UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE
SANTANA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

CAMILA MUNIQUE PAULA BALTAR SILVA DE PONZZES
GOMES

LINHAGENS DE Saccharomyces cerevisiae ISOLADAS DE
UVAS DO VALE DO SAO FRANCISCO COMO
PRODUTORAS DE VINHOS

Feira de Santana, BA
2015



CAMILA MUNIQUE PAULA BALTAR SILVA DE PONZZES GOMES

LINHAGENS DE Saccharomyces cerevisiae ISOLADAS DE
UVAS DO VALE DO SAO FRANCISCO COMO
PRODUTORAS DE VINHOS

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia, da
Universidade Estadual de Feira de Santana como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa (UFMG)
Co-orientadores: Dr. Giuliano Elias Pereira (Embrapa Semiérido/Uva
e Vinho)

Profa. Dra. Rita de Cassia Trindade (UFS)

Feira de Santana, BA
2015



BANCA EXAMINA[}ORA

Dra. Ampar6 Querol Simén
(Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos/CSIC —Valencia/Espanha)

Dra. Fatima de Cassia Oliveira Gomes
(Centro Federal de Educagao Tecnoldgica de Minas Gerais)

: ‘
Dra. Raquel Miranda Cadete
(Universidade Federal de Minas Gerais)

L7, // Ly //{?
Dr. Aristote es Goes eto

(Universidade Estadual'de Feira de Santana)

C«M&V\ A \ S (VI

Dr. Carlos Augtisto Rosa
(Universidade Federal de Minas Gerais)
Orientador e Presidente da Banca

Belo Horizonte — BA
2015



AO MEU ESPOSO

Cassio Ferreirva Gomes

AOS MEUS PAIS

José Silva de Ponzzes
Maria de Fdatima Baltar Silva de Ponzzes

AOS MEUS IRMAQOS

Half Yuri Nicholas Baltar Silva de Ponzzes
Jose Noemia Baltar de Ponzzes Calasans

AO MEU TIO

Paulo Henrique Carvalho Baltar de Oliveira



AGRADECIMENTOS

A Deus, que sempre esteve presente em todos 0os meus momentos de felicidades e tristezas,
sempre me dando a confianca de que tudo daria certo e em seu tempo oportuno. Ele que me
mostrou que apesar de todas as pedras impostas por esse mundo h& sempre a luz que reina, e
essa luz é o amor.

Ao meu esposo, Céssio, que sofreu e sorriu junto comigo durante essa fase do doutorado. Sé
ele, juntamente com minha familia, sabem os caminhos que tive que percorrer e o0 quanto tive
que lutar para conseguir realizar meu sonho de tornar-me Doutora. Deus escolheu bem a
pessoa para viver comigo eternamente. Sua presenca me faz muito bem e sua méo me ajuda a
ir mais longe. Amo vocé!

Aos meus pais, Ponzzes (painho) e Fatima (mainha), que tanto me amam e torcem para meu
sucesso, em tudo que eu faca. Sei que o exemplo de vocés se perpetua comigo em tudo que
toco e falo. A paixdo de vocés transborda e sou fruto disso, pois na vida sou uma replicadora
dos seus ensinamentos e da dignidade impar de vocés. Ensinaram-me a voar, e assim sigo
voando. Obrigada por tudo, o que sou hoje vem de voceés!

Aos meus irmaos, Jose e Half e ao meu tio Paulo Henrique, que estdo comigo em todos 0s
lugares a que vou: mesmo longe sempre estdo dentro de mim, pois 0 nosso amor é eterno e
com vocés sou mais forte. Amo muito vocés!

