incidéncia que o coloca, a par com o “cheiro a rolha”, nos defeitos mais

frequentes, nos trés anos estudados.

Tabela 1. Incidéncia dos defeitos (%) nos vinhos reprovados sujeitos ao concurso “International Wine

Challenge” (adaptado de Goode e Harrop, 2008).

Defeito 2006 2007 2008
Rolha 27,83 29,68 31,11
Suor de cavalo 10,59 12,82 15,79
Oxidagdo 24,29 22,88 19,11
Reduzido 29,18 26,53 28,89
Vinhos com defeito 7,1 - 5,88

Este problema parece ser potenciado pela utilizacdo das capsulas de rosca (screw-cap)
como vedante das garrafas, uma vez que reduz fortemente a quantidade de oxigénio que
entra em contacto com o vinho, criando um ambiente redutor (Goode e Harrop, 2008). Desta
forma, a procura de solugbes para o problema tem vindo a intensificar-se nos ultimos anos
com o fim de esclarecer a sua origem, prevenir o seu aparecimento e tratar os vinhos

afectados.



1.2 Moléculas envolvidas e impacto organoléptico

No vinho podem ser encontrados mais de 100 compostos que tém na sua constituicdo
enxofre, mas sé aproximadamente 10 estdo presentes em teor acima do seu limiar de
detecc¢do (Zoecklein, 2007). Estes compostos podem ser agrupados em mercaptanos e poli-
mercaptanos, possuindo descritores como cheiro a esgoto, ovos podres, alho e cebola (Tabela
2). Dentro desta familia, destaca-se o H,S pela elevada volatilidade e limiar de percepcdo de
0,8 pg/L, sendo a molécula mais comum que confere o aroma a reduzido dos vinhos (Jackson,
2008). Outra forma de agrupar esta familia de compostos esta relacionada com o seu ponto de
ebulicdo distinguindo-se entre compostos de baixo peso molecular, com ponto de ebuli¢do
abaixo de 902C; e compostos de elevado peso molecular, com ponto de ebulicdo acima de 902

C (Flanzy, 2003).

Tabela 2. Compostos reduzidos de enxofre presentes no vinho e respectivos limites de detecgdo
(adaptado de Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Composto Limiar de Descritores Concentragdao em vinho Ponto de
percepgdo (ng/L) ebulicdo
(ng/L) Sem defeito Com aroma (eC)
reduzido
Sulfureto de hidrogénio 0,8 Ovos podres 0,3 16,3 -61
Metil-mercaptano, 0,3 Couve podre, couve cozida, 0,7 51 6
metanotiol borracha queimada, agua
estagnada
Etil-mercaptano, 0,1 Cebola, fésforo queimado, 0 10,8 35
etanotiol terra
Sulfureto de dimetilo 5 Marmelo, trufa 1,4 2 35
Disulfureto de carbono Borracha 1,7 2,4 46
Metionato de etilo 300 Metalico 1 2 90
Metionol 1200 Couve cozida 838 1776 90
Sulfureto de dietilo 0,9 Eter, borracha - - 92
4-Metil-tiol-butanol 80 Terroso 36 35 96
Dissulfureto de dimetilo 17 Milho cozido, couve cozida, 0 2 109
espargos, vegetal
2-Mercaptano-etanol 130 Borracha queimada 72 124 157
Dissulfureto de dietilo 4,3 Alho, fésforo queimado, - - 151
borracha
2-Metil-tiol-etanol 250 Couve flor 56 80 170
Benzotiazol 50 Borracha 2 11 234

Os mercaptanos, estruturalmente, sdo caracterizados por serem compostos
organosulfurados com a estrutura molecular simples, que precipitam na presenca de sais de
mercurio (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Sdo constituidos por um hidrocarbono e grupo com
funcao tiol (-SH). A maioria dos mercaptanos sdo parecidos com os alcoois, a diferenca reside
na presenca do grupo tiol (-SH) em substituicdo do grupo hidroxilo (-OH). Dentro deste grupo
destacam-se o etil-mercaptano e o metil-mercaptano pelas suas caracteristicas sensoriais e

reduzidos limiares de deteccao.



