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RESUMO GERAL

Os vinhos produzidos no Vale do Sdo Francisco estdo ganhando espaco no mercado brasileiro e
internacional. No entanto, esta regido ainda ndo possui vinhos tipicos produzido com leveduras
indigenas. O objetivo deste trabalho foi selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas
do mosto fermentado de uvas Vitis vinifera L. cultivadas no Vale do Sdo Francisco para serem
utilizadas como iniciadoras do processo fermentativo para a elaboracdo de vinhos. Do mosto
naturalmente fermentado foram isolados e identificados 155 S. cerevisiae e 60 leveduras ndo-
Saccharomyces. As espécies de leveduras ndo-Saccharomyces pertenciam aos gé€neros Pichia,
Rhodotorula, Candida, Wickerhamomyces e Kloeckera. A identificacio das leveduras ndo-
Saccharomyces, exceto K. apis, foi pelo sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do
gene do rRNA. Dentre os 155 isolados de S. cerevisiae, quatro perfis moleculares de linhagens
indigenas foram encontrados por meio da técnica de restricdo do DNA mitocondrial. As linhagens
indigenas e uma comercial foram testadas em meio sintético para selecionar as melhores
fermentadoras. Duas linhagens foram selecionadas (68 e 152), e juntamente com a linhagem
comercial utilizada na regido, foram utilizadas para produzir vinhos em pequena escala usando uvas
da cultivar Cabernet Sauvignon. As andlises fisico-quimicas dos vinhos produzidos pelas trés
linhagens foram similares. Por meio da técnica de restricdio do DNA mitocondrial foi possivel
observar que a linhagem 152 predominou ao final da fermentacdo alcodlica e fermentagdo
malolatica, 0 mesmo nao ocorrendo com a linhagem 68. Os resultados sugerem que a linhagem 152
poderia ser utilizada na producao de vinhos no Vale do Sao Francisco.

Palavras-chave: Vinhos tropicais. Vale do Sao Francisco. Saccharomyces cerevisiae. Nao-
Saccharomyces. Dominio D1/D2 do rRNA. RFLP-mtDNA. (GTG)s.



ABSTRACT

Wine which is being produced at Sao Francisco Valley is conquesting both Brazilian and
International markets. However, this region does not have a typical wine produced with indigenous
yeasts. The aim of this study was to select strains of Saccharomyces cerevisiae isolated from the
fermented must of the Vitis vinifera L. grapes grown at Sdo Francisco Valley in order to use them as
starter culture of the fermentative process for wine preparation. From the must naturally fermented
155 S. cerevisiae and 60 non- Saccharomyces yeasts were isolated and identified. The non-
Saccharomyces yeast species belonged to the genera Pichia, Rhodotorula, Candida,
Wickerhamomyces and Kloeckera. The identification of the non- Saccharomyces yeasts, except for
K. apis, was done by the sequencing of the D1/D2 domains of the large subunit of the rRNA gene.
Amongst the 155 S. cerevisiae isolates, four molecular profiles of indigenous strains were found by
using the mitochrondial DNA restriction technique. The indigenous strains and a commercial starter
culture were tested in synthetic medium in order to select the strains with better fermentation
performance. Two strain were selected (68 and 152), and together with the commercial strain were
utilized to make wine in small scale using the grape cultivar Cabernet Sauvignon. The physico-
chemical analyses of the wine produced by the three strains were similar. By using the
mitochrondial DNA restriction technique it was possible to observe that the strain 152 was
predominant at the end of the alcohol and malolactic fermentations, whereas the strain 68 did not
dominate the fermentation. The results suggest that the strain 152 could be used to produce wine at
Sao Francisco Valley.

Key words: Tropical wines. Sdo Francisco Valley. Saccharomyces cerevisiae. Non-
Saccharomyces. D1/D2 domains of the rRNA. RFLP-mtDNA. (GTG)s.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da uva (Vitis vinifera) para vinho no semi-arido, na regido do Vale do Sao
Francisco, estd se ampliando muito rapidamente e a producdo do vinho ja abrange um mercado
consumidor interno fixo, além de ser exportado para paises que sdo grandes consumidores de
vinhos. Atualmente, os vinhos do Vale do Sao Francisco sdo produzidos com leveduras
estrangeiras, isso acaba aumentando o custo do produto final além de ndo conferir aos vinhos
produzidos uma caracteristica tipica da regido. Como consequéncia, existe um grande interesse das
fazendas vitiviniferas em produzir os vinhos com leveduras tipicas da regido. A utilizagdo de
linhagens tipicas de S. cerevisiae isoladas de polpas de uva da regido pode conferir caracteristicas
proprias aos vinhos, agregando valor ao produto final.

Para se caracterizar corretamente as linhagens de S. cerevisiae € necessario uma
investigacdo molecular por meio da qual se poderd complementar os conhecimentos ecoldgicos e
fisiolégicos acerca dos isolados encontrados. A andlise de restricio do DNA mitocondrial permite
diferenciar e selecionar as linhagens predominantes no ecossistema vinicola. O sequenciamento das
regides D1/D2 da subunidade 26S do gene do rRNA e das regides do espagador transcrito interno
(ITS), sao ferramentas moleculares fundamentais para a correta caracterizagdao taxondmica de uma
espécie de levedura. O sequenciamento destas regides do gene do rRNA € suficiente para a
delimitacdo das espécies, e, além disto, no presente estudo, serd util para reconhecer possiveis
espécies novas associadas ao ecossistema vinicola.

A selecao de linhagens de Saccharomyces cerevisiae, da propria uva (Vitis vinifera) do Vale do Sao
Francisco, podera trazer grandes vantagens, como a redu¢do dos custos de producdo e bebidas com
caracteristicas tipicas da regido. Os vinhos do Vale do Sao Francisco sdo produzidos na sua grande
maioria com leveduras australianas e/ou outras estrangeiras que oneram significativamente o
processo. Desse modo, a vinicola que utilizar S. cerevisiae isoladas das uvas do Vale do Sao
Francisco em seus processos de producdo de vinho, terd grandes possibilidades de destaque no
mercado uma vez que serdo oferecidos vinhos com caracteristicas tipicas regionais. Nesse sentido, €
de extrema importancia estudar a biodiversidade de leveduras existente nas culturas de uva para

vinho da regido e, principalmente, selecionar linhagens regionais de S. cerevisiae.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas de uvas Vitis vinifera L.
cultivadas no Vale do Sao Francisco para serem utilizadas como iniciadoras do processo

fermentativo para a elaborag@o de vinhos da regido.

2.2 ESPECIFICOS

- Isolar e identificar as leveduras isoladas a partir de mosto fermentado de uva (V. vinifera

L.) (CAPITULO 1);

- Caracterizar molecularmente as linhagens de S. cerevisiae isoladas a partir de cultivares de

uva (V. vinifera L.), utilizadas na producdo dos vinhos do Vale do Sao Francisco (CAPITULO 2) e

- Produzir vinhos em escala piloto utilizando uvas da cultivar Cabernet Sauvignon com
linhagens de S. cerevisiae isoladas e selecionadas na regido do Vale do Sdo Francisco, analisando as
caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos, além de avaliar a presenca destas linhagens selecionadas

ao final da fermentagdo alcodlica e malolatica (CAPITULO 3).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 UVAS DO VALE DO SAO FRANCISCO

A cultura da uva (Vitis vinifera L.) utilizada nos processos de producao dos vinhos do nordeste
brasileiro, denominado submédio do Sdo Francisco, vem se desenvolvendo rapidamente por varios
motivos, dentre eles, grandes investimentos, irrigacdo (disponibilidade de &dgua do Rio Sao
Francisco), e o surgimento de fazendas experimentais associadas a Embrapa Semi-arido. Com isso é
possivel um crescente aumento do nimero de empregos na regiao, além de conferir a esta o titulo de
2° maior polo vinicola do pais (HANNA INSTRUMENTS, 2007).

As uvas desta regido sdo cultivadas entre os paralelos 8° e 9° de latitude Sul, as mais baixas
latitudes na viticultura mundial, com altitude média de 400 metros e em dreas planas, na caatinga do
sertdo nordestino (SANTOS, 2008). Esta regido fica proxima as cidades de Petrolina (PE) e
Juazeiro (BA), sendo os vinhedos distribuidos entre os estados da Bahia e Pernambuco, as margens
do rio S@o Francisco. Esta localidade possui peculiaridades como: estar presente no Unico semi-
arido tropical do mundo, possibilidade de produzir safra em qualquer época do ano, oferta de mao-
de-obra e uma baixa incidéncia de doengas. Ademais, possui uma &rea irrigada por sistema de
gotejamento com as proprias dguas do Rio Sdo Francisco. A regido possui 120.000 ha, uma area
irrigavel de 360.000 ha, uma insolacao de 3.000 h/ano, com uma temperatura média de 26°C e uma
pluviosidade irregularmente distribuida em média de 450 mm/ano (concentrando-se nos meses de

novembro a abril) (VALE BUSINESS, 1999).

3.2 UVAS VINIFERAS

Atualmente existe, aproximadamente, de 60 a 70 tipos de uvas (Vitis vinifera L.) utilizadas
na produgdo dos principais vinhos no mundo. Por meio da selecdo natural de uvas, ao longo dos
séculos, nos paises de tradi¢do vinicola (Franca, Itdlia, Espanha e Portugal) foram prevalecendo as
melhores cultivares, aquelas que se adaptavam ao ambiente com frutos de melhor qualidade. Com
isto, estas uvas foram exportadas para outros paises, mas suas caracteristicas nem sempre foram
mantidas quando comparadas as de seu local de origem (SANTOS, 2008). Algumas destas uvas
foram transportadas para o Brasil, assim como para o Vale do Sdo Francisco, no semi-arido
brasileiro, e estdao descritas a seguir, conforme Jackson (2008) e Santos (2008):

- Cabernet Sauvignon: considerada a ‘“rainha dos vinhos tintos”, € a cultivar tinta mais
conhecida, possui bagas pequenas, dcidas, com muitas sementes, cor carregada e casca grossa, com

muito tanino, no qual origina vinhos naturalmente tanicos, com potencial para longa vida. E
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cultivada desde o século XVII na Franca (Bordeaux), possui caracteristicas marcantes, lembrando
pimentdo verde, azeitona preta, groselha e pimenta-do-reino preta. Andlises com a técnica de
impressao digital do DNA indicam que esta cultivar € resultado do cruzamento da Cabernet Franc
com Sauvignon Blanc (BOWERS & MEREDITH, 1997);

- Grenache: é uma das variedades de uva mais plantadas no mundo, seus cachos sdo grandes
e compactos, variando de rosa a vermelho dependendo da quantidade da safra. Esta cultivar tinta
possui pouco tanino e aromas tipicos de pimenta-do-reino, erva e 6leo de linhaca. Esta uva é muito
bem adaptada ao calor, condi¢des secas e tende a ser excessivamente produtiva com irrigagao;

- Tempranillo: variedade cujo nome em espanhol significa que amadurece mais cedo que a
maioria das variedades tintas, cultivada amplamente na Espanha onde € considerada,
provavelmente, a mais fina das variedades tintas. E uma variedade com a casca grossa e tamanho
médio, que produz vinhos com aroma de framboesa e com caracteristicas tanicas;

- Sauvignon blanc: € uma das primeiras variedades brancas em Bordeaux, e a principal
cultivar no alto do Vale do Loire. Variedade de coloracdo amarelo-pélido, acidez natural possuindo
um grande leque aromdtico (abacaxi, maracujd, toranja-grapefruit, manga, pélvora, grama recém-

cortada).

3.3 VINHO

O vinho é uma bebida alcodlica fermentada, que € obtido genericamente pela fermentacao
alcodlica de um suco de fruta natural madura (mosto), por acdo de leveduras que convertem o
acticar em dlcool etilico e géds carbonico. A bebida fermentada recebe somente o nome de vinho
quando for proveniente apenas da uva. Para bebidas produzidas por fermentagdo alcodlica que ndo
seja a uva deve-se indicar o nome da fruta. Utilizando qualquer fruta que contenha niveis razodveis
de agucar € possivel se produzir um bom vinho, com os sabores caracteristicos da mesma
(CORAZZA, 2001). Sendo assim, qualquer fruto ou vegetal que contenha umidade, acgicar e
nutrientes para as leveduras, pode ser utilizado como matéria-prima para a produciao de bebidas
alcoodlicas fermentadas (MARTINELLI FILHO, 1983).

A fermentagdo alcodlica € uma reacdo exotérmica, podendo atingir 45°C ou mais, e assim levar
morte da levedura sem concluir a fermentacio. Os actlicares presentes na uva sdo glicose e frutose,
sendo o primeiro mais utilizado na fermentacdo. Quando hd aguicar residual este € quase todo
constituido de frutose. Os agicares das uvas sdo os responsaveis pelo teor de dlcool do vinho,
assim, teoricamente, para obter 1 grau alcodlico (%vol.) na fermentagdo, sao necessarios cerca de
17,5 g/L de agticar na uva, mas se a uva nio possuir o teor necessdrio de agucar, no inicio da

z

fermentacdo, pode-se adicionar sacarose. Esta pratica é denominada na vinificagdo de
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chaptalizacdo. No processo de vinificagdo, além do élcool etilico e do géds carbonico, formam-se
outras substancias, em menor volume, que influenciam as caracteristicas organolépticas do vinho.
Contudo a quantidade e a qualidade dessas substincias dependem do tipo de uva, da levedura e das
condig¢des de fermentacdo (SANTOS, 2008). Segundo Santos (2008), quase quinhentas substancias
quimicas naturais podem ser identificadas no vinho.

De acordo com Madigan et al. (1997), existem dois tipos de leveduras envolvidas na produgdao
de vinho, as chamadas leveduras selvagens e as leveduras cultivadas. As primeiras sdo as leveduras
que estdo presentes na propria fruta e transferidas para o suco; as segundas sao aquelas adicionadas

ao suco para realizar a fermentacdo, como exemplo, as linhagens selecionadas de S. cerevisiae.

3.4 LEVEDURAS COMO AGENTES DE FERMENTACAO

Segundo Kurtzman, Fell (1998), leveduras sdo microrganismos tradicionalmente envolvidos em
processos fermentativos que trazem como consequéncia a modificacdo, o melhoramento ou a
deterioracdo dos alimentos agucarados. Estdo presentes em microhabitats como frutas, flores, casca
de arvores, além de poder viver simbioticamente com animais, especialmente insetos. Ademais,
poucas espécies sdo patogé€nicas para animais e humanos.

Historicamente, existem registros do uso de leveduras desde a antiguidade, como na produgdo
de cerveja em 7000 anos a.C. na Suméria, na producao de vinho na Assiria em 3500 anos a.C e
entre 0os romanos que tinha mais de 250 padarias produtoras de fermento em 100 anos a.C. Os
principais produtos produzidos pelas fermentagdes das leveduras, em termos de toneladas/ano em
todo o mundo sdo: cerveja (60 milhdes de toneladas), vinho (30 milhdes de toneladas), proteina e
forragem (800 mil toneladas), leveduras para panificagdo (600 mil toneladas) e a produgdo do dcido
citrico (500 mil toneladas) (KURTZMAN; FELL, 1998).

Virios fatores interferem para a qualidade das bebidas alcodlicas fermentadas, como a matéria-
prima, a fermentacdo, o envelhecimento, entre outros. Contudo, as leveduras e as condi¢des de
fermentacdo tém sido apontadas como os fatores que mais influenciam nas caracteristicas finais
dessas bebidas, pois € durante a fermentagao que a maioria dos compostos responsaveis pelo sabor é
formada (LEHTONEN; JOUNELA-ERIKSSON, 1983).

A producdo destes compostos varia com as espécies e as linhagens de leveduras, assim, a
contribuicdo destes microrganismos para a individualidade dos sabores depende do papel ecolégico
dos mesmos na fermentacdo e dos muitos fatores que determinam esta ecologia (FLEET; HEARD,
1993; FLEET, 2001). O metabolismo das leveduras influencia a composi¢do final das bebidas,
sendo diferente para cada linhagem (CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2005; OLIVEIRA et al. 2005;
QUEROL; FLEET, 2006; GOMES, 2006). A ocorréncia e o crescimento das leveduras durante a
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fermentagcdo alcodlica podem ser afetados pela populacdo inicial, pela utilizacdo de culturas
iniciadoras, pela composi¢do quimica do mosto, incluindo residuos de fungicidas/pesticidas, pela
temperatura da fermentacdo, bem como pelas interagdes entre as diferentes espécies e linhagens de
microrganismos (FLEET; HEARD, 1993; BISSON, 1999; FLEET, 2001; GOMES, 2006).