A Coordenacdo e aos Professores do Programa de Pos-graduagio em Biotecnologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana, que me ajudaram nessa caminhada e de quem
nunca irei esquecer-me. Admiracdo se constréi assim, pois competéncia e conhecimento
aprendi bastante com vocés e me tornei mais completa.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa, que com sua exigéncia e detalhismo
transforma uma pedra bruta numa lapidada. Sei que sempre quis 0 meu melhor e sempre fez
de tudo para me ajudar a conquistar esse objetivo. Orgulho-me de té-lo como orientador desde
0 mestrado e de ter adquirido seus ensinamentos. Sou eternamente gratal

Ao meu co-orientador, Pesquisador Dr. Giuliano Elias Pereira, pela grande admiracdo e
carinho que sempre teve pelo nosso trabalho e sempre fez de tudo para me deixar confortavel
nos ensinamentos da Enologia. Creio que sua orientacdo e dedicagdo é um exemplo a seguir.
Mesmo estando longe, tentou de todas as formas estar presente e sempre conseguindo. Sou
muito feliz de té-lo como co-orientador e parceiro nesta caminhada que vem desde a minha
graduacdo. Sei que o Vale do S&o Francisco estd em boas maos e fico feliz também porque
pude e posso contribuir muito também, principalmente, com sua ajuda.

Agradeco também a todos do Laboratério de Enologia da EMBRAPA Semiérido
(Petrolina/PE), principalmente Joyce e Antero que me ajudaram bastante, ficando até tarde da
noite elaborando os vinhos comigo. N&o posso deixar de agradecer também ao
Microbiologista Dr. Carlos Alberto Tudo Gava do Laboratério de Controle Bioldgico e aos
seus alunos.

A minha co-orientadora, Prof2 Dr? Rita De Céssia Trindade, por sua eterna admiragio pela
area e por sua amizade. O meu comeco se deu com sua ajuda, sua inspiragao e seu amor.



As Fazendas Ouro Verde/Miolo (Casa Nova/BA), Botticelli/Milano (Santa Maria/PE), Ducos
Vinicola (Lagoa Grande/PE) e Vinibrasil/Rio Sol (Lagoa Grande/PE) por terem cedido as
uvas para o desenvolvimento deste doutorado.

Ao Laboratério de Microbiologia Aplicada (LMA) da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), em especial minha grande amiga Kamila que sempre me ajudou em tudo de que eu
precisei. Aprendemos e sofremos juntas, assim se faz Ciéncia e assim se faz com amor. A
minha “mami” cientifica, Dangelly, € ao meu “papi” cientifico, Antonio Marcio (Tony), que
sempre cuidaram de mim como uma filha e ndo como uma bolsista de iniciagdo cientifica.
Sempre serei eternamente grata e sei que estaremos sempre juntos. Agradeco também as
amigas e colegas de laboratério Aninha (Ana Nery) e Anuska (rimos bastante de diversas
situacdes e sempre nos apoiando). Meu muito obrigada a todos do LMA, que me ajudaram na
fase mais delicada durante uma etapa dessa minha vida. Mesmo sem saberem, vOcés me
confortaram!

Ao Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), que durante toda a etapa do meu doutorado esteve comigo,
e, em especial, as pessoas que mais me ajudaram, apoiaram e ganharam a minha admiracao
para sempre: Raquel Cadete, Marco Aurélio e Monaliza.

Ao Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria
Tropical (Fortaleza-CE), que fez de tudo para me receber bem e fez com exceléncia. Tudo que
sei de Cromatografia Gasosa devo a vocés. Mesmo na correria, conseguimos! Agradecimento
especial a Dr. Kirley Canuto, Dr. Guilherme, Tigressa e Lorena.

As minhas amiga excepcionais da UEFS, Mona Liza e Aline, que se tornaram meu apoio,
ajudamo-nos em tudo, principalmente no emocional. Somos um tripé, tenho certeza disso.
Amo muito vocés!

A Amparo Querol, que foi um dos maiores presentes que tive, sua orientacdo, pegando nas
minhas maos e dizendo por onde seguir fez com que minha tese tivesse um brilho a mais,
ajudando-me no momento mais critico e desencadeando assim outros caminhos brilhantes.
Minha eterna admiracdo e espero sempre manter contanto. Ndo posso deixar de agradecer
também ao Bruno Motta que com um oceano nos separando conseguiu me ajudar, fosse a
qualquer hora e dia. Muito obrigada!