Os poli-mercaptanos tém na sua estrutura um ou mais atomos de enxofre ligados entre
dois carbonos. O composto mais frequente é o sulfureto de dimetilo, que acima do limiar de
percepc¢do contribui com odores desagradaveis e, por outro lado, quando presente em baixa
concentracao, contribui positivamente com aromas de espargos, milho e melago. Dentro deste
grupo podemos encontrar, também, moléculas como o dissulfureto de dimetilo e de dietilo,
que por si sé ndo apresentam relevancia aromatica. No entanto, em ambiente redutor podem
dar origem a mercaptanos, que sdo fortemente penalizadores do aroma dos vinhos (Jackson,

2008).

1.3 Origem e evolugao dos compostos reduzidos de enxofre

O aparecimento dos compostos reduzidos de enxofre em vinhos depende de varios
factores, como o tipo de levedura, a temperatura de fermentagao, a dimensdo dos depdsitos,
a cinética de fermentac¢do, a turvacdo do mosto, o teor de azoto assimildvel, o teor de
vitaminas, sulfatos, sulfitos e residuos de pesticidas, ou ainda, as concentracGes elevadas de
ides metalicos (Boulton et al., 2002). Durante o esmagamento das uvas também podem surgir
moléculas (dissulfureto de carbono (CS,) e sulfureto de carbono (COS)) em consequéncia da
presenca de eventuais pesticidas presentes nas uvas, cuja concentracdao tende a diminuir no
decorrer da fermentacdo (Jackson, 2008). De todos estes factores, aquele que parece ser a
principal causa do aparecimento destes compostos esta ligado a actividade fermentativa das
leveduras, dependendo da estirpe e das condi¢des nutricionais no decorrer da fermentacao

alcodlica (Fig. 1).
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Figura 1. Factores que afectam a producdo de compostos sulfurados pelas leveduras durante a
fermentacgdo (adaptado de Zoecklein et al., 2001).




As leveduras necessitam de uma fonte de enxofre de forma a sintetizarem aminoacidos
contendo enxofre e outros metabolitos essenciais (metionina e cisteina) (Fugelsang e Edwards,
2007). Sendo um produto intermédio no processo de reducdo dos sulfatos, o H,S é uma
molécula que contém enxofre, essencial para o crescimento e funcionamento das células (Fig.
2). O sulfato ao entrar na célula é reduzido sulfureto que se combina com precursores
azotados que dardo origem a cisteina e a metionina, que contém enxofre. Esta sequéncia de
reducdo do sulfato é activada sempre que houver necessidade de cisteina e metionina. Todos
0s compostos organicos sulfurados sdo formados a partir dos amino-acidos com enxofre. Na
auséncia de azoto intracelular, a sequéncia de redugdo pode continuar, formando um excesso
de H,S, que ndo é incorporado nos amino-acidos mas libertado para o meio. Assim, o H,S surge

como resposta a caréncia de azoto (Zoecklein, 2007).
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Figura 2. Via metabdlica de producdo de H,S durante a fermentacao.

Estudos recentes apontam que a quantidade de H,S residual no vinho depende mais da
etapa de fermentacdo onde é produzido, do que da quantidade que é produzida. O H,S
produzido a seguir a fase exponencial de fermentacdo (< 50 a 100 g/L) tem maior propensio
para ficar residual, comparativamente com aquele que é produzido nas primeiras etapas de
fermentacdo (Ugliano et al., 2009).