Durante a produgdo de vinho, leveduras, bactérias e fungos filamentosos contribuem para
determinar a ecologia microbiana do processo e para a composicdo quimica da bebida (FLEET,
1993; FUGELSANG, 1997). Em ecossistemas complexos, com diferentes espécies e linhagens,
existe a possibilidade de ocorrer interacdes entre os microrganismos. A diversidade dessas
interacdes, com bases bioquimicas, fisiolégicas e moleculares ainda pouco entendidas, esta
relacionada a eficiéncia do processo e qualidade do produto, assim, precisa ser identificada e
avaliada (FLEET, 2003). Além de interacdes, contribuem para a diversidade dos microrganismos,
as sucessivas adaptagdes evolutivas que estes t€ém sofrido ao longo do tempo (QUEROL et al.,
2003). Estudos realizados durante a producdo de vinho mostraram que as leveduras nao-
Saccharomyces t€ém origem na casca da uva e equipamentos vinicolas (FLEET; HEARD, 1992).
Entretanto, a origem da espécie S. cerevisiae é uma questdo polémica. Estudos afirmam que esta
espécie € praticamente ausente nas uvas e solo de videiras (MARTINI; VAUGHAN-MARTINI,
1990), outros propdem que é um organismo ‘“natural” em frutas (MORTIMER; POLSINELLI,
1999; SNIEGOWSKI; DOMBROWSKI; FINGERMAN, 2002). Alguns trabalhos t€ém mostrado
que as linhagens de S. cerevisiae podem ser isoladas de uvas colocadas para fermentar, pois o
processo de fermentagdo, por meio do papel seletivo do etanol formado, seleciona as linhagens de S.
cerevisiae (POLSINELLI et al., 1996; SCHULLER et al., 2005; VALERO et al., 2007). Ainda,
autores sugerem que S. cerevisiae ¢ uma espécie domesticada, que tem origem no seu parente mais
proximo, S. paradoxus, uma espécie selvagem encontrada em todo o mundo associada a insetos,
exudatos de arvores e extrato fermentado de plantas (NAUMOYV, 1996). Ciani e colaboradores, em
2004, investigaram a origem das linhagens de S. cerevisiae envolvidas na producdo de vinho e
concluiram que aquelas encontradas no ambiente da vinicola, incluindo as uvas, sdo as responsdveis
pela fermentacio espontanea do mosto de uva. Estas sdo transferidas deste nicho ecoldgico para os
fermentadores (ROSINI, 1984).

O uso de linhagens selecionadas favorece o inicio mais rdpido do processo e os riscos de
contamina¢do apresentados pela fermentacdo espontanea podem ser evitados, favorecendo menor
competi¢do por nutrientes essenciais, maior rendimento e qualidade do produto resultante (FLEET;
LAFON-LAFOURCADE; RIBEREAU-GAYON, 1984; SANNI; LONNER, 1993). As culturas
iniciadoras conseguem dominar o processo porque sdao adicionadas em altas concentracoes,
prevalecendo sobre a microbiota indigena. No entanto, estudos mostram que a microbiota transiente

tem uma participacdo importante no processo (BARROS LOPES et al., 1996). Segundo Longo e
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colaboradores (1992), estas linhagens indigenas mostram maior adaptacdo ao meio e as condi¢des

particulares de fermentacao, além de aromas e sabores tipicos da regido.

3.5 IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

As leveduras s3o tradicionalmente identificadas usando caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas. Para a identificacdo especifica, estudos bioquimicos e de exigéncias nutricionais sao
mais relevantes que tracos morfolégicos e sexuais, 0s quais sdo importantes na determina¢do
genérica. Diferencas na fermentacdo e assimilagdo de compostos de carbono sdo critérios
importantes na taxonomia e identificacdo de leveduras, pois estes microrganismos apresentam uma
varia¢ao na habilidade de fermentacao de agicares (KURTZMAN; FELL, 1998). O uso de técnicas
de biologia molecular tem sido proposto para complementar as limitacdes dos sistemas
apresentados, uma vez que a caracteriza¢do de linhagens atipicas, incluindo novas espécies que nao
podem ser identificadas com seguranga pelos procedimentos convencionais, requerem a aplicagao
de técnicas como sequenciamento do gene do rRNA (KURTZMAN; FELL, 2006).

Diferentes estratégias baseadas na andlise do polimorfismo de DNA tém sido utilizadas para
diferenciar linhagens de S. cerevisiae envolvidas em fermentacdo alcodlica (QUEROL; RAMON,
1996). Estas sdo ferramentas poderosas, ndo somente para o controle industrial e tecnolégico, mas
também para a pesquisa ecoldgica dentro da diversidade intraespecifica da microbiota indigena
(VERSAVAUD et al., 1995; PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001).

Desde que os métodos de cariotipagem por bandas eletroforéticas e as andlises do DNA
mitocondrial foram definidos, estudos mostram que diferentes linhagens de S. cerevisiae estdo
envolvidas simultanea ou sucessivamente na fermentacdo espontdnea do vinho, e ainda, que as
linhagens variam com a regido geogréfica, condi¢des climadticas, época do ano e substratos. A
ampla distribuicdo de algumas linhagens em determinadas regides vinicolas e a permanéncia destas
ao longo de dois anos, sugere a ocorréncia de linhagens indigenas especificas, representantes de
uma regido, e que ha relacdo entre origem geogrifica e relacdes genéticas entre as linhagens
(VEZINHET et al.,1992; SABATE et al.,1998; ESTEVE-ZARZOSO et al., 2000). A existéncia de
linhagens especificas de S. cerevisiae em diferentes regides vinicolas representa uma adaptacao das
mesmas a microambientes especificos. Alguns endlogos admitem que bons resultados possam ser
obtidos usando linhagens originadas destes microambientes como iniciadoras em processos
fermentativos (ESTEVE-ZARZOSO et al., 2000).

Um marcador molecular amplamente utilizado na identificacdo e diferenciacdo de espécies é

o gene do RNA ribossomal (rRNA). O gene do rRNA nos eucariotos estd presente repetidas vezes e
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cada unidade consiste de regides codificadas para os genes rRNA 18S, 5.8S e 26S, e dois
espacadores transcritos internos — Internal Transcribed Spacers (ITS 1 e ITS 2) que separam essas
regidoes. Cada unidade do rRNA € separada por um espacador intergénico — Inter Genetic Spacers
(IGS). A unidade do gene do rRNA apresenta componentes em sua sequéncia que envolve
variacdes e podem ser usadas em estudos de sistemdtica para diferentes niveis taxondmicos
(KURTZMAN; FELL, 2006). A diferenciacdo intraespecifica de linhagens de S. cerevisiae, por
exemplo, pode ser feita por meio da analise de restricdio do DNA mitocondrial, sendo uma técnica
aceita para diferenciar linhagens de S. cerevisiae (FREZIER; DUBOURDIEU, 1992; ESTEVE-
ZARZOSO et al., 2000; FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2001; SCHULLER et al, 2005; GOMES et
al., 2007).
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METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DA REGIAO ESTUDADA

A érea de estudo foi a Fazenda Ouro Verde/Miolo que esté localizada no semi-arido nordestino,
no municipio de Casa Nova, Bahia. Esta fazenda possui uma area de 700 ha no Vale do Sao
Francisco, com 200 ha de vinhedo, mas com previsao de implantacdo de 400 ha até 2012. As uvas
(V. vinifera L.) cultivadas na fazenda sdo tintas (Shiraz, Cabernet Sauvignon, Grenache e
Tempranillo) e brancas (Chenin blanc, Verdejo, Sauvignon blanc e Moscatel).

O semi-drido nordestino apresenta caracteristicas edafoclimédticas peculiares. No dominio da
caatinga, as populagdes co-existem com as mais adversas dificuldades naturais, adaptando-se as
imposicdes do clima. De acordo com o Ministério da Integracdo Nacional (2005), todos os estados
do nordeste, com excecdo do Maranhdo, e norte de Minas Gerais pertencem ao semi-arido
brasileiro, totalizando 1.133 municipios em 969.589.,4 km?®. As caracteristicas das regides
integrantes do semi-drido brasileiro sdo as seguintes: risco de seca, precipitacdo pluviométrica
média anual inferior a 800 milimetros, indice de aridez de até 0,5 calculado pelo balanco hidrico

que relaciona as precipitagdes e a evapotranspiracao potencial, no periodo entre 1961 e 1990.

4.2 METODOLOGIA DE ESTUDO

O desenvolvimento deste trabalho consistiu na realizacdo de atividades de campo, atividades
laboratoriais e andlise integrada dos dados, com caréter exploratério complementado pela pesquisa
descritiva — a qual consiste na descricdo das caracteristicas de uma populacdo ou fendmeno ou o
estabelecimento de relagdes entre varidveis (GIL, 1996) — tendo como metodologia empregada a
abordagem qualitativo-quantitativa. A abordagem qualitativa foi realizada por meio de um
levantamento bibliogrifico acerca da importancia da vinicultura para a regido do vale do Sao
Francisco (Petrolina/PE e Juazeiro/BA), bem como a sua utilizagdo na produgdo dos vinhos do
Vale. Ademais, conhecer as populagdes de leveduras presentes nas uvas da referida regido permitira
diversos estudos futuros. Outra abordagem qualitativa foi verificada na sele¢do dos isolados de S.
cerevisiae para serem submetidos a ensaios de producdo de vinho. Em relacdo a andlise
quantitativa, esta se consistiu no estudo dos dados encontrados de acordo com as caracteristicas
fisicas, quimicas e sensoriais dos vinhos e nas avaliagdes microbioldgicas (isolamento e
caracterizacao das linhagens de leveduras fermentadoras).

Essa dissertacdo estd desenvolvida na forma de capitulos, iniciando com uma breve introducdo

acerca do problema pesquisado, seguida por uma revisdo bibliografica a partir da qual foram
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delimitados objetivos. De cada objeto especifico serd gerado um artigo, elaborado conforme as
normas da revista o qual serd submetido e aqui denominado capitulo. A partir dos resultados obtidos

nos trés capitulos foi realizada uma conclusao geral.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar leveduras isoladas a partir de polpa fermentada de uva
(Vitis vinifera L.) utilizadas para a producdo de vinhos no Vale do Sdo Francisco, Brasil, por meio
do sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Das uvas foram
isolados 155 S. cerevisiae e 60 leveduras nao-Saccharomyces. Pichia kudriavzevii, P.
guilliermondii, P. galeiformis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis, C. orthopsilosis,
C. zemplinina, Wickerhamomyces anomalus e Kloeckera apis foram as espécies nao-
Saccharomyces encontradas. Os mostos fermentados das uvas mostraram-se um ambiente favoravel
para o isolamento destas espécies e os fatores seletivos encontrados neste microambiente, como a
concentracdo de dlcool, a concentracdo de aguicar e temperatura, entre outros fatores, contribuiram

para que houvesse a delimitac@o destas populacdes de leveduras.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, ndo-Saccharomyces, (GTG)s, sequenciamento, Vale

do Sao Francisco, Vitis vinifera L.



18

1 INTRODUCAO

Leveduras sdo microrganismos tradicionalmente envolvidos em processos fermentativos que
trazem como consequéncia a modificacdo, o melhoramento ou a deterioragdo dos alimentos
acucarados. Estes microrganismos estdo presentes em microhabitats como frutas, flores, casca de
arvores, além de poder viver simbioticamente com animais, especialmente insetos (Kurtzman &
Fell, 1998).

O suco da uva fresca esmagada abriga uma diversidade de espécies de leveduras,
principalmente dos géneros Hanseniaspora (Kloeckera), Pichia, Candida, Rhodotorula,
Metschnikowia, Kluyveromyces, Issatchenkia, Saccharomyces, Zygosaccharomyces,
Saccharomycodes, Torulaspora, Dekkera e Schizosaccharomyces. Estas sdo logo ultrapassadas nas
contagens populacionais por Saccharomyces cerevisiae que domina do meio a fase final do
processo, a medida que a concentra¢ao de dlcool aumenta (Fleet & Heard, 1993; De La Torre et al.,
1999; Mills et al., 2002; Fleet, 2003; Gonzélez et al., 2007; Fugelsang & Edwards, 2007; Fleet,
2008; Urso et al., 2008; Barrajon et al., 2009; Chavan et al., 2009).

Saccharomyces cerevisiae € a espécie de levedura mais utilizada na producdo de vinhos
como iniciadora das fermentacdes. Cada vez mais os produtores de vinho buscam dar tipicidade as
suas bebidas, sendo que isto € possivel quando se utilizam leveduras indigenas nos processos de
fermentacdo. Alguns trabalhos tém mostrado que os isolados de S. cerevisiae podem ser obtidos a
partir de uvas em fermentacdo, j4 que o dlcool formado exerce papel seletivo para manutencao das
linhagens de S. cerevisiae no ambiente fermentativo (Polsinelli et al., 1996; Esteve-Zarzoso et al.,
2000; Jemec et al., 2001; Sniegowski et al., 2002; Demuyter et al., 2004; Cappello et al., 2004;
Clemente-Jimenez et al., 2004; Schuller et al., 2005; Valero et al., 2007; Lopandic et al., 2008).

Virios fatores interferem com a qualidade das bebidas alcodlicas fermentadas, como a

matéria-prima, a fermentacdo, o envelhecimento, entre outros. Contudo, as leveduras e as condi¢des
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de fermentacdo t€ém sido apontadas como os fatores que mais influenciam na caracteristica final
dessas bebidas, pois € durante a fermenta¢do que a maioria dos compostos responsaveis pelo sabor é
formada (Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983). A producao destes compostos varia com as espécies
e as linhagens de leveduras. Assim, a contribui¢do destes microrganismos para a individualidade
dos sabores depende do papel ecoldgico dos mesmos na fermentacdo e dos muitos fatores que
determinam esta ecologia (Fleet & Heard, 1993; Pretorius, 2000; Fleet, 2001; Oliveira et al. 2005;
Clemente-Jimenez et al., 2005; Querol & Fleet, 2006; Gomes, 2006).

Diferentes estratégias baseadas na andlise do polimorfismo de DNA tém sido utilizadas para
diferenciar linhagens de S. cerevisiae envolvidas em fermentacao alcodlica, entre elas a restricao do
DNA mitocondrial (Frezier & Dubourdieu, 1992; Querol & Ramén, 1996; Esteve-Zarzoso et al.,
2000; Ferndndez-Espinar et al., 2001; Schuller et al, 2005; Gomes et al., 2007). Estas estratégias
moleculares apresentam-se como ferramentas poderosas, ndo somente para o controle industrial e
tecnoldgico, mas também para a pesquisa da diversidade intraespecifica da microbiota indigena
(Versavaud et al., 1995; Pataro et al., 2000; Guerra et al., 2001). O uso de técnicas de biologia
molecular tem sido proposto para complementar as limitacdes da identificacdo feita com auxilio de
testes fisioldgicos, uma vez que a caracterizacdo de linhagens atipicas requer a aplicagcdo de técnicas
como sequenciamento do gene do rRNA (Kurtzman & Fell, 2006). Estudos visando chegar a uma
correta caracterizacdo taxondmica de uma espécie de levedura estdo sendo feitos com a realizagdo
do sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA (Kurtzman & Robnett,
1998; Cocolin et al., 2000; Fell et al., 2000; Lachance et al., 2003; Sipiczki, 2003; Lopandic et al.,
2006; Gomes et al., 2007; Lopandic et al., 2008). O sequenciamento desta regido € suficiente para a
delimitacdo das espécies (Kurtzman & Robnett, 1998), e, no presente estudo, foi utilizado para
identificar as espécies associadas ao ecossistema vinicola. O objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar as leveduras isoladas a partir de polpa fermentada de uva (Vitis vinifera L.) por meio de

sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem

As coletas aconteceram entre julho e setembro de 2008 na Fazenda Ouro Verde/Miolo, Vale
do Sdo Francisco, municipio de Casa Nova, Bahia, Brasil. As cultivares de uvas tintas amostradas
foram: Tempranillo, Cabernet Sauvignon e Grenache; e as uvas brancas foram: Sauvignon blanc e
Verdejo. Seis pontos de amostragem, em cada lote dos cinco cultivares de uvas, foram escolhidos
aleatoriamente, numa distancia aproximadamente entre os pontos de 80 a 100 m. As coletas foram
realizadas, assepticamente, sendo que de 1 a 2 kg de uvas foram coletados em sacos plésticos
estéreis, transportados refrigerados e enviados para processamento no Laboratério de Microbiologia
Aplicada da Universidade Federal de Sergipe. As uvas foram processadas em, no maximo, 48 horas

apos a coleta.