Por fim, agradeco a todos que fizeram parte direta e indiretamente da realizagdo desse meu
sonho e que junto comigo venceram, pois sei que o0s resultados sdo lindos frutos e
distribui¢Ges de conhecimentos adquiridos.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas do
mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) cultivadas no Vale do Submédio do Séo
Francisco (VSF), como iniciadoras do processo fermentativo na elaboracdo de vinhos. Foram
obtidos 368 isolados, sendo 259 S. cerevisiae e 109 ndo-Saccharomyces. Por meio da analise
de restricdo do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) foi possivel identificar 184 S. cerevisiae
indigenas e 75 representando linhagens comerciais. Foram encontrados 22 perfis de RFLP-
mtDNA nas S. cerevisiae indigenas comparadas com as seis leveduras comerciais de S.
cerevisiae mais utilizadas no VSF. Das 184 S. cerevisiae indigenas, 46 ndo produziram H,S.
Microfermentacdes de 80 S. cerevisiae indigenas e seis comerciais foram realizadas em mosto
sintético. No final da fermentacdo alcodlica foram determinados o etanol, os compostos
secundarios produzidos e o consumo de aclcares. A partir desses resultados, nove linhagens
indigenas de S. cerevisiae foram selecionadas. Além dessas, duas S. cerevisiae comerciais
foram utilizadas para a producéo dos vinhos em pequena escala. Os parametros fermentativos
das leveduras foram semelhantes durante a producdo dos vinhos. Trinta e trés compostos
volateis foram identificados, sendo que o vinho 8 apresentou melhores concentracfes dos
compostos aromaticos frutados. O composto volatil 2-fenil-etanol (aroma floral, rosas) foi
produzido em concentracdo elevada nos vinhos 7, 8 e 9, muito acima dos demais vinhos.
Essas linhagens podem, no futuro, ser utilizadas na producédo dos vinhos do VSF contribuindo

para a tipicidade das bebidas da regido.

Palavras-chave: Leveduras. Vinho. Saccharomyces cerevisiae. Fermentacdo. Vale do Séo

Francisco. Aromas frutados e florais.



ABSTRACT

The aim of this work was to select Saccharomyces cerevisiae strains isolated in the must
fermented of grapes (Vitis vinifera L.) farmed in Vale do Submédio do Séo Francisco (VSF),
as starters of the fermentative process in winemaking. A total of 368 yeast isolates were
obtained. Among them, 259 S. cerevisiae and 109 non-Saccharomyces strains were identified.
From mitochondrial DNA restriction analysis (RFLP-mtDNA), it was possible the
identification of 184 S. cerevisiae indigenous strains and 75 S. cerevisiae representing
commercial strains. Twenty-two different profiles of RFLP-mtDNA were found in S.
cerevisiae indigenous strains in comparison with the six most used S. cerevisiae commercial
strains in the VSF. Among 184 S. cerevisiae indigenous strains, 46 did not produce H,S.
Eighty S. cerevisiae indigenous strains and six commercial strains were used for micro
fermentation experiments with synthetic must. At the end of the alcoholic fermentation
process, ethanol, secondary compounds and the sugar consumption were determined. Based
on the micro fermentation results, nine S. cerevisiae indigenous strains were selected. These
strains and two S. cerevisiae commercial strains were used for wine production in small scale.
Furthermore, fermentation parameters of yeasts were similar during the winemaking. From 33
volatile organic compounds identified, sample of wine 8 presented the best concentrations of
fruity aromatic compounds. The volatile compound 2-phenylethanol (floral aroma) was
obtained in an elevated concentration in the wines 7, 8, and 9 with higher levels than the other
ones. After further studies, these strains may be used to produce wines in Vale do Séo

Francisco Region, contributing for the typicity of beverage produced in that area.