Zoecklein (2007) refere que os compostos sulfurados de baixo peso molecular sdo
formados durante e apds a fermentag¢do, enquanto os compostos de elevado peso molecular
s6 sdo produzidos pelas leveduras no decorrer da fermentagdo alcodlica. Este segundo tipo de
compostos mantém-se estavel no vinho apds a fermentacdo, sendo dificil de remover por
arejamento uma vez que o seu ponto de ebulicdo é muito elevado e ndo reagem com o cobre.
Representam, por isso, o0 maior problema em vinificagdo. Assim, o maior problema que advém
da presenca H,S residual no vinho é que, ndo sendo tratado ou removido rapidamente, vai

desencadear reacgbes com o acetaldeido, dando origem a compostos como, por exemplo, o



etil-mercaptano (Jackson, 2008). O mesmo composto (etil-mercaptano) ao combinar-se com
outra molécula igual, vai produzir dissulfureto de dietilo, sem capacidade de alterar o cheiro
do vinho. Assim, é possivel que um vinho ndo apresente o defeito no momento do
engarrafamento mas, devido ao aumento do poder redutor na garrafa, pode passar a
“reduzido”, indiciando que estamos na presenca de metil-mercaptano, que resultou da
reducdo do dissulfureto de dimetilo.

Os compostos reduzidos de enxofre também podem afectar a sensagcdo de boca,

originando gostos amargos e sensa¢des minerais e adstringentes (Zoecklein, 2008).

1.4 Prevengao

A actuacdo de forma preventiva é a melhor estratégia para evitar problemas com a
presenca de compostos reduzidos de enxofre (Tabela 3). Na vinha, deve-se evitar o tratamento
com fungicidas a base de cobre, 5 a 6 semanas antes da vindima, reduzindo o teor de residuos
presentes no mosto, que contribuem para o aumento da toxicidade do meio, obrigando as
leveduras a produzir H,S para resistir a estas condi¢Ges (Jackson, 2008). Durante a
fermentacdo, o mesmo autor defende que é conveniente numa primeira fase da fermentacao
(crescimento exponencial) adicionar fosfato de diamdnio (DAP), visto que nesta fase se verifica
uma elevada procura de aminodcidos contendo enxofre. O nivel minimo de azoto assimilavel é
cerca de 140 mg/| para 212Brix e de 250 mg/| para 232Brix, embora estes valores devam ser
tomados apenas como indicacdo. Desta forma a adicdo de nutrientes tende a combater a
acumulacao de H,S nos primeiros estados da fermentacdo. O mesmo autor afirma que a
segunda fase de producdo de H,S esta relacionada com a concentracdo de azoto assimilavel no
mosto, apontando a caréncia de vitaminas (pantetonato B5 e piridoxina B6) e aminodcidos
como razdo principal para a produgado deste tipo de compostos.

A diminuicdo da produg¢do de H,S também pode ser obtida utilizando temperaturas de
fermentagcdo mais baixas, ajustando o nivel de sdlidos em suspensdo (100-250 NTU),
fermentando em depédsitos de menor volume (evita que o potencial redox desca
rapidamente), promovendo o arejamento por remontagens e evitando excesso de sulfuroso
(Jackson, 2008).

A oxidacdo do H,S a enxofre elementar através de arejamento leva a sua precipitacdo
evitando que num ambiente redutor possa voltar a acido sulfidrico (H,S) (Jackson, 2008). Este
arejamento ligeiro ocorre durante o processo habitual de trasfega dos vinhos, sendo de evitar

a oxidacdo excessiva pelos efeitos negativos que pode ter no aroma dos vinhos.



De acordo com Ugliano et al. (2009), o teor de alguns metais também afecta a producdo de

compostos reduzidos de enxofre. Por sua vez, o teor de metais do vinho depende de varios

factores, como o solo, a casta das uvas, as condi¢cdes ambientais, as praticas viticolas e

enoldgicas, pelo que ndo é facil individualizar as relacGes causa-efeito na producdo do aroma a

“reduzido” (Tabela 3).

Tabela 3. Factores que afectam a produgdo de compostos sulfurados, seu diagndstico e prevencgdo

(adaptado de Ugliano et al., 2009).