2.2 Fermentagdo espontdnea e isolamento das leveduras

No laboratério, as uvas coletadas foram esmagadas nos sacos estéreis da coleta para extracao
do suco, sendo 500 mL transferidos para frascos estéreis para iniciar o processo de fermentagdo
espontanea, a temperatura de 21°C. A fermentacdo foi acompanhada até a reducdo de
aproximadamente 60% (cerca de 70g/L) dos agucares totais em °Brix e/ou até no tempo limite de
15 dias.

Apo6s o final das fermentacdes, foram preparadas as dilui¢cdes decimais de cada amostra. O
in6culo de cada dilui¢do foi realizado em triplicata, utilizando 0,1 mL de suspensdo, de dilui¢des
decimais apropriadas (10™ ¢ 10®). O meio utilizado para isolamento das leveduras foi o agar YM
(“yeast extract-malt extract agar”, glicose 1%, extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%,

peptona 0,5% e dgar 2%, acrescidos de 0,001% de cloranfenicol). O agar YCB (Yeast Carbon Base
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1,17%, agar 2%, acrescido de lisina 0,056% com 0,001% de cloranfenicol) foi utilizado para o
isolamento de leveduras nao-Saccharomcyes, sendo empregado, em triplicata, as dilui¢des de 10%e
10*. As placas foram incubadas a 27°C por trés a sete dias. Apds este periodo, foram purificados 10
isolados das placas de maior diluicio (com a presenca de 30 a 300 coldnias) do morfotipo
dominante e, um exemplar de cada morfotipo diferente, nas placas de agar YM e nas placas de YCB

lisina para posterior identificacao.

2.3 Identificacdo das leveduras

As andlises das caracteristicas macromorfoldgicas como tamanho, forma, elevagdo, borda,
cor, textura foram observadas apds o crescimento colonial dos morfotipos isolados. Logo a seguir
os isolados foram testados em relagdo a capacidade de fermentar e assimilar diferentes fontes de
carbono, termotolerancia, osmotolerancia e resisténcia ao etanol (Kreger-van Rij, 1984; Van der
Walt & Yarrow, 1984), sendo estes dois tultimos testes realizados apenas para os isolados de S.
cerevisiae. Os isolados foram identificados segundo métodos descritos por Yarrow (1998),

utilizando as chaves taxonomicas presentes em Kurtzman & Fell (1998).

2.4 Caracterizagdo molecular das leveduras ndo-Saccharomyces

Extragdo do DNA Total

Os isolados de nao-Saccharomyces agrupados pela caracterizacdo morfo-fisioldgica foram
submetidos a extracdo do DNA total pelo seguinte procedimento: as leveduras foram crescidas em
meio agar YM por 24h a 25°C. Apés crescimento foram ressuspendidas em 100 pLL de tampao de
lise (IM Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 5M NaCl, 10% SDS e dgua destilada) e incubadas a 65°C por 35

minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pL de fenol:cloroférmio:isopropilico (25:24:1) e
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homogeneizados em agitador do tipo vortex por 3 minutos. A suspensdo foi centrifugada por 15
minutos a 13.000 rpm, e o sobrenadante foi transferido com o auxilio da pipeta para um novo
microtubo e adicionados 100 uL de etanol 70% gelado. Uma nova centrifugacao a 13.000 rpm por 3
minutos foi entdo realizada. O etanol foi removido com auxilio da pipeta, e o DNA deixado a
temperatura ambiente durante a noite (overnight) para evaporacao de todo o etanol. Para reidratacao
do DNA foram adicionados 100 uL. de TE pH 8, homogeneizados em agitador do tipo vortex por 5
segundos, incubados em banho-maria a 37°C por 15 minutos e congelados para serem utilizados

posteriormente.

PCR das regioes de microsatélites (GTG)s

Apés a extracdo do DNA total foram realizadas as reacOes de PCR das regides de
microssatélites com o iniciador (GTG)s, utilizando o termociclador PCR Express (Thermo Hybaid).
A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25uL. contendo 2,5 pL. de tampdao de PCR
10X, 1,5 pL de MgCl, 1,5M, 1 puL. de ANTP 10mM (2,5mM cada), 2 pL. da solu¢do do iniciador
(GTG)s a 10 pmol™, 1 a 5 pL do DNA, 0,2 pL de Tag DNA polimerase 1,25 U e dgua milli-Q q.s.p.
suficiente para completar o volume final. O programa de ciclagem consistiu de um ciclo de
desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 45 segundos de desnaturacdo a 93°C, 1
minuto de anelamento do iniciador a 50°C e 1 minuto de extensdo a 72°C, e uma extensao final por
6 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% a
100 V por 150 minutos em tampao TBE 0,5X e corados com brometo de etidio por 15 minutos. Os
perfis de banda puderam ser visualizados com auxilio de luz ultravioleta e fotografados utilizando
um sistema de foto-documentagdo (Vilber Lourmat, France). Com a visualizacdo dos perfis de

bandeamento, as leveduras foram agrupadas de acordo com os perfis moleculares obtidos.
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Sequenciamento da regido D1D2 da subunidade maior do gene do rRNA

Um isolado de cada grupo baseado no perfil molecular obtido com o iniciador (GTG)s teve
a regido D1/D2 da subunidade maior do rDNA sequenciada. Para a reacdo de PCR foram utilizados
os iniciadores NL-1 (5~ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), segundo LACHANCE et al. (1999). A reacdo de PCR foi
realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL. de tampao de PCR “high fidelity” 10X, 2 uL.
de MgSO,4 50mM, 2 pL. de ANTP 10 mM (2,5 mM cada), 1 pL dos iniciadores NL1 e NL4 a 10
pmol'1 (MWG Biotech), 1 a5 pl. do DNA, 0,2 uL. de Tag DNA polimerase 1 U/uL (Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity) e dgua milli-Q q.s.p. 50 pL. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando-se o termociclador PCR Express (Thermo Hybaid). O programa de ciclagem teve uma
desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos de desnaturacio a
94°C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54°C e 20 segundos de extensdo a 68°C, e uma
extensdo final por 10 minutos a 68°C. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose 1% em tampdo TBE 0,5X (54 g de Tris Base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de
EDTA 0,5M, pH 8,0) durante aproximadamente 1 h a 120 V. Os produtos foram corados com
solucdo de brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-
documentacao de gel (Vilber Lourmat, France).

Os produtos de PCR foram purificados por meio da técnica com Polietilenoglicol (PEG). Foi
adicionado ao produto de PCR um volume igual de Polietilenoglicol 20% em NaCl 2,5 M. Apds
incubar a 37°C por 15 minutos, foi realizada uma centrifuga¢do a 13.500 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado com auxilio de pipeta. A seguir, foram adicionados 125 pL de etanol
70-80% gelado, e realizada uma nova centrifugacdo a 13.500 rpm por dois minutos. O etanol foi
removido com auxilio da pipeta. A adicdo de etanol e as etapas seguintes foram repetidas.

Novamente uma centrifugacdo a 13.200 rpm por um segundo foi realizada e o DNA foi deixado a
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temperatura ambiente para evaporacdo de todo o excesso de etanol. A reidratagcdo foi efetuada pela
adicdo de 10 pL de dgua, homogeneizacdo em agitador do tipo vortex por 15 segundos e incubagao
a 37°C por 10 minutos. O produto obtido foi dosado em aparelho NanoDrop ND 1000. As reacdes
de sequenciamento foram realizadas usando o kit DYEnamic™ (Amersham Biosciences, USA) em
combinacio com o sistema de sequenciamento automatizado MegaBACE™ 1000. O
sequenciamento foi realizado no Laboratdrio de Biodiversidade e Evolucdo Molecular (LBEM —
ICB - UFEMGQG).

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Local
Alignment Serch Tool - versio 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/blast/) desenvolvido pelo National Center For Biothecnology
(Altschul et al., 1997). As sequéncias obtidas foram comparadas com as ja depositadas no
GenBank, e as sequéncias similares foram alinhadas usando o programa CLUSTALW software
package (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Para ser considerada pertencente a uma
espécie conhecida, o isolado apresentou similaridade na sequéncia analisada de 99% ou mais em
relacilo a outra ja depositada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).
Microrganismos que apresentaram sequéncias com similaridade menor ou igual a 98% na regido do
DNA analisada foram designados com o termo ‘“‘similar”’, e podem representar uma nova espécie.
De acordo com Kurtzman e Robnett (1998), o poder discriminatério das sequéncias da regido
D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA é considerado suficiente para descrever novas

espécies de leveduras, pois isolados da mesma espécie apresentam no maximo de duas a trés bases

diferentes ndao-contiguas em uma regido de cerca de 600 nucleotideos.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e identificacdo das leveduras

Das cinco cultivares de uvas para vinho foram obtidos 155 isolados de S. cerevisiae e 60 de
nao-Saccharomyces (figura 1), totalizando 215 isolados de leveduras. O tempo de fermentacao dos
mostos para isolamento e selecdo das leveduras foi dividido em dois grupos. As cultivares
Tempranillo, Verdejo, Sauvignon blanc ficaram no 1° grupo, cujo mosto fermentou entre 7 e 8 dias;
no 2° grupo ficaram as cultivares Cabernet Sauvignon e Grenache, que fermentaram entre 13 e 15

dias.
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(13 dias) (7,5 dias)

Tempo de fermentacao das cultivares de uva (dias)

Figura 1. Numero de isolados de Saccharomyces cerevisiae e ndo-Saccharomyces encontrados nos mostos fermentados

das variedades de uva (Vitis vinifera L.) por tempo de fermentacio.

Os mostos das cultivares do 1° grupo apresentaram total de 99 isolados, sendo 56 de S.
cerevisiae ¢ 42 de ndo-Saccharomyces, menor que o 2° grupo (117 isolados, sendo 99 de S.
cerevisiae e 18 de ndo-Saccharomyces). Tal diferenca pode estar relacionada ao tempo de
fermentacdo que, nas primeiras foi menor (em média de 7 a 8 dias). Possivelmente, o tempo de
fermentacdo ¢ um fator que influenciou no aparecimento das populacdes de S. cerevisiae. Quanto

maior o tempo de fermentacdo maior a quantidade de etanol produzida, e isto favorece o
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crescimento de linhagens resistentes a este composto no mosto em fermentacdo (Polsinelli et al.

1996; Sniegowski et al. 2002).

3.1.1 Caracterizagdo fisiologica das Saccharomyces cerevisiae

Dos 155 isolados de S. cerevisiae, 149 fermentaram a glicose entre 24 e 48h. Este resultado
¢ importante para o processo de vinificagdo, pois a producao rapida de dlcool € interessante para a
producdo de bebidas fermentadas. Cento e cinquenta e cinco isolados cresceram a 37°C e 137 a
40°C. Durante a fermentagdo o acticar disponivel € metabolizado como fonte de energia, no entanto
parte da energia gerada € perdida na forma de calor, assim a temperatura do mosto é aumentada
durante a fase ativa da fermentagdo (Fugelsang & Edwards, 2007), o que explica a importancia em
se ter leveduras que possam resistir a temperaturas elevadas.

Os mostos das uvas pesquisadas tiveram teores de s6lidos soltveis totais entre 17 a 23°Brix,
salientando a importincia de se encontrar leveduras osmotolerantes (resistentes a elevadas
concentracoes de glicose) para a producdo de vinho. De acordo com os testes de osmotolerancia
realizados para os isolados de S. cerevisiae, todos os isolados cresceram nos meios com 20% e 30%
de glicose; ja em meio com 50% de glicose, 145 isolados cresceram.

Todos isolados de S. cerevisiae cresceram entre 24 e 48h nas concentracdes de 6, 8, 10 e 12
g/L de etanol. Trabalhos relacionados com isolamento de S. cerevisiae na presenca de etanol sdo
descritos por Polsinelli et al. (1996) e Sniegowski et al. (2002) e indicaram o etanol como um fator
seletivo ao desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae, assim como também foi evidenciando
neste estudo. A capacidade de sobrevivéncia das leveduras em concentragdes elevadas de etanol é
uma caracteristica importante para a selecdo de linhagens fermentadoras na produ¢do de vinho,
assim como a osmotolerancia, fermentacdo da glicose e termotolerancia das mesmas (Pretorius,

2000). A maioria das linhagens isoladas de S. cerevisiae neste trabalho apresentou caracteristicas
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favordveis para a fermentacdo alcodlica, de acordo com os quatro fatores seletivos citados
anteriormente, deste modo sugerindo serem possiveis candidatas na utilizacdo da producdo de

vinhos da regido do Vale do S@o Francisco.

3.1.2 Caracterizacdo morfo-fisiologicas e molecular das leveduras ndo-Saccharomyces

Dos 60 isolados de leveduras ndo-Saccharomyces, 40 fermentaram a glicose, 42 cresceram a
temperatura de 37°C e 36 a temperatura de 40°C. De acordo com Fleet (2008), uma das
caracteristicas seletivas para uma levedura ser utilizada como iniciadora nas fermentacdes € a
capacidade de fermentar e de crescer em elevadas temperaturas. No presente trabalho, os isolados
que fermentaram e cresceram nas duas temperaturas testadas podem ser considerados como
potenciais candidatos a se tornarem culturas iniciadoras das fermentacdes para a producdo de vinho
na regido, contudo mais estudos precisam ser realizados.

Pela identificacdo convencional, os 60 isolados de ndo-Saccharomyces foram distribuidos
em dez grupos morfo-fisiologicos diferentes (tabela 1). Destes, apenas trés isolados (todos
identificados como Kloeckera apis) puderam ser identificados ao nivel de espécie utilizando
somente estes testes (Grupo A). Nove isolados foram agrupados no Grupo B (grupo de isolados
com coloracdo vermelha), nove no Grupo C (grupo de isolados com coloragdo laranja), um no
Grupo D, dois no Grupo E, onze no Grupo F, dois no Grupo G, seis no Grupo H, sete no Grupo I e
dez no grupo J. Em seguida, um representante de cada morfotipo pertencente aos Grupos de B a E
foi selecionado para a extracdo do DNA e sequenciamento da regido D1/D2 do gene do rRNA. Os
36 isolados pertencentes aos Grupos de F a J foram analisados por meio da amplificagdo das regides
microssatélites (GTG)s para serem reagrupados de acordo com os perfis moleculares, para posterior
sequenciamento.

Por meio da PCR das regides de microssatélites, os 36 isolados (Grupos de F a J) foram

agrupados em 19 padrdes moleculares diferentes. Um exemplar de cada grupo, menos do Grupo A
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(Kloeckera apis), totalizando 23 isolados (vinte e trés grupos), tiveram a regido D1/D2 do gene do

rRNA sequenciada. Nas figuras 2 e 3 sdo mostrados os géis da PCR das regides microssatélites

(GTG)s indicando o polimorfismo encontrado nos 36 isolados submetidos a esta andlise.

Tabela 1. Grupos formados pela identificacao fisiologica das leveduras ndo-Saccharomyces

Grupo de ndo-Saccharomyces

Numero de isolados

A

B

3 — Kloeckera apis (Al, All, AllI)
9%* (BI, BII, BIIL, BIV, BV, BVI, BVII, BVIII, BIX)
9%* (CI, CII, CIII, CIV, CV, CVI, CVII, CVIII, CIX)
1* (DI)
2% (EL EII)
117 (FI, FIL, FIII, FIV, FV, FVI, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI)
2% (GI, GII)
6* (HI, HII, HIII, HIV, HV, HVI)
7F (11, 1, 1L, 11V, TV, IVI, IVID)

10* (1, JIIL, JIIL, JIV, JV, JVL, JVIL, JVIIL, JIX, JX)

*Isolados ndo identificados ao nivel de espécie pela identificacado morfo-fisioldgica.
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Figura 2 — Polimorfismo dos isolados de leveduras analisado pela PCR das regides microssatélites (GTG)s. 1= padrio
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 2= isolado FI; 3= isolado FII; 4= isolado FIII; 5= isolado FIV; 6=
isolado FV; 7= isolado FVI; 8= isolado FVII; 9= isolado FVIII; 10- isolado FIX; 11=isolado FX; 12=isolado FXI; 13=
isolado GI; 14= isolado GII; 15= isolado HI; 16= isolado HII; 17= isolado HIII; 18= isolado HIV; 19= isolado HV; 20=

isolado HVI; 21= padrido molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 3 — Polimorfismo dos isolados de leveduras analisado pela PCR das regides microssatélites (GTG)s. 1= padrdo
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 2= isolado II; 3= isolado III; 4= isolado IIII; 5= isolado IIV; 6= isolado
1V; 7= isolado IVI; 8= isolado IVII; 9= isolado JI; 10- isolado JII; 11= isolado JIII; 12= isolado JIV; 13= isolado JV;

14=isolado JVI; 15=isolado JVII; 16=isolado JVIII; 17=isolado JIX; 18= isolado JX.
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3.1.3 Identificacdo molecular das ndo-Saccharomyces

Dos 23 isolados que foram submetidos ao sequenciamento da regido D1/D2 do gene do
rRNA, vinte foram identificados em nivel de espécie (tabela 2). Trés isolados (FVII, FIX e 1IV)
encontram-se ainda em fase de sequenciamento. A porcentagem de isolados encontrados por
espécie identificada apresenta-se na tabela 2 e a porcentagem das espécies encontradas nas uvas

(Vitis vinifera L.) na figura 4.



Tabela 2. Identificacdo molecular de leveduras ndo-Saccharomyces pelo sequenciamento da regido

D1/D2 do gene do rRNA dos isolados representantes dos seus respectivos agrupamentos formados

pela identificacao fisioldgica e pelo (GTG)s.

Agrupamento pela Cddigos dos representantes  Espécies de ndo- Porcentagem
identificacao dos agrupamentos pelo Saccharomyces  das espécies
fisioldgica (GTG)s identificadas (%) Filo
Pichia 13,3
J JIV, JVIIL, JVIII kudriavzevii Ascomycota
Pichia 11,7 Ascomycota
F FI, FIII, FIV, FVI, FXI guilliermondii
Pichia galeiformis 3,3 Ascomycota
G GI
Wickerhamomyces 11,6 Ascomycota
1 IL, IV, IVI anomalus
Wickerhamomyces
J JIX anomalus
Rhodotorula 30,0 Basidiomycota
C CI mucilaginosa
Rhodotorula
B BI mucilaginosa
Candida 13,3 Ascomycota
E El parapsilosis
Candida Ascomycota
H HI, HVI parapsilosis
Candida 1,7 Ascomycota
D DI orthopsilosis
Candida 1,7 Ascomycota
J IX zemplinina
5,0 A t
A (Al All, AIII) * Kloeckera apis seomycot
Total de isolados
de nao-
Saccharomyces 60
Total de isolados
identificados de
nao-
Saccharomyces 55

*Kloeckera apis foi identificada apenas pela identificacao fisiologica.
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Figura 4. Ocorréncia do numero de isolados (em porcentagem) de leveduras ndo-Saccharomyces nos mostos
fermentados das variedades de uvas (Vitis vinifera L.). A — Pichia guillermondi; B — P. galeiformis; C — P. kudriavzevii,
D — Candida parapsilosis; E — C. zemplinina; F — C. orthopsilosis; G — Wickerhamomyces anomalus; H — Kloeckera

apis; I — Rhodotorula mucilaginosa.

As espécies de nao-Saccharomyces identificadas pelo sequenciamento foram Pichia
kudriavzevii, P. guilliermondii, P. galeiformis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis, C.
orthopsilosis, C. zemplinina, Wickerhamomyces anomalus, e pela identificacdo convencional
Kloeckera apis. Os isolados de leveduras que apresentaram de zero a trés nucleotideos diferentes
nas suas sequéncias foram identificados como leveduras da mesma espécie e os que apresentaram
de quatro ou mais nucleotideos diferentes foram identificados como espécies diferentes (Kurtzman
& Robnett, 1998).

Espécies de nao-Saccharomyces do género Pichia, Candida, Rhodotorula, Kloeckera
também foram isoladas em outros trabalhos que envolvem o mosto fermentado de uva (Esteve-
Zarzoso et al., 2000; Jemec et al., 2001; Clemente-Jimenez et al., 2004; Clemente-Jimenez et al.,
2005; Lopandic et al., 2006; Gonzdlez et al., 2007; Lopandic et al., 2008; Urso et al., 2008;
Barrajon et al., 2009; Chavan et al., 2009). A espécie de levedura nao-Saccharomyces em maior
nimero, num total de sessenta, foi Rh. mucilaginosa (30%), seguida por P. kudriavzevii e C.

parapsilosis, ambas com 13,3%; P. guilliermondii (11,7%), W. anomalus (11,6%), K. apis (5,0%) e
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P. galeiformis ambas com 3,3%, e em menor porcentagem C. orthopsilosis e C. zemplinina, ambas
com 1,7%. De La Torre et al. (1999) sugerem que os géneros Rhodotorula e Cryptococcus estao
entre as mais frequentes nas uvas e as leveduras apiculadas (Kloekera spp.) as mais escassas.
Entretanto, em Lopandic et al. (2008), as leveduras apiculadas geralmente sdo uma das mais
frequentes nas uvas e mostos fermentados. No presente estudo, Rh. mucilaginosa (30%) foi a
espécie ndo-Saccharomyces mais encontrada nos isolamentos. Este género cosmopolita ja foi
isolado de diversos substratos como pimentas vermelhas na Espanha, larvas de moscas da fruta no
Hawai, cerveja pasteurizada em Tokio e Itdlia, além de em humanos (Kurtzman & Fell, 1998).

Gonzdlez et al. (2007), estudando a biodiversidade de leveduras em fermentagdes dos vinho
da regido Tenerife (Espanha), encontraram quase a metade das espécies nos mostos (46,73%)
pertencentes ao género Candida, incluindo C. parapsilosis. Outras espécies de leveduras ndo-
Saccharomyces também foram isoladas como Rhodotorula mucilaginosa, Hanseniaspora uvarum
(teleomorfo de Kloeckera apis), P. guillermondii. Estes resultados sdo similares aos encontrados no
presente estudo.

Wickerhamomyces anomalus apresentou a frequéncia de 11,6% neste trabalho. Esta espécie
¢ um contaminante de fermentacdes industriais, sendo muito encontrada nos vinhos. Outra espécie
encontrada no presente estudo foi P. guilliermondi que € isolada do mosto de uva e em
equipamentos de vinificacdo (Kurtzman & Fell, 1998; Fugelsang & Edwards, 2007; Barrajon et al.,
2009).

C. zemplinina é uma das espécies isoladas neste trabalho e que ja foi isolada nos mostos
fermentados de uvas botritizadas na regido vinicola de Tokaj (Hungria) (Sipiczki, 2003), uvas
botritizadas da Califérnia (Mills et al., 2002) e de mosto de uvas das fermentagdes espontaneas de
regides vinicolas da Austria (Lopandic et al., 2008). Isto sugere que esta levedura esteja
relacionada com mostos fermentados de uvas e provavelmente com este tipo de ambiente de

fermentacao.
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A diversidade de leveduras no ambiente de vinhedo pode ser estudada ao selecionar isolados
das bagas de uva, do solo, equipamentos vinicolas, do préprio vinho, entre outros. No entanto, a
diversidade e predominancia das leveduras selecionadas nao serdo, necessariamente, encontradas
nos diversificados microambientes do mesmo vinhedo, j4 que os diferentes fatores seletivos
encontrados em cada um sdo o que ird delimitar a populacao das espécies de leveduras.

Os fatores seletivos encontrados nas fermentagdes espontaneas nos mostos das uvas (Vitis
vinifera L.) utilizadas neste trabalho para selecionar as leveduras, como temperatura do mosto e
concentracdo de dlcool e de actcar, entre outros fatores, contribuiram para o isolamento das
populacdes de leveduras encontradas de Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, P.
guilliermondii, P. galeiformis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis, C. orthopsilosis,
C. zemplinina, Wickerhamomyces anomalus e Kloeckera apis, deste modo mostrando ser um

ambiente favordvel para o isolamento destas espécies.
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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais utilizada como iniciadora da fermentacdo na
producdo de vinhos. Os produtores de vinhos buscam cada vez mais dar tipicidade as suas
bebidas e sabe-se que isto € possivel quando se utilizam leveduras indigenas. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar linhagens de S. cerevisiae, pela técnica de restricio do DNA
mitocondrial (RFLP-mtDNA), isoladas do mosto fermentado de cinco variedades de uva
(Vitis vinifera L.) utilizadas para a producao de vinhos no Vale do Sao Francisco, Brasil. Das
variedades coletadas foram isolados e identificados 155 isolados de S. cerevisiae. A andlise do
RFLP-mtDNA utilizando a enzima de restricdo Hinf | foi realizada para os 155 isolados de S.
cerevisiae proveniente dos mostos de uva, juntamente com seis linhagens comerciais. Cinco
perfis de restricdo do mtDNA foram encontrados para as linhagens de S. cerevisiae isoladas.
Destes, quatro perfis de restricdo foram diferentes das linhagens comerciais de S. cerevisiae
utilizadas na regido. O uso desta ferramenta molecular possibilitou encontrar linhagens

indigenas de S. cerevisiae do Vale do Sdo Francisco.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, Vale do Sao Francisco, Vitis vinifera L., RFLP-

mtDNA, Hinf 1, Leveduras indigenas
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1 INTRODUCAO

Saccharomyces cerevisiae é a espécie de levedura mais utilizada na produgdo de
vinhos como iniciadora nas fermentagdes. Cada vez mais os produtores de vinhos buscam dar
tipicidade as suas bebidas, sendo que isto é possivel quando se utiliza leveduras indigenas nos
processos de fermentagdo. Diversos fatores interferem na qualidade das bebidas alcodlicas
fermentadas, contudo, as leveduras e as condi¢des de fermentacdo tém sido apontadas como
os fatores que mais influenciam nas caracteristicas finais dessas bebidas (Lehtonen &
Jounela-Eriksson, 1983). A produgdo dos compostos responsdveis pelo sabor da bebida varia
com as espécies e as linhagens de leveduras, assim, a contribuicdo destes microrganismos
para a individualidade dos sabores depende do papel ecol6gico dos mesmos na fermentagao
(Fleet & Heard, 1993; Fleet, 2001; Oliveira et al. 2005; Clemente-Jimenez et al., 2005; Querol
& Fleet, 2006; Gomes, 20006).

Alguns trabalhos t€ém mostrado que os isolados de S. cerevisiae podem ser obtidos a
partir de uvas em fermentacdo, ja que o dlcool formado exerce papel seletivo para manutengao
das linhagens de S. cerevisiae no ambiente fermentativo (Polsinelli et al., 1996; Sniegowski et
al., 2002; Demuyter et al., 2004; Cappello et al., 2004; Schuller et al., 2005; Valero et al.,
2007). Rosini (1984) mostrou que a origem de S. cerevisiae presente no mosto de fermentagao
foi do proprio estabelecimento vinicola. Este autor sugeriu que esta levedura tem a capacidade
de persistir na adega colonizando superficies e aparelhos. Mortimer & Polsinelli (1999)
corroboraram o estudo anterior ao encontrar também essas leveduras em equipamentos de
vinicolas. Ciani e colaboradores, em 2004, investigaram a origem das linhagens de S.
cerevisiae envolvidas na producdo de vinho e concluiram que aquelas encontradas no

ambiente da vinicola, incluindo as uvas, sdo as responsdveis pela fermentacio espontianea do
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mosto de uva. Entretanto, a origem das leveduras do vinhedo ou da adega depende de varios
fatores como condi¢des climdticas, incluindo temperatura e pluviosidade, a localizacdo
geografica da vinha, a quantidade de SO,, aplica¢des de antiftingicos, a técnica de colheita, a
variedade da uva, a idade da vinha e do tipo de solo (Pretorius, 2000).

A ampla distribui¢cao de algumas linhagens de S. cerevisiae em determinadas regides vinicolas
e a permanéncia destas ao longo dos anos, sugerem a ocorréncia de linhagens indigenas
especificas, representantes de uma regiao, e a existéncia de relagdo entre origem geografica e
caracteristicas genéticas destas linhagens (Vezinhet et al.,1992; Sabate et al.,1998; Esteve-
Zarzoso et al., 2000). Diferentes estratégias baseadas na andlise do polimorfismo de DNA tém
sido utilizadas para diferenciar linhagens de S. cerevisiae envolvidas em fermentacdo
alcodlica (Querol & Ramon, 1996). Estas técnicas sdo ferramentas poderosas, ndo somente
para o controle industrial e tecnoldgico, mas também para a pesquisa ecoldgica da diversidade
intraespecifica da microbiota indigena (Versavaud et al., 1995; Pataro et al., 2000; Guerra et
al., 2001). O uso de técnicas de biologia molecular tem sido proposto para complementar as
limitacdes da identificacdo feita com auxilio de testes fisiolégicos, uma vez que a
caracterizacdo de linhagens atipicas, requerem a aplicacdo de técnicas como sequenciamento
do gene do rRNA (Kurtzman & Fell, 2006). A diferenciacdo intraespecifica de linhagens de S.
cerevisiae pode ser feita utilizando a andlise de restricio do DNA mitocondrial, sendo esta
uma técnica aceita para diferenciar tipos moleculares nesta espécie (Frezier & Dubourdieu,
1992; Esteve-Zarzoso et al., 2000; Ferndndez-Espinar et al., 2001; Schuller et al, 2005;
Gomes et al., 2007). O objetivo deste trabalho foi caracterizar linhagens de S. cerevisiae
obtidas do mosto fermentado de cinco variedades de uva (Vitis vinifera L.), utilizadas na
producdo dos vinhos no Vale do Sado Francisco, pela técnica de restricio de DNA

mitocondrial.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

Foram estudadas 155 isolados de Saccharomyces cerevisiae isoladas de uvas (Vitis
viniferas L.) colhidas entre julho e setembro de 2008 na Fazenda Ouro Verde/Miolo, Vale do
Sao Francisco, municipio de Casa Nova, Bahia, Brasil. As leveduras pertencem ao banco de
linhagens do Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sergipe. As
cultivares de uvas tintas colhidas para o estudo foram: Tempranillo, Cabernet Sauvignon,

Grenache; e as uvas brancas foram: Sauvignon blanc e Verdejo.

2.2 Caracterizagcdo molecular

Os isolados de S. cerevisiae foram diferenciados pela andlise de restricdio do DNA

mitocondrial (mtDNA) conforme descrito por Querol e colaboradores (1992; 1994).

2.2.1 Obtengdo do DNA mitocondrial

Para a extracdo de DNA mitocondrial, as células fungicas foram reativadas em meio
agar YM por 24 a 48 h a 25C. Posteriormente, os isolados foram crescidos em caldo YEPD
(1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 1% de glicose) por 18 horas a 25°C sob agitacdo
de 150 rpm. Apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, lavadas com &4gua destilada estéril e centrifugadas

novamente. O sedimento foi ressuspendido em 500 pL de solu¢do de enzima litica de
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Rhizoctonia solani (25 mg/mL diluida em 1 M sorbitol, 0,1 M EDTA, pH 7,5) e incubado a
45°C por 2 horas, agitando a cada 30 minutos com delicadeza.

Passado o tempo de incubacdo as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente, em seguida, foi descartado o sobrenadante. O sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de Tris-HC1 1 M e EDTA 0,5 mM pH 7,4, adicionado 13 pL de
SDS 10% e incubado a 65°C por 5 minutos. Em seguida as amostras foram colocadas em
gelo, e adicionaram-se 200 pL de acetato de potdssio 5 M gelado, por 10 minutos. Apds este
procedimento, as células foram centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante foi recuperado, adicionado 700 pL de isopropanol e incubado por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds esta incubagdo, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado, o DNA lavado com 500 pL de etanol
70%, e centrifugado por 5 minutos a 14000 rpm. Depois da centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o DNA foi deixado a temperatura ambiente overnight para evaporagao do que
sobrou de etanol. Quando todo o etanol foi evaporado do DNA, a re-hidratagdo foi realizada
com 30 pL de 4gua ultra pura estéril, e este foi congelado. A quantidade de DNA foi dosada

em aparelho de NanoDrop (NanoDrop Technologies), antes da realizagdo dos experimentos.

2.2.2 RFLP-mtDNA

A digestao foi realizada, segundo instru¢do do fabricante, utilizando-se 10 pL. do DNA
mitocondrial acrescido de 10 pL. de uma solu¢do composta por 10% da enzima de restri¢ao
Hinf 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20% do tampao da enzima de restricdo, 10% de
RNAse e 60% de agua ultra pura estéril, a temperatura de 37°C por 6 h. Os produtos da
digestdo foram separados e analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (100 V por 150

minutos) em TBE 0,5X e coradas com brometo de etidio por 30 minutos. Os perfis de
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restricdo do mtDNA gerados foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados utilizando
sistema de foto-documentacao (Vilber Lourmat, Franga).