FONTE MECANISMO DIAGNOSTICO PREVENGAO
Agroquimicos Redugdo quimica e - Utilizagdo de enxofre - Limitar a utilizagdo de enxofre
Ex.: enxofre elementar bioquimica - Ndo cumprimento dos intervalos - Respeitar o intervalo de

Catidoes metalicos
Ex: cobre, ferro, zinco,
magnésio

Enxofre inorganico
Ex: sulfato, sulfito

Enxofre organico
Ex: cisteina, metionina

Leveduras nativas

Redugdo quimica,
metabolismo das
leveduras

Bioredugdo —
sequéncia de redugdo
sulfatos induzida pelo
stress da falta de
nutrientes

Degradagdo de
proteinas e
aminoacidos, causa da
falta de nutrientes

Bioredugdo —
provocada pela falta
de nutrientes

de seguranga

- Utilizagdo de certos fungicidas
contendo S

- Trasfega tardia apds fim da
fermentagdo.

- Utilizagdo de agroquimicos que
contém catides metalicos em
excesso

- Excesso de catides de cobre no
mosto

- Leveduras produtoras de H2S
- Baixo teor de azoto disponivel
- Baixo teor de vitaminas

- Excesso de SO2 no mosto

- Permanéncia em contacto com
borras;

- Leveduras produtoras de H2S

- Baixo teor de vitaminas

- CondigGes de fermentagdao muito
redutoras

- Elevado numero de leveduras
nativas no mosto

- Baixa taxa de conversdo na
fermentagdo

- Baixo teor de azoto, vitaminas

- CondigGes de fermentagdao muito
redutoras

segurancga dos produtos

- Reduzir o conteudo de sélidos
em suspensao

- No final da fermentagdo fazer
de imediato a trasfega

- Evitar a aplicagdo tardia de
agroquimicos contendo catides
metalicos;

- Evitar adigdo de cobre
durante a fermentagdo

- Escolher a levedura que
produz menos H2S

- Adicionar de forma adequada
nutrientes

- Realizar adigGes regradas de
S02, durante a colheita e
transporte

- Trasfegar o vinho o mais cedo
possivel

- Escolher a levedura que
produz menos H2S

- Adicionar de forma adequada
nutrientes

- Promover arejamento

- Eliminar a flora nativa, com a
adigdo de SO2, inocular com
leveduras seleccionadas

- inocular novamente com
leveduras seleccionadas

- Adicionar de forma adequada
nutrientes

- Promover arejamento

1.5 Tratamento

Todo os compostos em estudo sdo, em geral, de dificil eliminagdo pelo que é sempre

preferivel agir de forma preventiva, em vez de forma curativa. No entanto, o aparecimento

destes compostos é inevitdvel em determinadas circunstancias, pelo que é necessario remové-



los 0 mais depressa possivel, para que ndo evoluam como descrito anteriormente, tornando-se
mais dificeis de eliminar.

Sendo a molécula de H,S aquela que, na maioria dos casos, esta presente em maior
guantidade e dado a sua alta volatilidade, a eliminacdo pode ser feita com recurso a
arejamento ou oxigenacdo, como se demonstra na equacgao seguinte. O enxofre precipita e
fica depositado no fundo do depdsito, devendo ser removido o mais depressa possivel, pois a

reacgao inversa é possivel (Zoecklein, 2007).

2st+02€92H20+25

Outra possivel solugdo para o tratamento destes compostos é a utilizacdo de cobre, pela
aplicacdo de sulfato de cobre (CuSQ,) apés o final da fermentacdo alcodlica, por se tratar de

um composto téxico para as leveduras.

H,S + CuSO4—> CuS + H,S0,

No entanto, este produto ndao tem capacidade de reagir com os dissulfitos nem com os
compostos de elevado peso molecular (Kaiser, 2010). Esta solu¢cdo apresenta desvantagens
que é preciso ter em consideracdo, uma vez que o cobre ndo é selectivo com os compostos
que reage, combinando-se tanto com os indesejaveis como com os desejaveis (existem
compostos tidlicos com moléculas de cisteina e glutationa que contribuem para as
caracteristicas aromaticas de certas castas).

O cobre pode, também, ser aplicado recorrendo a aplicacdo de citrato de cobre como
descrito por Kaiser (2010), tendo a vantagem de possuir na sua constituicdo um teor de cobre

mais elevado quando comparado com o CuSO, (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Impacto dos tratamentos a base de cobre no vinho (adaptado de Kaiser, 2010).