Com o objetivo de constatar se as linhagens encontradas no presente estudo eram
realmente indigenas ou nao, foram realizadas comparacdes com seis linhagens comerciais de
S. cerevisiae e S. bayanus utilizadas na regido do Vale do Sao Francisco. Estas linhagens
comerciais foram: S. cerevisiae (var. bayanus) da marca PDM, nomeada neste trabalho de C1;
S. cerevisiae da marca Fermol Premier Cru (C2); S. cerevisiae da marca Ever Mycoferm
Rouge (C3); S. cerevisiae da marca Fermol Rouge (C4); S. bayanus da marca Ever Mycoferm

Cru - (C5); S. cerevisiae da marca Maurivin, AWRI 796 (C6).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagcdo molecular

Cento e cinquenta e cinco isolados de S. cerevisiae foram submetidos a restri¢do do
DNA mitocondrial utilizando a enzima de restricdo Hinf 1. Destes isolados foram encontrados
cinco perfis moleculares diferentes (Figura 1). O baixo polimorfismo encontrado para as
linhagens de S. cerevisiae pode estar associado a idade dos cultivares de uva da Fazenda Ouro
Verde/Miolo utilizados no Vale do Sao Francisco. Estes cultivares foram plantados hé cerca
de trés anos, e este tempo, pode ndo ter sido suficiente para a colonizagdo das uvas por um
maior numero de linhagens de S. cerevisiae, pois um dos fatores que influencia na microbiota
de leveduras nas uvas ¢ a idade da vinha (Pretorius, 2000, Shuller et al., 2005). Schuller et al.
(2005) fizeram um estudo ecoldgico das linhagens de S. cerevisiae em um vinhedo da regido
dos Vinhos Verdes em Portugal, por trés anos consecutivos. Das 54 fermentagdes espontaneas

estudadas, os autores obtiveram 1620 isolados de S. cerevisiae, com 297 perfis diferentes de
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mtDNA. Possivelmente estes ja eram vinhedos bem estabelecidos na regido, o que explicaria

a quantidade de perfis de mtDNA encontrados.
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Figura 1. Perfis de restrigio por mtDNA das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas das variedades

de uva (Vitis vinifera L.) na regido do Vale do Sdo Francisco, Bahia.

Esteve-Zarzoso et al (2000) estudaram a microbiota presente nas fermentacdes
espontaneas de vinhos produzidos com uva da drea de El Penedes (Espanha). Os autores
isolaram 275 leveduras de varias espécies, sendo 68 pertencentes ao género Saccharomyces,
apresentando 22 perfis distintos de restricio do mtDNA. Além de poder estudar o
polimorfismo num ambiente de fermentacgdo por esta técnica, Querol et al. (1992) estudaram a
evolucdo das linhagens, inoculadas e selvagens, de S. cerevisiae na vinificacdo industrial de
duas adegas diferentes (A e B) de Valencia (Espanha). Pelos perfis de restricio do mtDNA, os
autores puderam observar que a linhagem inoculada predominou no processo de vinificagdo
de ambas as adegas. Os autores também encontraram um grande nimero de linhagens
selvagens de S. cerevisiae na adega A (43,9% do total das linhagens) e na adega B (34,3%).
Os estudos citados acima mostram que esta ferramenta molecular possibilita a distin¢do de

diferentes linhagens de S. cerevisiae associadas com o0s ecossistemas de fermentacao.
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A figura 2 mostra os perfis moleculares das seguintes linhagens comerciais de S.
cerevisiae: S. cerevisiae (var. bayanus) da marca PDM, chamada neste trabalho de C1 que
apresentou o perfil 4 (P4); S. cerevisiae da marca Fermol Premier Cru (C2), perfil P7; S.
cerevisiae da marca Ever Mycoferm Rouge (C3), perfil P8; S. cerevisiae da marca Fermol
Rouge (C4), perfil P2; S. bayanus da marca Ever Mycoferm Cru (C5), perfil P8; S. cerevisiae
da marca Maurivin, AWRI 796 (C6), perfil P2. Os perfis de restricio das linhagens
comerciais foram comparados com aqueles das linhagens indigenas 68 e 80 (respectivamente
P1 e P3) e levedura 65 (isolada do mosto fermentado de uva), como mostrado na figura 2. As
leveduras comerciais C4 e C6 apresentam o mesmo perfil de restricdo de P2 (figura 2). J4 as
linhagens comerciais C3 e C5 apresentam o mesmo perfil de restricao, perfil P§. Na andlise da
figura 3, onde estdo apresentados todos os perfis moleculares analisados, verifica-se, na
respectiva ordem, que os perfis P2-C6, P2-65, P3-80, P5-148, P1-68, P1-132 e P6-152 (como
descritos na tabela 1) foram encontrados dentre os 155 isolados de S. cerevisiae obtidos no

presente estudo.

IKbCl C2 C3 C4 C5 C6 Pl P2 P3

Figura 2 - Perfis de restricdo do mtDNA das linhagens de Saccharomyces cerevisiae comerciais e
indigenas. 1 Kb, padrdo de peso molecular; C1, S. cerevisiae (var. bayanus) da marca PDM; C2, S. cerevisiae da

marca Fermol Premier Cru; C3, S. cerevisiae da marca Ever Mycoferm Rouge; C4, S. cerevisiae da marca
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Fermol Rouge; CS5, S. bayanus da marca Ever Mycoferm Cru; C6, S. cerevisiae da marca Maurivin, AWRI 796;

P1, levedura indigena 68; P2, levedura 65; P3, levedura indigena 80.

10.000 pb

4.000 pb

3.000 pb

2.000 pb
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Figura 3 - Perfis de restricdo do mtDNA encontrados nas linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas dos
mostos fermentados da uvas (Vitis vinifera L.). 1 Kb, padrdo de peso molecular; P1, perfil 1 de restricao do
mtDNA; P2, perfil 2 de restricdo do mtDNA; P3, perfil 3 de restricdo do mtDNA; P5, perfil 5 de restri¢do do

mtDNA; P6, perfil 6 de restricdo do mtDNA.

Tabela 1 — Descri¢do dos perfis de linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Codigo das linhagens Variedade de uva Perfil das linhagens N° de isolados encontrados
de S. cerevisiae isolada por perfil molecular
Co* ** P2 64
65 Cabernet Sauvignon P2
80 Cabernet Sauvignon P3 4
148 Sauvignon blanc P5 5
68 Cabernet Sauvignon P1 71
132 Tempranillo P1
152 Sauvignon blanc P6 11

* Saccharomyces cerevisiae comercial - Maurivin, AWRI 796. ** Nenhuma
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No presente trabalho, o tipo molecular prevalente dentre os isolados estudados (Figura
1) foi o perfil molecular P1 que representou 45,8% do total dos 155 isolados analisados,
seguido do perfil P2 (41,3%), do P6 (7,1%), do P5 (3,2%) e do P3 (2,6%) (Figura 3). O perfil
molecular P1 foi encontrado em todas as cinco cultivares de uvas estudadas (Grenache,
Cabernet Sauvignon, Tempranillo, Sauvignon blanc e Verdejo), correspondendo assim a
linhagem mais predominante (45,8%) entre as linhagens de S. cerevisiae isoladas da regido do
Vale do Sao Francisco. O perfil molecular P2 foi encontrado nas variedades de uva Grenache,
Cabernet Sauvignon (em maior percentual) e Sauvignon blanc, correspondendo ao segundo
perfil mais predominante (41,3%) entre os isolados. Este perfil molecular correspondeu a
linhagem comercial AWRI 796 (C6): Estes resultados sugerem que a linhagem comercial
AWRI 796 encontra-se espalhada nos vinhedos de onde foram isoladas. Uma explicac¢do para
isto € o descarte de restos de produgdo dos vinhos produzidos na regido para que os nutrientes
presentes retornem ao solo e sirvam como fertilizantes. As linhagens que possuem o perfil
molecular P5 foram encontradas nas cultivares de uva Tempranillo e Sauvignon blanc e as do
perfil molecular P3 apenas na cultivar Cabernet Sauvignon. Por meio deste método molecular
de caracterizacdo das linhagens de S. cerevisiae concluiu-se que apenas o perfil P2 ndo
representa as linhagens selvagens da regido.

Os resultados dos perfis moleculares apresentados na figura 2 indicaram que uma
mesma linhagem € comercializada por diferentes companhias com nomes diferentes
(linhagem comercial C4 possui o mesmo perfil molecular da C6) e que a linhagem comercial
C3 designadas como S. bayanus apresenta o mesmo perfil mitocondrial da linhagem
comercial C5 designada como S. cerevisiae. Estes resultados foram semelhantes aos
observados por Ferndndez-Espinar et al (2001) quando estudaram o grau de parentesco de 45
linhagens comerciais de S. cerevisiae, utilizando a restricdo do mtDNA combinada com a

cariotipagem e PCR especifico com o iniciador 8. Os autores encontraram um total de 30
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linhagens diferentes e observaram que algumas destas linhagens comerciais apresentaram o
mesmo perfil de bandas.

O conhecimento das linhagens selvagens de S. cerevisiae presentes nos vinhedos é
fundamental para o conhecimento das popula¢des de leveduras, principalmente S. cerevisiae,
associadas com o processo de fabricacdo do vinho na regido. De acordo com a técnica de
restricdo do DNA mitocondrial utilizada para a caracterizacdo das linhagens indigenas de S.
cerevisiae, isoladas do Vale do Sdo Francisco, evidenciou quatro perfis moleculares diferentes
entre elas (P1, P3, P5, P6) e um perfil molecular ndo indigena, perfil P2, no qual corresponde
a linhagem comercial AWRI 796. Deste modo, esta técnica se fez ttil para a contribuicio na
selecao de linhagens de S. cerevisiae regionais para a producao de vinhos tipicos do Vale do

Sao Francisco, Bahia, Brasil.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir vinhos a partir de uvas da cultivar Cabernet Sauvignon
utilizando linhagens indigenas de Saccharomyces cerevisiae isoladas na regidao do Vale do
Sao Francisco. As caracteristicas fisico-quimicas e a presencga das linhagens selecionadas de
S. cerevisiae durante as fermentacdes foram determinadas. A presenca das linhagens de S.
cerevisiae foi avaliada pela andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricio do DNA
mitocondrial (RFLP-mtDNA) das linhagens, ao final da fermentagdo alcodlica e malolatica.
Testes em meios sintéticos foram realizados para selecionar as melhores linhagens indigenas
(80, 148, 68 e 152) em relagdo aos parametros cinéticos de fermentacdo. Duas linhagens, 68 e
152, foram escolhidas para os testes em escala piloto de produgdo de vinho. Os vinhos foram
produzidos com estas linhagens indigenas e uma levedura controle (linhagem comercial,
Maurivin - AWRI 796). As andlises fisico-quimicas dos trés vinhos foram semelhantes. A
andlise dos perfis de restricdo do mtDNA mostrou que a linhagem iniciadora 152 predominou
ao final da fermentacdo alcodlica e maloldtica. No entanto, linhagem 68 ndo conseguiu
prevalecer no experimento de produ¢do do vinho. Os resultados sugerem que a linhagem

indigena 152 poderia ser utilizada na produ¢do de vinhos tipicos no Vale do Sao Francisco.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, leveduras indigenas, linhagens selecionadas,

vinhos, parametros fisico-quimicos, RFLP-mtDNA, Vitis vinifera L., Cabernet Sauvignon



1 INTRODUCAO

O vinho € uma bebida alcodlica fermentada, obtido genericamente pela fermentacao
alcodlica de um suco de fruta natural madura (mosto), por acdo de leveduras que convertem o
acicar em dlcool etilico e gis carbonico, produzindo também compostos secundarios
responsaveis em grande parte pelo aroma e sabor da bebida (Corazza, 2001; Ribéreau-Gayon
et al., 2006; Tosetto & Andrietta, 2003; Blasi, 2004; Jackson, 2009). Na vinificacdo, ao final
da fermentagdo alcodlica inicia-se a fermentacdo maloldtica. Nesta fase da fermentacdo as
bactérias dcido-laticas agem transformando o 4dcido maélico presente em 4cido latico. O 4cido
malico € o responsdvel no vinho pelo excesso de acidez e gosto dspero, portanto agressivo ao
paladar, entretanto o 4cido latico é mais suave e aveludado, tornando assim o vinho mais
agraddvel. As principais caracteristicas desta fermentacdo sdo a diminui¢do da acidez, o
aumento do pH, influéncia na estabilidade microbiana e afeta atributos sensoriais do vinho
(Jackson, 2008; Santos 2008). Os vinhos que apresentam teores alcodlicos de 8,6% a 14% em
volume sdo classificados como vinho de mesa e aqueles produzidos com uvas das variedades
de Vitis vinifera L. sdo chamados de vinho de mesa fino (Brasil, 2004).

No processo de vinificacdo, além do 4lcool etilico e do géds carbdnico, formam-se
outras substincias, em menor volume, que influenciam as caracteristicas organolépticas do
vinho. Contudo a quantidade e a qualidade dessas substancias dependem do tipo de uva, da
levedura e das condi¢des de fermentagdo (Santos, 2008). O metabolismo das leveduras
influencia a composicdo final da bebida, sendo diferente para cada linhagem (Clemente-
Jimenez et al., 2005; Oliveira et al. 2005; Querol & Fleet, 2006; Gomes, 2006). Segundo
Santos (2008), quase quinhentas substincias quimicas naturais podem ser identificadas no

vinho.
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A producdo de vinhos na regido do Vale do Sao Francisco ja abrange um mercado
consumidor interno fixo além de exportar para grandes paises consumidores. As uvas desta
regido sdo cultivadas entre os paralelos 8° e 9° da latitude Sul, as mais baixas na viticultura
mundial. A altitude média € de 400 metros, situada na caatinga do sertdo nordestino, em dreas
planas e as margens do rio Sdo Francisco (Santos, 2008). Esta regido destaca-se como a
principal regido vitivinicola de clima tropical do planeta. Por ser uma regiao nova em relagao
a producdo de vinhos, possui muitos aspectos tecnolégicos a serem melhores compreendidos
(Guerra & Zanus, 2004). Estes vinhos sdo produzidos com leveduras importadas. Como
consequéncia, existe um grande interesse das fazendas vitiviniferas em produzir os vinhos
com leveduras tipicas da regido e a espécie de levedura mais utilizada na vinificacdo como
iniciadora € a espécie Saccharomyces cerevisiae.

Estudos visando melhorias na qualidade dos vinhos utilizam linhagens indigenas de S.
cerevisiae para poder dar as bebidas caracteristicas préprias da regido, procurando conhecer a
contribuicao destas linhagens para a qualidade dos vinhos (Regodén et al., 1997; Esteve-
Zarzoso, 2000; Guimaraes, 2005; Lopes, 2007; Fleet, 2008). As leveduras indigenas, por ja
estarem aclimatadas as condi¢des ambientais, poderiam ser mais competitivas do que as
leveduras comerciais, por isso poderiam dominar a fermentacao e assegurar a manutengdo das
propriedades sensoriais tipicas dos vinhos produzidos na regidao determinada (Regodon et al.,
1997). De acordo com Gonzalez-Perez et al. (1993), estas culturas estdo sendo produzidas em
diferentes regides na forma de leveduras secas ativas e fornecidas aos produtores para serem
utilizadas no mosto como leveduras iniciadoras. Para que linhagens indigenas tipicas de cada
regido sejam selecionadas, é necessario estudos da diversidade e ecologia das leveduras
presentes no ambiente do vinhedo e de fermentagdo dos vinhos (Rosini, 1984; Polsinelli et al.,
1996; Esteve-Zarzoso, 2000; Lopes, 2002; Cappello et al., 2004; Ciani et al., 2004; Demuyter

et al., 2004; Schuller et al., 2005; Valero et al., 2007; Lopes, 2007).
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O uso de linhagens selecionadas favorece o inicio mais rdpido do processo
fermentativo. Com isto, os riscos de contaminacdo apresentados pela fermentacdo espontanea
podem ser evitados, favorecendo menor competicdo por nutrientes essenciais, maior
rendimento e qualidade do produto resultante (Fleet, Lafon-Lafourcade & Ribéreau-Gayon,
1984; Sanni & Lonner, 1993). As culturas iniciadoras conseguem dominar O processo
fermentativo porque sdo adicionadas em altas concentragdes, prevalecendo sobre a microbiota
indigena. No entanto, estudos mostram que a microbiota transiente tem uma participacdo
importante no processo (Barros Lopes et al., 1996).

Os vitivinicultores buscam utilizar linhagens iniciadoras com caracteristicas
fermentativas adequadas. Algumas destas caracteristicas sdo: rapida velocidade no inicio do
processo fermentativo, resisténcia ao elevado nivel de etanol, osmotolerancia, alta
estabilidade genética, reduzida formacdo de espuma, producdo de baixos niveis de sulfeto de
hidrogénio, tolerancia ao diéxido de enxofre, eficiéncia na habilidade de fermentar acticares
em concentracdes em torno de 20% (p/v) e produzir quantidades adequadas de glicerol
(Pretorius, 2000; Carrasco & Querol, 2001).

Além de selecionar linhagens de S. cerevisiae por meio das caracteristicas fisioldgicas,
quimicas e cinéticas, tem-se usado ferramentas da biologia molecular (Polsinelli et al., 1996;
Sniegowski et al., 2002; Demuyter et al., 2004; Cappello et al., 2004; Valero et al., 2007;
Lopandic et al., 2008). Uma das ferramentas mais utilizadas € a restricio do DNA
mitocondrial (RFLP-mtDNA), que possibilita diferenciar tipos moleculares desta espécie
(Frezier & Dubourdieu, 1992; Querol & Ramoén, 1996; Esteve-Zarzoso et al., 2000;
Fernandez-Espinar et al., 2001; Schuller et al, 2005; Gomes et al., 2007; Lopes et al., 2007).
O objetivo deste trabalho foi produzir vinhos em escala piloto utilizando uvas da cultivar

Cabernet Sauvignon com linhagens de S. cerevisiae isoladas e selecionadas da regido do Vale
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do Sao Francisco, analisando as caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos, além de avaliar a

presenca destas linhagens selecionadas ao final da fermentagao alcodlica e malolatica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens de Leveduras

Foram utilizadas seis linhagens (tabela 1) de S. cerevisiae: quatro linhagens selvagens
diferentes (68, 80, 148 e 152), uma linhagem comercial (Maurivin, AWRI 796) e a linhagem
65 (igual a linhagem comercial Maurivin - AWRI 796, sendo, no entanto isolada da uva — ver
capitulo 2. As leveduras isoladas da uva pertencem ao banco de linhagens do Laboratério de
Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sergipe. As linhagens foram isoladas de
variedades de uva (Vitis vinifera L.) coletas na Fazenda Ouro Verde/Miolo, Vale do Sao

Francisco, municipio de Casa Nova, Bahia, Brasil.

Tabela 1 — Linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas nos experimentos de

fermentagdo em meio sintético.

Cddigo das Linhagens de S. cerevisiae Variedade de Uva Isolada
Maurivin - AWRI 796 "* *

657 Cabernet Sauvignon (tinta)

803 Cabernet Sauvignon (tinta)

148 * Sauvignon blanc (branca)

68° Cabernet Sauvignon (tinta)

1523 Sauvignon blanc (branca)

1 Saccharomyces cerevisiae comercial - Maurivin, AWRI 796; ? Linhagens iguais de S. cerevisiae
3 Linhagens indigenas de S. cerevisiae

*Indeterminada
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2.2 Parametros cinéticos fermentativos

2.2.1 Padronizagdo do inoculo

A massa seca de 0,4 g/100 mL de cada linhagem foi determinada antes dos
experimentos de fermentacdo. O método utilizado foi o de secagem até peso constante
conforme descrito por Andrietta et al. (1995). Para determinagao da massa seca, cada uma das
linhagens utilizada foi previamente crescida em meio sintético contendo 100 mL de meio
(glicose 40g/L, fosfato didcido de potassio 5,0 g/L, cloreto de amoénio 1,5 g/L, sulfato de
magnésio heptahidratado 1,0 g/L, cloreto de potassio 1,0 g/L, extrato de levedura 6,0 g/L). Os
frascos foram incubados em agitador (modelo MA-830) a temperatura de 27°C a 150 rpm por
24h. Apés este periodo, as amostras de 100 mL do cultivo foram centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento (massa
umida) lavado com 4gua destilada estéril e centrifugado novamente. A massa celular imida
foi transferida para uma placa de Petri e colocada em estufa a 45-50 °C por 24h para

determinar a massa celular seca correspondente.

2.2.2 Experimentos de fermentagdo

Os testes dos parametros cinéticos foram adaptados de acordo com a metodologia
descrita por Silva et al. (2006). Estes experimentos foram tteis para selecionar as melhores
linhagens para a produ¢do dos vinhos. Os isolados foram previamente ativados em agar YM
(glicose 1%, extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%, peptona 0,5% e agar 2%) por
48h a 25°C. Posteriormente foram crescidos em 100 mL de meio de cultivo (glicose 40 g/L,

fosfato didcido de potédssio 5,0 g/L, cloreto de amodnio 1,5 g/L, sulfato de magnésio
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heptahidratado 1,0 g/L, cloreto de potéssio 1,0 g/L, extrato de levedura 6,0 g/L), em triplicata,
e incubados em agitador horizontal (modelo MA-830) a temperatura de 27°C, a 150 rpm, por
24 horas overnight. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado com
agua destilada estéril e centrifugado novamente. Antes de iniciar as fermentagdes, a massa
umida centrifugada de cada isolado foi pesada, dentro da capela de fluxo laminar, para chegar
ao valor de 0,4 g/100 mL de massa seca para realizar o ensaio da fermentagcdo. Os frascos
utilizados para realiza¢do das fermentagdes foram previamente pesados vazios, pesados com o
meio de cultivo, e anotado os respectivos pesos. Um volume de 50 mL do mesmo meio de
cultivo utilizado para os experimentos de fermentacdo, antes da inoculacdo da levedura, foi
separado e congelado a -20 °C para anadlises posteriores.

As fermentagdes foram conduzidas em triplicata, contendo nos frascos Erlenmeyer a
massa umida de cada isolado (tabela 2), em 100 mL de meio de cultivo (glicose 150 g/L,
fosfato didcido de potédssio 5,0 g/L, cloreto de amodnio 1,5 g/L, sulfato de magnésio
heptahidratado 1,0 g/L,cloreto de potédssio 1,0 g/L, extrato de levedura 6,0 g/L). Os frascos
foram pesados (frasco + meio de cultivo + massa imida) e incubados em agitador horizontal
(modelo MA-830) a temperatura de 27°C, a 150 rpm. Os frascos foram pesados em intervalos
de 1 hora para obtencdo do balango de massa e cinética de liberacao de CO, da fermentagdao
(Silva et al. 2006). Depois que as amostras atingiram o peso estabelecido (quando a diferenga
de pesos da amostra foi < 0,09g no intervalo de 1 hora), estas foram centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi armazenado em tubos Falcon
estéreis e congelado a -20°C para as andlises posteriores. A massa celular retida nos tubos de
Falcon foi lavada com 4gua destilada estéril e centrifugada novamente, em seguida transferida
para estufa a 45-50 °C até atingir peso constante para a determina¢cdo da massa celular seca

final. No sobrenadante foram determinados os teores finais de etanol, agicares redutores
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totais (ART) pela metodologia do DNS desenvolvida por Miller (1959), acidez total tituldvel
(ABNT 1997a) e expressa em dacido acético, pH (determinada com auxilio de pHmetro),
densidade e glicerol utilizando o Kit para triglicerideos (LABORLAB-Guarulhos, SP; de
acordo com as instru¢des do fabricante). Para a determinacdo do etanol, o sobrenadante foi
previamente destilado por arraste de vapor, em microdestilador de dlcool (Tecnal, Modelo Te-
012) e determinado espectrofotometricamente pelo método do dicromato de potassio (ABNT,
1997b). Como controle, as concentragdes iniciais de Actucar Redutor Total (ART), a
densidade, a acidez, glicerol, etanol e o pH, pelo método potenciométrico, foram
determinadas na amostra congelada de 50 mL de meio de cultura (sem indculo de levedura

adicionado).

2.2.3 Cdlculos dos pardametros de fermentagdo

Com os dados das andlises acima descritas, calculou-se os parametros de fermentagdao
de acordo com Oliveira et al. (2004). Estes pardmetros foram o fator de conversdo de
substrato em célula (Yy), fator de conversdo do substrato em etanol (Y,) e produtividade (g

L'hh.

2.3 Produgdo de vinhos

As linhagens de S. cerevisiae foram selecionadas para a produ¢do de vinhos levando-
se em conta os parametros cinéticos de fermentacdo. Os vinhos foram feitos em triplicata para
cada linhagem selecionada, além da linhagem comercial Maurivin - AWRI 796.

As uvas (V. vinifera L.) da variedade Cabernet Sauvignon (tinta) foram colhidas na

Fazenda Ouro Verde/Miolo (Casa Nova-BA) no més de Setembro/2009, pela manha, e
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processadas no dia seguinte. Aproximadamente 20 kg de uva foram colhidas, para cada vinho,
para produzir um volume final de 9 L de vinho. Os vinhos foram produzidos no laboratério de
enologia da EMBRAPA Semi-Arido (Petrolina-PE). Para evitar a oxidacdo e crescimento de
microrganismos indesejdveis nos vinhos foi realizado a sulfitagem, com o acréscimo de 0,9 g
de metabissulfito de potdssio. A massa imida das linhagens de S. cerevisiae inoculadas, 13 g
em 9 L de vinho, foi correspondente a massa seca (desidratada) adicionada de 1,8 g/9 L da
levedura comercial Maurivin - AWRI 796, utilizada na produ¢do dos vinhos na EMBRAPA

Semi-Arido.

2.4 Andlises fisico-quimicas dos vinhos

As andlises do pH, densidade, acidez total (expresso em % de acido tartdrico), acidez
volatil (expresso em g/ de 4cido acético), dlcool (expresso em °GL) foram realizadas de
acordo com a Portaria n°76 do Ministério da Agricultura (1986). Para realizar as andlises do
glicerol (expresso em g/L) foi utilizado o Kit para triglicerideos (LABORLAB-Guarulhos,
SP; de acordo com as instrucdes do fabricante); e para agucares redutores totais (ART), foi

utilizada a metodologia do DNS (Miller 1959), expresso em g/L.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados das dosagens dos parametros cinéticos da fermentacdo em meio sintético
e nos vinhos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas com
o teste Scott e Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa Sisvar (versao

5.0).



2.6 Avaliagdo da presenca das linhagens selvagens de Saccharomyces cerevisiae ao final

da fermentagdo alcodlica e fermentacdo maloldtica

Para saber se as leveduras inoculadas no experimento conseguiram permanecer até o
final do processo fermentativo, foi realizado o isolamento das leveduras presentes no mosto
do vinho em duas etapas: antes da prensagem (separacao da parte sélida da liquida no vinho),
etapa que antecede o final da fermentacdo alcodlica, e no final da fermentacdo malolatica

(etapa que durou aproximadamente 30 dias).

2.6.1 Isolamento das linhagens nos vinhos

O isolamento, em triplicata, foi feito em meio agar YM, acrescidos de 0,001% de
cloranfenicol, nas diluicdes de 10 e 10 (final da fermentacdo alcodlica) e nas diluicdes 107
e 107 (final da fermentacio maloldtica). Dez isolados do morfotipo de levedura
predominante foram isolados, quando possivel, das placas que apresentaram o melhor
isolamento. Além destes, pelo menos um isolado dos morfotipos diferentes foram coletados.
Os isolados obtidos foram comparados com os perfis de mtDNA previamente conhecidos das

linhagens de S. cerevisiae 68 e 152, utilizadas como iniciadoras do processo fermentativo.

2.6.2 Caracteriza¢cdo molecular pela restricdo do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA)

A andlise de restricdio do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) dos isolados de S.

cerevisiae foi realizada de acordo com os protocolos descritos por Querol e colaboradores

(1992; 1994).
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Obtengdo do DNA mitocondrial

Para a extragdo de DNA mitocondrial, as células foram crescida em meio agar YM por
24-48 h, a temperatura de 25°C. Posteriormente, os isolados foram crescidos em caldo YEPD
(1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 1% de glicose) por 18 horas a 150 rpm, a 25°C.
Ap6s o crescimento, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente, e em seguida lavadas com 4gua destilada estéril e centrifugadas novamente. O
sedimento foi ressuspendido em 500 pL de solucdo de enzima litica de Rhizoctonia solani
(25mg/mL diluida em 1M sorbitol, 0,1M EDTA, pH 7,5) e incubado a 45°C por 2 horas,
agitando a cada 30 minutos com delicadeza. Passado o tempo de incubagdo, as amostras
foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, em seguida foi
descartado o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 500 uL de Tris-HCl 1M e
EDTA 0,5 mM pH 7,4 e adicionado 13 pL. de SDS 10%, e incubado a 65°C por 5 minutos.
Em seguida as amostras foram colocadas em gelo, e adicionou-se 200 pL de acetato de
potassio 5 M gelado, por 10 minutos. Apds este procedimento, as células foram centrifugadas
a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi recuperado, sendo adicionado 700 pL de
isopropanol e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esta incubacdo, as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado, o
DNA lavado com 500 pL de etanol 70%, e centrifugado por 5 minutos a 14000 rpm. Depois
da centrifugacio, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi deixado a temperatura ambiente
overnight para evaporagdo do que sobrou de etanol. Quando todo o etanol foi evaporado do
DNA, a re-hidratag¢do foi realizada com 30 pL de dgua ultra pura estéril e a amostra foi
congelada. A quantidade de DNA foi dosada em aparelho de NanoDrop (NanoDrop

Technologies), antes da realizagdo dos experimentos.
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Digestdo do DNA mitocondrial

A digestdo foi realizada, segundo instrucdo do fabricante, utilizando-se 10 pl. do DNA
mitocondrial acrescido de 10 pLL de uma solu¢do composta por 10% da enzima de restricao
Hinf 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20% do tampao da enzima de restricdo, 10% de
RNAse e 60% de dgua ultra pura estéril, a temperatura de 37°C por 6 h. Apds a digestdo, o
corante GelRed foi diluido diretamente nas amostras e no marcador molecular (1kb). Os
produtos da digestdo foram separados e analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(100 V por 150 minutos) em TBE 0,5X, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados

utilizando sistema de foto-documentacao (Vilber Lourmat, Franga).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise dos pardmetros cinéticos da fermentacdo

Os resultados das dosagens dos parametros cinéticos de fermentacdo realizados para
selecionar as linhagens para os experimentos de producdo dos vinhos sdo mostrados nas

tabelas 2 e 3.



Tabela 2. Dosagens dos pardmetros cinéticos da fermentacio - densidade, Acidez Total Tituldvel (ATT), pH,

Actcar Redutor Total (ART), massa umida, massa seca e glicerol - no meio de cultivo antes (inicial) e apds

(final) a inoculag@o das linhagens de Saccharomyces cerevisiae; dosagens da producdo de etanol e tempo de

fermentacdo também constam na tabela. Os valores para desvio-padréo estdo indicados ao lado das dosagens.