Tratamento Alteragdes no vinho

Sulfato de cobre - Aumento do teor de cobre
- Aumento na intensidade do amargor
- Possibilidade da ocorréncia casse cuprosa
- Eventual aceleragdo do envelhecimento

Citrato de cobre - Ligeiro aumento do teor de cobre
(aplicado tendo como suporte a - Facilmente removivel por filtracdo
bentonite) - Na eventualidade de ficar acido citrico residual podera ser utilizado

por bactérias lacticas com produgdo de aromas indesejaveis.




Outra questdo a considerar, é o aumento do teor de cobre e de sulfatos no vinho. Vistos
serem considerados substancias toxicas e estarem sujeitos a limites legais, além da questdo
legal, o excesso de cobre no vinho pode contribuir para a sua instabilidade quimica podendo
causar problemas de casse cuprosa. O cobre tem também, impacto na longevidade do vinho,

ao reagir com a glutationa, que é um dos antioxidantes naturais do vinho (Zoecklein, 2007).

Tabela 5. Compostos usados no tratamentos de vinhos reduzidos (Kaiser, 2010).

COMPOSTO FORMULA QUIMICA TEOR EM COBRE QUANTIDADE DE COBRE
Sulfato de Cobre CuSO,4 x 5 H,0 25,5% 1g=255mg
Citrato de Cobre Cu,CgH405 x 2.5 H,0 35% 1g=350mg

Na presenca de disulfitos, que por si sé ndo reagem com a molécula de cobre, pode-se
utilizar 4cido ascdrbico como agente redutor para obter moléculas oxidaveis pelo cobre
(Jackson, 2008). Um exemplo desta reac¢do ocorre com o dissulfureto de dimetilo, que ndo
reage com o cobre e, apds a aplicacdo de acido ascérbico, é convertido em 2 moléculas de
metil-mercaptano (metanotiol), que sdo precipitaveis pelo cobre (Zoecklein, 2007). E esta
reaccdo que explica o aparecimento de vinhos reduzidos apds o engarrafamento, pelo que se

devem evitar oxidag¢des dos vinhos.

2 SH oxidation /5'\ /_(: Hs
R ———
Haﬁ H:C

reduction
rmigthanethiol dimathyl disulfide
sensary threshold 0.2 ppb sensary threshold 12 ppb

2RS5-H+%0; == R-55H+H:0

A aplicacdo de acido ascérbico tem de ser bem monitorizada, considerando que é uma
molécula que tanto pode ter caracteristicas antioxidantes (desejavel), como actuar como um
forte oxidante (indesejavel). Esta funcdo depende da presencga de SO, no vinho, porque o acido
ascorbico ao reagir com o O, mais rapidamente que o SO,, produz H,0, que tem elevado poder
oxidante. Esta molécula, na dose certa, reage apenas com o enxofre, ndo causando assim o
impacto negativo no vinho (Zoecklein, 2007).

Outra possibilidade de tratamento que tem mostrado resultados positivos, é a adigdo de
“borras” finas compostas por leveduras. Estas borras, que sao retiradas do vinho que contém
defeito, sdo arejadas durante um dia e os mercaptanos presentes desaparecerem. Quando
adicionadas ao vinho as paredes celulares das leveduras combinam-se com os varios aromas a

reduzido, removendo-os do meio (Jackson, 2008).



1.5.1 Avaliagao pratica do defeito

A avaliacdo da intensidade do defeito pode ser feita com base num método descrito por
Zoecklein (2001). Este autor propds um teste pratico qualitativo que permite determinar qual
o tipo de moléculas presentes no vinho que contribuem para o aroma a reduzido e o teor de
cobre necessario a remocgao do problema. Esta avaliacdo é feita apenas com base no aroma do
vinho.

Os reagentes usados sdo:
- Solugdo de sulfato de cobre (1% p/v): em 90 ml de 4gua destilada, dissolver 1 gr de
CuS0,.5H,0, perfazer a 100 ml.
- Solugdo de sulfato de cadmio (1% p/v): em 90 ml de dgua destilada, dissolver 1 gr de
CdS0,.8H,0, perfazer a 100 ml.
- Solugdo de acido ascérbico (10% p/v): em 90 ml de 4dgua destilada, dissolver 10 gr de acido

ascorbico, perfazer os 100 ml.

O procedimento é o seguinte:

1. Colocar em 3 copos, 50 ml de vinho;

2. Marcar um copo com controlo;

3. No segundo copo, marcar com cobre, e aos 50 ml de vinho adicionar 1 ml da solucado sulfato
de cobre previamente preparada;

4. No terceiro copo, marcar com cadmio e adicionar aos 50 ml de vinho 1 ml da solugdo sulfato
de cadmio;

5. Agitar os trés copos;

6. Cheirar o copo “controlo”, e depois os restantes, com o auxilio da tabela 6 e interpretar os

resultados.

Tabela 6. Interpretacdo da andlise sensorial do defeito, apds a adi¢cdo cobre e cadmio.

Copo 1 (Controlo) Copo 2 (Cobre) Copo 3 (Cadmio) Interpretagao
Presenca de aroma a Auséncia do aroma Auséncia do aroma Presenca de H,S
reduzido reduzido reduzido

Auséncia do aroma Sem alteracao Presenca de Mercaptanos
reduzido
Auséncia do aroma Aroma a reduzido Presenca de H,S e
reduzido menos intenso Mercaptanos
Sem alteragdo Sem alteragdo a

3 0 aroma desagradavel ndo provém de H,S ou mercaptanos, ou o metil-mercaptano foi oxidado a
dissulfureto de dimetilo.



Se a avaliacdao do aroma a reduzido, indicar que estamos na presenca de um composto que
nem é H,S nem é mercaptano (situagdo a), é necessario proceder a outro teste para verificar
se esse composto é o dissulfureto de dimetilo:

1. Colocar noutro copo, 50 ml de vinho que ainda ndo tenha sido tratado;

2. Adicionar 0,5 ml da solu¢do de acido ascérbico, agitar e deixar repousar durante alguns
minutos;

3. Adicionar 1 ml da solucdo de sulfato de cobre, agitar, e avaliar se houve altera¢des do
aroma;

4. Se o odor desagraddvel apresentar menor intensidade que o copo 2 (ao qual se adicionou
cobre), pode-se suspeitar da presenca de dissulfureto de dimetilo. Este composto ndo reage
com o cobre, no entanto na presenca de acido ascérbico é convertido em metil-mercaptano,

que é oxidado na presenca de cobre.

No decorrer deste teste, no copo de controlo o aroma desagradavel ndo se deve alterar

muito, no entanto é natural que reduza de intensidade, por processos de oxidagao.

2. Resultados praticos

A figura 3 apresenta o teor de cobre apds o tratamento de varios vinhos. Como seria de

esperar, observou-se um aumento significativo deste metal.
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Figura 3. Variagdo do teor de Cobre antes e apds o tratamento.



A figura 4 reflecte a relagdo entre o teor de cobre adicionado e o determinado nos vinhos.
Os resultados descritos na figura 5 demonstram que o teor determinado nos vinhos representa
cerca de 85% do cobre adicionado. Analisando o teor de cobre final nas amostras em estudo,
constata-se que as amostras 2, 4, 5 e 6 possuem teores de cobre que excedem o limite legal de
1 mg/L. Nestes casos apesar de serem ensaios laboratoriais, que ndo reproduzem na integra a
realidade dos acontecimentos em adega, o excesso de cobre é evidente. No entanto a
experiéncia e andlises provam que estes valores ndo sdo atingidos em adega. Em primeiro
lugar porque se evita o uso de sulfato de cobre como solugdo, recorrendo a arejamento e
outras técnicas para remover o defeito. Por outro lado o facto de existirem vinhos de lote,
permite que a interac¢ao entre os diferentes vinhos, bem como a operacdo de loteamento,

faca com que o defeito desaparega naturalmente.

Quantidade de Cobre nas amostras
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Figura 4. Relagdo entre a quantidade final prevista de cobre apds tratamento e a quantidade final real
obtida.
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