Maurivin -
S. cerevisiae 68 152 80 148 AWRI 796 65
Densidade
Inicial (g/L) 1055+0,907 b 10564+0,472 b  10493+£1,804a 10493+1,804a 10559+1,007 b  10559+1,007 b
Densidade
Final (g/L) 986,8+ 0,346 a  988,3+1,234a 990,8+ 1,106 b 1018,1+1,323 ¢  988,3+2,654a  991,6£2,970 b
ATT Inicial
(g/L) 3,26+0,148 b 3,285+0,226 b  2,914+0,043a  2,914+0,043a 4,0512£0,043 ¢  4,051+0,043 ¢
ATT Final
(g/L) 4,288+0,148 b 5,36£0,043 ¢ 3,903+0,113a 4,199+ 0,214 b  5,187+0,159 ¢ 5,508+0,154 ¢
pH Inicial 4,8667+0,042 a  5,0733+£0,107 b  5,3455+0,047 ¢ 5,3455+0,047 ¢  5,0333+0,042 b 5,0333+0,042 b
pH Final 2,8833+ 0,076 a  3,3533+0,046 b  3,35+£0,07H  4,0067+0,080 ¢ 2,7867£0,057a 2,810,080 a
ART Inicial
(g/L) 139,72740,923 b  139,72940,9215 131,003+0,553a¢ 131,003+0,553a¢ 131,003+0,553a 131,003+0,553a
ART Final
(g/L) 2,2132+0,61a  2,4047+0,048a 1,6544+0,128 a 68,6356+2,753b 1,9258+0,037 a 2,0109+0,119 a
Massa Umida
Inicial (g/L) 23,2 227 25,4 26 27,7 29,2
Massa Umida
Final (g/L) 72,943,061 b 72,540,264 b 78,233+9,504 b 32,733+0,808 a  69,633+0,058 b 70£1,053 b
Massa Seca
Inicial (g/L) 4 4 4 4 4 4
Massa Seca
Final (g/L) 8,485+0,250 b 8,430,849 b  8,762+0,514 b  5,513£0,592a 11,449+0,263 ¢ 11,14+0,482 ¢
Glicerol Inicial
(g/L) 0,1673£0,007 @ 0,3636+0,070b 0,6691£0,085 ¢ 0,6691+0,085 ¢  0,16+0,022 a 0,160,022 a
Glicerol Final
(g/L) 13,2436+1,171 ¢ 8,9964+1,902b 11,9564+1,412¢ 10,247320,779b 4,7345+2,045 a 2,7273+0,353 a
Etanol (g/L) 40.13+£2,825 b 41.91+5,595b  39.61+x0,586 b  20.64+1,245a 43.56x11,057b  46.39+2,8 b
Tempo de
Fermentacio
(h) 18,67+2,309 b 17,331,155 b 41+1,000 4 22 ¢ 11a 11a

* As médias com os seus desvios padrdes seguidas pela mesma letra (@, b, ¢, d) na horizontal ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Scott e Knott ao nivel de 5% de significancia.
** ATT: Acidez Total Titulavel (expressa em dcido acético).
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De acordo com a tabela 2 os resultados da linhagem comercial e 65 foram
estatisticamente iguais, pois a segunda é um isolado desta mesma linhagem comercial, mas
obtido do mosto naturalmente fermentado das uvas (ver capitulo 2). Os valores finais da
acidez variaram de 3,903 a 5,508 g/L; os valores finais de pH variaram de 2,7867 a 4,0067
no final da fermentacdo. Os valores das densidades, variando de 986,8 a 1018,1 g/L,
diminuiram em relacdo ao meio sem indculo. Esta diminui¢a@o era esperada ja que a densidade
constitui uma medida aproximada da quantidade do agticar contido no meio. Assim, conforme
o actcar € consumido e o dlcool é formado, a densidade diminui. A densidade final da
linhagem 148 foi alta, 1018,1g/L, mostrando que esta consumiu menos actcar do que as
outras linhagens testadas. Também para esta linhagem o valor de ART final foi alto,
68,6356g/L, muito acima das outras linhagens. Os resultados das dosagens do ART final das
linhagens diminuiram com relacdo as dosagens iniciais, pois com a quebra da glicose ha
liberacao de CO; e dlcool, assim diminuindo a quantidade de agicares do meio. A produgdo
de etanol por cada linhagem foi estatisticamente igual. Os valores finais da massa umida e
seca da linhagem 148 foram baixos, de 32,733 g/L e 5,513 g/L, respectivamente. Os tempos
de fermentacdo das linhagens 68 e 152 foram iguais estatisticamente. J4 o tempo para
completar a fermentacdo da linhagem 80 foi muito longo, 41h, em relacdo a outras linhagens
testadas; as linhagens Maurivin e 65 fermentaram mais rapidamente o meio de cultivo (11h).
Os valores finais do glicerol variaram de 2,7273g/L a 13,2436g/L no final da fermentacdo. O
glicerol é um subproduto da fermentacdo alcodlica que produz nos vinhos um sabor adocicado
semelhante a glicose, no entanto, na presenga de outros constituintes do vinho a dogura do
glicerol é praticamente imperceptivel (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A partir dos resultados obtidos, as linhagens de S. cerevisiae 68 e 152 foram

selecionadas para a producdo de vinho em escala piloto. Além destas linhagens, a linhagem
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comercial Maurivin foi utilizada nestes experimentos, como controle, pois é a levedura mais
utilizada na producdo dos vinhos Cabernet Sauvignon na regidao. A linhagem 148 nao foi
utilizada porque demorou 22 h para fermentar em escala de bancada, tempo superior ao das
linhagens 68, 152, Maurivin e 65; além disto, a quantidade de ART final foi alta, 68, 6356g/L,
e o valor de massa timida obtido no final no processo de fermentacao, 32,733g/L, foi baixo. J&
a linhagem 80 também nao foi utilizada no processo de producao do vinho por ter possuido o
maior tempo de fermentacao, que foi de 41h.

Os valores da tabela 3 mostram que, estatisticamente, os rendimentos em etanol das
linhagens foram iguais; o rendimento em massa seca e produtividade das linhagens Maurivin
e 65 foram iguais estatisticamente entre elas, e melhores que as das outras linhagens, que
foram estatisticamente iguais entre si. Os resultados mostraram que a linhagem comercial
Maurivin, nos parametros de rendimento em etanol, em massa seca e produtividade, foi

melhor que as linhagens indigenas.

Tabela 3. Comparagdo entre as linhagens de Saccharomyces cerevisiae estudadas com relagdo ao rendimento em
etanol (Y ), rendimento em massa seca (Y ) € produtividade (P). Os valores para desvio-padrdo estdo

indicados ao lado das dosagens.

Maurivin -
S. cerevisiae 68 152 80 148 AWRI 796 65
Y s 0,25240,100a  0,143+0,180a  0,348+0,080 a 0,382+0,255a  0,304+0,134a  0,3240,007 a
Y s 0,033+0,002a  0,032+0,006 a  0,037+0,0039a  0,024+0,0098 a  0,058+0,002 b  0,055+0,004 b

P (g/L .h) 1,860+0,905 a 1,131+1,366 a 1,099+0,261 a 1,084+0,767 a 3,568+1,564 b  3,750+0,077 b

* As médias com os seus desvios padrdes seguidas pela mesma letra (a, b) na horizontal ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Scott e Knott ao nivel de 5% de significancia.



3.2 Andlises das caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos

Os valores iniciais do pH, dos Solidos Soliveis Totais (SST) e da Acidez total
(expresso em dcido tartdrico) das uvas e do mosto, no momento da colheita da cultivar
Cabernet Sauvignon, encontram-se na tabela 4. As andlises das caracteristicas fisico-quimicas
realizadas (pH, densidade, dlcool, acidez total, acidez volétil, agicar redutor total e glicerol)
nos trés vinhos produzidos pelas diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae (linhagens
comercial Maurivin - AWRI 796, linhagem indigena 68 e linhagem indigena 152) encontram-
se na tabela 5. Os testes sensoriais destes vinhos encontram-se ainda em fase de andlise na

Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS).

Tabela 4. Andlises do pH, Sélidos Soluveis Totais (SST) e acidez total das amostras de uva e do mosto no

momento da colheita uva da cultivar Cabernet Sauvignon.

Acidez Total
Colheita da uva pH SST (°Brix) (g/L de acido tartarico)
Caracteristicas da uva 3,38 21,2 6,9
Caracteristicas do mosto 3,27 21,2 9

*SST: em °Brix.
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Tabela 5. Anidlises fisico-quimicas dos vinhos produzidos com as linhagens indigenas de Saccharomcyes
cerevisiae (68 e 152) e a linhagem comercial Maurivin - AWRI 796. Os valores para desvio-padrio estdo

indicados ao lado das dosagens.

Actcar
. Acidez Total Acidez Volatil  Redutor
Densidade Alcool (g/L de acido  (g/L de acido Total-ART  Glicerol

Vinhos pH (g/L) (°GL) tartarico) acético) (g/L) (g/L)
Linhagem
Comercial
Maurivin -
AWRI 796 33 995,9+0 ¢ 12,080,006  7,16+0,06 a 0,29+0 b 6,192+0,14b 13,04+0,51b

S. cerevisiae 68 3,3 995,3+0,01 b 12,03+ 0,06a 7,23+0,06 a 0,23+0,006 a  4,211%0,13a 8,33+0,16a
S. cerevisiae
152 3,4 995,1+0,1 a 12,1+0,0056a  7,23%0,06 a 0,23+0,01 a  7,679+0,16¢c 9,19+1,51a

* As médias com os seus desvios padrdes seguidas pela mesma letra (a, b, ¢) na horizontal ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Scott e Knott ao nivel de 5% de significancia.

O vinho produzido com a levedura comercial Maurivin — AWRI 796 serviu como
controle para comparagcdo com os vinhos produzidos com as outras duas leveduras indigenas.
O valor encontrado do pH nos vinhos produzidos com a linhagem 68 e a linhagem comercial
foi de 3,3, sendo um valor préximo obtido no vinho produzido com a linhagem 152 (3,4).
Estes valores estdao de acordo com a legislac@o brasileira que indica que o pH do vinho pode
variar de 3,0 a 4,0 dependendo do tipo de cultivar de uva e safra. O pH 4cido dé aos vinhos
uma resisténcia a contaminagdo bacteriana. As densidades dos trés vinhos produzidos pela
Saccharomyces cerevisiae comercial (995,9 g/L), S. cerevisiae 68 (995,3 g/L) e S. cerevisiae
152 (995,1 g/L) foram estatisticamente diferentes. De acordo com Brasil (2004), os teores
alcoodlicos encontrados estdo na concentracdo estabelecida pela legislacdo brasileira para
serem designados como vinhos, ja4 que estes variaram de 12,08 a 12,1°GL. Os valores da
acidez total, expresso em 4cido tartrico, foram iguais estatisticamente para os trés vinhos.
Esta acidez conserva e refor¢a os compostos aromaticos no vinho (Blasi, 2004). Os teores de
acidez volatil foram estatisticamente iguais para os vinhos produzidos com as linhagens
indigenas de Saccharomyces cerevisiae 68 e 152 no valor de 0,23 g/L. de acido acético e

estatisticamente diferente com o vinho produzido com a linhagem comercial, 0,29 g/L. de
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acido acético. Esta acidez volatil elevada, com relacdo aos outros vinhos, de 0,29 g/L pode ser
justificada pela quantidade de glicerol produzida pelo mesmo vinho (13,04 g/L). Um das
funcdes do glicerol a ser produzido € para manter o equilibrio redox favordvel, assim quando
ha excesso de NAD" gerados na sintese do glicerol estes podem ser utilizados na oxidagio do
acetaldeido a acido acético e com isso aumenta a acidez volatil do vinho (Jackson, 2008). Os
valores encontrados da acidez volétil nos trés vinhos indicam uma boa sanidade e qualidade
dos mesmos, pois valores elevados de acidez volatil podem indicar a presenga de bactérias
deterioradoras. Os valores do acucar redutor total (ART) dos vinhos foram estatisticamente
diferentes e corresponderam a 6,192 g/L (vinho produzido pela linhagem comercial), 4,211
g/L (vinho produzido pela linhagem 68) e 7,679 (vinho produzido pela linhagem 152). Estes
valores correspondem aos agucares que nao foram quebrados para a formacdo do etanol,
assim, consequentemente, caso os vinhos venham a serem envelhecidos posteriormente,
podem no final reagir com outros composto e sofrer rearranjo estrutural, com isso podendo
afetar na docura perceptivel do vinho, entretanto essas reagdes ndo parecem OCOITEr em grau
suficiente para afetar (Jackson, 2008). Os vinhos produzidos com a linhagem 68 e linhagem
152 apresentaram resultados estatisticamente iguais nos valores do glicerol, 8,33 g/L e 9,19
g/L, respectivamente. J4 o vinho produzido com a linhagem comercial apresentou um valor
mais elevado e estatisticamente diferente dos outros, 13,04 g/L.. A via de formacao de glicerol
¢ a mesma da formacdo do etanol, assim, o agicar que é desviado para a formacao de glicerol
deixa de ser quebrado para a formagdo do etanol (Tosetto & Andrietta, 2003; Guimaraes,
2005). O glicerol no vinho influencia no balanco redox, nas caracteristicas sensoriais como
refor¢o no aparente sabor de docura, assim como o teor de etanol (Jackson, 2008). A dogura
do glicerol € tdo leve que s6 é perceptivel em vinhos secos, quando a concentracdo ultrapassa

5 g/L (Jackson, 2009).
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No presente estudo foi observado que os vinhos inoculados com as linhagens
indigenas de S. cerevisiae do Vale do Sao Francisco tiveram performances semelhantes aos
produzidos pela linhagem comercial. Guimardes (2005) também encontrou resultados
similares ao avaliar o desempenho das linhagens de S. cerevisiae selecionadas a partir de uvas
americanas (Vitis labrusca) em Colombo (Parand). Nos experimentos de microvinificacdo
todas as linhagens selecionadas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao

controle (levedura comercial) e mostraram ser apropriadas para o processo de vinificacao.

3.3 Caracterizagcdo molecular

Dos 76 isolados [40 para o vinho feito com a linhagem 68 (30 da fermentacdo
alcodlica e 10 da fermentagao maloldtica) e 36 para o vinho feito com a linhagem 152 (30 da
fermentacao alcodlica e seis da fermentacdo malolatica)] de leveduras encontrados nos dois
vinhos foram realizadas as extragdes e restricoes do DNA mitocondrial. De acordo com os
perfis mitocondriais pode-se observar que o perfil molecular da linhagem de S. cerevisiae 152
(P152) conseguiu predominar, em frequéncia elevada, até o final do experimento (Figuras 1 e
2). Isto sugere que esta levedura seja uma 6tima competidora e consegue se sobrepor frente a
outras linhagens de S. cerevisiae presentes nas uvas. Entretanto outros perfis mitocondriais de
S. cerevisiae também apareceram durante a realizacdo do experimento. Estas leveduras
tiveram o perfil 1, representando 5,6% dos isolados analisados, e o perfil da linhagem
indigena de S. cerevisiae 68 (P68), representando 8,3% (Figura 3 e 4). Lopes et al. (2007)
utilizaram esta mesma técnica de restricdo do DNA mitocondrial para estudar a permanéncia
da linhagem indigena inoculada de S. cerevisiae, do Norte da Patagdnia (Argentina), nos

vinhos produzidos naquela regido. A partir da andlise dos perfis obtidos, os autores puderam
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concluir que a linhagem indigena estudada foi capaz de competir com a microbiota natural

presente e apresentar uma maior dominancia (80%) do que a linhagem comercial (30%).
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Figura 1 - Perfis de restricio do mtDNA das linhagens das leveduras isoladas da fermentacdo alcodlica
do vinho produzido com a linhagem iniciadora 152. A - 1 Kb, padrio de peso molecular; 1 — levedura FA152V1;
2 — levedura FA152V2; 3 — levedura FA152V3; 4 — levedura FA152V4; 5 — levedura FA152V5; 6 — levedura
FA152V6; 7 — levedura FA152V7; 8 — levedura FA152V8; 9 — levedura FA152V9; 10 — levedura FA152V10;
11 — levedura FA152V11; 12 — levedura FA152V12; 13 — levedura FA152V13; 14 — levedura FA152V14; 15 —
levedura FA152V15; 16 — levedura FA152V16; 17 — levedura FA152V17; 18 — levedura FA152V18; 19 —

levedura FA152V19.
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Figura 2 - Perfis de restricdo do mtDNA das linhagens das leveduras isoladas da fermentagdo alcodlica
e maloldtica do vinho produzido com a linhagem indigenas iniciadora 152 e da fermentag@o alcodlica do vinho

produzido com a linhagem iniciadora 68. A - 1 Kb, padrdo de peso molecular; 1 — levedura FA152V20; 2 —
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levedura FA152V21; 3 — levedura FA152V22; 4 — levedura FA152V23; 5 — levedura FA152V24; 6 — levedura
FA152V25; 7 — levedura FA152V26; 8 — levedura FA152V27; 9 — levedura FA152V28; 10 — levedura
FA152V29; 11 — levedura FA152V30; 12 — levedura FM152V31; 13 — levedura FM152V32; 14 — levedura
FM152V33; 15 — levedura FM152V34; 16 — levedura FM152V35; 17 — levedura FM152V36; 18 — levedura
FA68V37; 19 — levedura FA68V38.

*Leveduras com as iniciais FA152 e FA68 correspondem as leveduras isoladas da fermentacdo
alcodlica dos vinhos produzidos pelas respectivas linhagens de Saccharomyces cerevisiae 152 e 68. E iniciais

FM152 isoladas da fermentagcdo malolatica.

100
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Vinhos inoculados com as linhagens indigenas 68 e 152

Figura 3. Porcentagem de ocorréncia dos diferentes perfis moleculares, baseados na restricio do DNA
mitocondrial, das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas dos vinhos produzidos com as culturas
iniciadoras indigenas 68 e 152. P68 — Perfil 68; P152 — Perfil 152; P1 — Perfil 1; P2 — Perfil 2; P3 — Perfil 3; P4 —

Perfil 4.
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Figura 4 - Perfis de restricdo do mtDNA das linhagens das leveduras isoladas da fermentacdo alcodlica e
malolatica dos vinhos produzidos com as linhagens iniciadoras indigenas 68 e 152. A - 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen), padrio de peso molecular; P68 — padrio molecular da linhagem indigena de Saccharomyces
cerevisiae 68; P152 — padrao molecular da linhagem indigena de S. cerevisiae 152; 1 — levedura FA152V8, perfil
P152; 2 — levedura FA152V23, perfil P152; 3 — levedura FM152V32, perfil P1; 4 — levedura FA68V37, perfil
P68; 5 — levedura FA68V43, perfil P1; 6 — levedura FA68V54, perfil P1; 7 — levedura FA68V41, perfil P1; 8§ —
levedura FA68V53, perfil P3; 9 — levedura FA68V63, perfil P1; 10 — levedura FA68V59, perfil P1; 11 —
levedura FA68V61, perfil P1; 12 — levedura FM68V67, perfil P2; 13 — levedura FM68V76, perfil P4.

*Leveduras com as iniciais FA152 e FA68 correspondem as leveduras isoladas da fermentacdo alcodlica dos
vinhos produzidos pelas respectivas linhagens de S. cerevisiae 152 e 68. As iniciais FM152 e FMG68
correspondem as leveduras isoladas da fermentacdo maloldtica dos vinhos produzidos pelas respectivas

linhagens de S. cerevisiae 152 e 68.

O perfil molecular da linhagem de S. cerevisiae 68 (P68) que foi inoculada para a
producdo de um dos vinhos também foi encontrado no vinho produzido com a linhagem 152.
A linhagem 68 foi predominante nas cultivares de uva do Vale do Sao Francisco (ver capitulo
2). Este resultado sugere que a linhagem 68 foi introduzida no vinho produzido com a
linhagem 152 por meio das uvas da cultivar Cabernet Sauvignon utilizadas para a realiza¢io

do experimento, assim como as outras linhagens diferentes encontradas no vinho produzido
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pela linhagem 68. Na figura 2, as leveduras 26, 27 e 33, isoladas do vinho produzido com a
linhagem 152, pertencem ao mesmo perfil de restricao da linhagem 68 (P68).

A linhagem de S. cerevisiae 68 ndo conseguiu predominar durante o experimento de
producdo do vinho. Linhagens de S. cerevisiae que vieram junto com as uvas utilizadas no
experimento predominaram ao longo da fermentacdo. Quatro perfis de restricio de mtDNA
foram encontrados durante a produgdo deste vinho, e em propor¢cao maior do que a linhagem
iniciadora utilizada. A frequéncia destas leveduras foi de 67% para o perfil 1, 22,5% para o
perfil 2, 2,5% para o perfil 3 e 2.5% para o perfil 4. Portanto, outras linhagens de S. cerevisiae
contribuiram para os resultados encontrados nas andlises fisico-quimicas do vinho produzido
com linhagem 68. De acordo com Schuller et al. (2005), a ampla distribuicdo de uma
linhagem nao estd necessariamente relacionada com um melhor potencial tecnoldgico, pois as
forcas seletivas que atuam num vinhedo sdo totalmente diferentes daquelas encontras no
mosto de fermentacdo das uvas. Apesar da linhagem 68 ter sido a mais freqiiente isolada de
mosto naturalmente fermentado de uva (capitulo 2), esta linhagem ndo conseguiu prevalecer
durante a producao do vinho.

A levedura indigena 152 conseguiu se adaptar bem quando foi utilizada para produzir
vinho na regido. Contudo, a linhagem 68 ndo foi capaz de permanecer dominando a
fermentacdo até o final do experimento, ja que outras leveduras indigenas foram encontradas.
A linhagem 152 mostrou potencial para ser utilizada como cultura iniciadora na producgdo de
vinhos no Vale do Sdo Francisco, no entanto, estudos como a analise sensorial dos vinhos,

indculo inicial ideal, compostos secunddrios produzidos, entre outros, sao ainda necessdrios.



AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pela bolsa de mestrado e auxilio financeiro, ao FINEP pelo apoio financeiro
(projeto INOVASE), a Fazenda Ouro Verde/Miolo (BA) pela doagcdao das uvas e apoio

cientifico.

REFERENCIAS

ABNT (1997a) Acidez tituldvel total, volétil total e fixa — NBR 13856. Sao Paulo: Associagao
Brasileira de Normas Técnicas.

ABNT (1997b) Determinacdo do teor alcodlico — NBR 13920. Sdo Paulo: Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas.

Andrietta, S. R., Andrietta, M.. G. S., Rodrigues, M. 1., 1995. Métodos de caracterizagdo de
leveduras de processo industrial utilizando parametros cinéticos e produgdo especifica.
Soc. Tecnol. Alcool Beb., Piracicaba, 13, 22-55.

Barros Lopes, M., Soden, A., Henschke, P.A., Langridge, P., 1996. PCR differentiation of
commercial yeast strains using intron splice site primers. Appl. Environ. Microbiol.
62, 4514-4520.

Blasi, C. T., 2004. Andlise do consumo e constituintes quimicos dos vinhos produzidos da quarta
colonia de imigragdo italiana do Rio Grande do Sul e sua relacdo com as fracOes lipidicas
sanguineas. Santa Maria, 91p.

Brasil. Lei n° 10.970, de 12 de Novembro de 2004. Altera dispositivos da Lei n® 7.678, de 8
de novembro de 1988, que dispde sobre a producdo, circulagdo e comercializacdo do
vinho e derivados da uva e do vinho, e dd outras providéncias. Didrio Oficial da

Unido, Brasilia, 16 nov. 2004.



83

Brasil. Ministério da Agricultura. Portaria n°76 de 26 de novembro de 1986. Dispde sobre os
métodos analiticos de bebidas e vinagre. Didrio Oficial da Republica federativa do
Brasil, Brasilia, 28 nov. 1986. Scaol, pt. 2.

Cappello, M. S., Bleve, G., Grieco, F., Dellaglio, F., Zacheo, G., 2004. Characterization of
Saccharomyces cerevisiae strains isolated from must of grape grown in experimental
vineyard. J. Appl. Microbiol. 97, 1274-1280.

Carrasco, P., Querol. A., 2001. Analisys of the stress resistance of commercial wine yeast
strains. Arch. Microbiol. 175, 450-457.

Ciani, M., Mannazzu, I, Marinangeli, P., Clementi, F., Martini, A., 2004. Contribution of
winery-resident Saccharomyces cerevisiae strains to spontaneous grape must
fermentation. Antonie van Leeuwenhoek 85, 159-164.

Clemente-Jimenez, J. M., Mingorance-Cazorla, L., Martinez-Rodriguez, S., Las Heras-
Vazquez, F. J., Rodriguez-Vico, F., 2005. Influence of sequential yeast mixtures on
wine fermentation. Int. J. Food Microbiol. 98, 301-308.

Corazza, M. L., Rodrigues, D. G., Nozaki, J., 2001. Preparacdo e caracterizacao do vinho de
laranja, Quimica Nova 24, n°.4, 449-452.

Demuyter, C., Lollier, M., Legras, J.-L., Le Jeune, C., 2004. Predominance of Saccharomyces
uvarum during spontaneous alcoholic fermentation, for three consecutive years, in an
Alsatian winery. J. Appl. Microbiol. 97, 1140-1148.

Esteve-Zarzoso, B., Gostincar, A., Bobet, R., Uruburu, F., Querol, A., 2000. Selection and
molecular characterization of wine yeasts isolated from the ‘El Penedes’ area (Spain).
Food Microbiol. 17, 553-562.

Fernandez-Espinar, M. T., Lopez, V., Ramé6n, D., Bartra, E., Querol, A., 2001. Study of the
authenticity of commercial wine yeast strains by molecular techniques. Int. J. Food

Microbiol. 70, 1-10.



84

Fleet, G. H., 2008. Wine yeasts for the future. FEMS Yeast Res. 8, 979-995.

Fleet, G. H., Lafon-Lafourcade, S., Ribéreau-Gayon, P., 1984. Evolution of yeasts and lactic
acid bacteria during fementation and storage of Bordeaux wines. Appl. Environ.
Microbiol. 48, 1034-1038.

Frezier, V., Dubourdieu, D., 1992. Ecology of yeast strain Saccharomyces cerevisiae during
spontaneous fermentation in a Bordeaux winery. Am. J. Enol. Vitic. 43, 375-380.

Gomes, F. C. O., 2006. Producao de cachaca artesanal utilizando linhagens selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae e por fermentagdo espontdnea, com a caracterizagao
quimica e sensorial da bebida e das bactérias do 4cido latico associadas ao processo.
Belo Horizonte: Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais, 120p. (Tese de Doutorado).

Gomes, F. C. O.; Silva, C. L.; Marini, M. M.; Oliveira, E. S.; Rosa, C. A. Use of selected
indigenous Saccharomyces cerevisiae strains for the production of the traditional
cachaca in Brazil. J. Appl. Microbiol., v. 103, p. 2438-2447, 2007.

Gonzalez-Pérez, J. A.; Gonzalez, R.; Querol, A.; Sendra, J.; Ramén, D. Construction of a
recombinant wine Yyeast strain expresing b-(1,4)-endoglucanase and its use in
microvinification processes. Appl. Environ. Microbiol., v. 59, p. 2801-2806, 1993.

Guerra, C. C., Zanus, M. C., 2004. Caracteristicas analiticas e sensoriais de vinhos produzidos
no Vale do Submédio Sao Francisco, Brasil. Anais de Congressos, 1° WIP. Disponivel
em: <http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/anais/wip2004/185.pdf>. Acessado 05
novembro 2009.

Guimardes, T. M., 2005. Isolamento, identificacdo e selecdo de cepas de levedura
Saccharomyces cerevisiae para elaboracdo de vinho. Curitiba, 117p. Dissertacdo

(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal do Parana.



85

Jackson, R. S., 2008. Wine Science: Principles and Applications. Academic Press, 3* ed., San
Diego, CA, pp.776.

Jackson, R. S., 2009. Wine Tasting. Academic Press, 2° ed., San Diego, CA, pp.512.

Lopandic, K., Tiefenbrunner, W., Gangl, H., Mandl, K., Berger, S., Leitner, G., Abd-Ellah, G.
A., Querol, A., Gardner, R. C., Sterflinger, K., Prillinger, H., 2008. Molecular
profiling of yeasts isolated during spontaneous fermentations of Austrian wines.
FEMS Yeast Res. 8, 1063-1075.

Lopes, C. A, Rodriguez, M. E., Sangorrin, Querol, A., Caballero, A. C., 2007. Patagonian
wines: implantation of an indigenous strain of Saccharomyces cerevisiae in
fermentations conducted in traditional and modern cellars. J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 34, 139-149.

Lopes, C. A, Van Broock, M., Querol, A., Caballero, A. C., 2002. Saccharomyces cerevisiae
wine yeast populations in a cold region in Argentinean Patagonia. A study at different
fermentation scales. J. Appl. Microbiol. 93, 608-615.

Miller, G. L., 1959. Use of Dynitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing
Sugar. Analytical Chem. 31, 426-428.

Oliveira, E. S., Cardello, H. M. A. B., Jeronimo, E. M., Souza, E. L. R., Serra, G. E., 2005.
The influence of different yeasts on the fermentation, composition and sensory quality
of cachaca. W. J. Microbiol. Biotechnol. 21, 707-715.

Oliveira, E. S., Rosa, C. A., Morgano, M. A., Serra, G. E., 2004. Fermentation characteristics
as criteria for selection of cachaca yeast. W. J. Microbiol. Biotechnol. 19, 241-243.

Polsinelli, M., Romano, P., Suzzi, G., Mortimer, R., 1996. Multiple strains of Saccharomyces
cerevisiae on a single grape vine. Lett. Appl. Microbiol. 23, 110- 114.

Pretorius, I. S., 2000. Tailoring wine yeast for the new millenium: novel approaches to the

ancient art of winemaking. Yeast 16, n°. 8, 675-729.



86

Querol, A., Barrio, E., Huerta, T., Ramén, D., 1992. Molecular monitoring of wine
fermentations conducted by active dry yeasts strains. Appl. Environ. Microbiol. 58,
2948-2953.

Querol, A., Barrio, E., Ramén, D., 1994. Population dynamics of natural Saccharomyces
strains during wine fermentation. Int J] Food Microbiol. 21, 315-323.

Querol, A.; Fleet, G. H. (Eds), 2006. Yeasts in Food and Beverages. Springer, Heidelberg,
pp-453.

Querol, A., Ramén, D., 1996. The application of molecular techniques in wine microbiology.
Trends Food Sci. Technol. 7, 73-78.

Regododn, J. A., Peréz, F., Valdés, M. E., De Miguel, C., Ramirez, M., 1997. A simple and
effective procedure for selection of wine yeast strains. J. Food Microbiol. 14, 247-
254.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Doneche, B., Lonvaud, A., 2006. The Microbiology of
Wine and Vinifications. Handbook of Enology, Ed. Wiley, 2* ed., v. 1, pp.441, John
Wiley & Sons Ltd, West Sussex, England.

Rosini, G., 1984. Assessment of dominance of added yeast in wine fermentation and origin of
Saccharomyces cerevisiae in wine-making. J. Gen. Appl. Microbiol. 30, 249-256.

Sanni, A. L., Loner, C., 1993. Identification of yeasts isolated from Nigerian traditional
alcoholic beverages. Food Microbiol. 10, 517-523.

Santos, J. L., 2008. Vinhos: O Essencial. SENAC Sao Paulo, 7% ed., pp.412, Sao Paulo, SP.

Schuller, D., Alves, H., Dequin, S., Casal, M., 2005. Ecological survey of Saccharomyces
cerevisiae strains from vineyards in the Vinho Verde region of Portugal. FEMS

Microbiol Ecol. 51, 167-177.



87

Silva, C. L. C., Rosa, C. A., Oliveira, E. S. O., 2006. Studies on the kinetics parameters for
alcoholic fermentation by flocculent Saccharomyces cerevisiae strains and non-
hydroye sulfite-producing strains. W. J. Microbiol. Biotechnol. 22, 857-863.

SIVAR 5,0 SISTEMA DE ANALISE DE VARIANCIA. Copyrigth Daniel Furtado Ferreira.
DEX/UFLA - Lavras. 1999-2003.

Sniegowski, P. D., Dombrowski, P. G., Fingerman, E., 2002. Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces paradoxus coexist in a natural woodland site in North America and
display different levels of reproductive isolation from European conspecifics. FEMS
Yeast Res. 1, 306.

Tosetto, M. G, Andrietta, S. R., 2003. Cinética de producdo de glicerol em processo de
fermentacdo alcodlica utilizando diferentes matérias primas industriais. In: Simpdsio
Nacional de Fermentacdes, Florianopolis. Anais do 14° SINAFERM, Floriandpolis,
CDROM.

Valero, E., Cambon, B., Schiiller, D., Casal, M., Dequin, S., 2007. Biodiversity of
Saccharomyces yeast strains from grape berries of wine-producing areas using starter

commercial yeasts. FEMS Yeast Res. 7, 317-329.



CONCLUSOES GERAIS




89

5 CONCLUSOES GERAIS

Os mostos fermentados das cinco variedades de uva (Vitis vinifera L.) colhidas no
Vale do Sdo Francisco foram substratos apropriados para o isolamento de leveduras
das espécies Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, P. guilliermondii, P.
galeiformis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis, C. orthopsilosis, C.
zemplinina, Wickerhamomyces anomalus e Kloeckera apis. Estas leveduras fazem
parte da micobiota da uva, e estdo adaptadas as condi¢des ecoldgicas presentes na

regido.

A andlise dos perfis de restricdio do DNA mitocondrial dos 155 isolados de S.
cerevisiae obtidos do mosto naturalmente fermentado dos cultivares de uva da regidao
foi capaz de mostrar a presenca de quatro linhagens indigenas desta espécie. Este
resultado mostra que linhagens indigenas de S. cerevisiae podem ser obtidas das uvas

da regido do Vale do Sao Francisco para estudos biotecnol6gicos.

Das linhagens indigenas de S. cerevisiae do Vale do Sao Francisco, as linhagens 68 e
152 apresentaram melhores resultados nos parametros cinéticos da fermentacdo em
meio sintético, e foram escolhidas para a produg¢do de vinho em escala piloto. Estas
linhagens apresentaram comportamento fisiol6gico similar a linhagem comercial mais

utilizada para a produgdo de vinho na regiao.

Os vinhos produzidos pelas linhagens de S. cerevisiae indigenas 68 e 152 foram
semelhantes nas andlises fisico-quimicas (pH, densidade, acidez total, acidez volatil,
alcool, glicerol, ART, élcool) ao vinho produzido com a linhagem de S. cerevisiae
comercial (Maurivin, AWRI 796). No entanto, somente a linhagem 152 foi capaz de
predominar ao final da fermentacdo alcodlica e malolética, indicando o seu uso como
uma possivel linhagem iniciadora para a producdo de vinho com caracteristicas
regionais. No entanto, mais estudos s@o necessarios antes da utilizacdo desta linhagem

para a producao em larga escala de vinhos no Vale do Sao Francisco.
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