Keywords: Yeasts. Wine. Saccharomyces cerevisiae. Fermentation. Vale do Sdo Francisco

Region. Fruity and floral aroma.



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL ..ottt se st 10
OBUIETIVOS ...ttt ettt b et et e st e be st ne st st e e ere e 12
ODJETIVO GEIAL ...ttt 12
ODjJEtiVOS ESPECTTICOS. ...ttt ene s 12
1. REVISAO DE LITERATURA ..ottt n s sesas st 13
1.1 Leveduras: principais caracteristicas e métodos para identificacdo e diferenciacéo.......... 13
1.2 LEVEAUIAS VINICAS .e.vriveeiieriesieiesie sttt ste st ta et et et st et sa et e e s esae s e stestestesnenreaneeneeneas 15
1.3 Linhagens vinicas de SaccharomyCes CEreVISIAE .........cuivveirereiriseneese e 18
1.4 Producdo do gés sulfeto de hidrogénio (HzS) ......cccccveviiieiieiiiie e 20
1.5 VINN0 bbb bRt 21
1.6 Vale do Submédio do Ri0 SA0 FranCiSCO........ccuerierierieiiiriiiiesiseeieese et 27
2. MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt n st n st 31
2.1 Obtencao d0S MICIO-0rgANISIMOS ......cveitirtirririieieeieeieee sttt e et e e bbbt ese s enes 31
2.2 1dentificacao das IEVEAUIAS .........ccccuiiieiecie et 32
2.2.1 Caracterizacdo molecular das linhagens Saccharomyces Cerevisiae ............cccccevvrnenne. 32
2.2.2 Caracterizagdo molecular das leveduras nd0-Saccharomyces ...........cccooevereriercnnnnenn 34

2.3 Selecdo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae ndo produtoras do gas sulfeto de

Lo [goTo Tl aTTo N (o P ) ISR 37
2.4 MicrofermentagcOes com as diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae................ 38
2.4.1 Micro-0rganisSmoS ULHHZAOOS.........cc.eiiiiriiiiieieiee s 38
2.4.2 MOstO SINELICO de TRrMENTAGAD. .......ccueiviriiiiieeieiee s 38
2.4.3 CondicBes de FErMENtACAD .........cceeveiieieiie et sre e nns 39
2.4.4 Determinacdo do etanol, compostos secundarios e agucares por HPLC.............ccccoev.ee. 39
2.5 Produgéo dos vinhos em pequena eSCala...........ccoviiiiiriiiieeceee s 40
2.5.1 Procedimentos laboratoriais para a produgao dos VINN0S ..........cccceveieninencniencseeene 40
2.5.2 Analise da presenca dos compostos fendlicos totais dos VINhoS............ccccceevveiveeivenenne. 41
2.5.3 Determinacdo do etanol, compostos secundarios e agucares por HPLC..........c..ccccvevee. 42
2.5.4 Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS)........cccoevvvvienieeivenene, 42
2.6 ANALISE BSTALISTICA ... ..veiveiteitiitieieiet ettt bbbt 43
3. RESULTADOS E DISCUSSAD .....cocveevieeeteteeeiieisseeesssesiesessssessesssssssssss s sessessssssssenes 44
3.1 Isolamento e identificagdo das 1eVEdUIaS...........cccoveieiiiiiiieseece e 44
3.1.1 Caracterizagdo molecular das linhagens de Saccharomyces cerevisiae..............cc.coeu..... 44



3.1.2 Identificagdo das leveduras Nd0-SACCharOMYCES ..........cccoveririiiniieieee e 57

3.2 Selecdo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae ndo produtoras do gas sulfeto de

Lo [goTe T aTTo N (o P ) ISR 64
3.3 Microfermentagdes das linhagens de Saccharomyces Cerevisiae ..........cccocevvrervrvnnennnn. 66
3.4 Producdo dos vinhos em pequena €SCAla..........c.cuuviiiiiiiieiesire e 72
3.4.1 Analise da presenca dos compostos fendlicos totais N0S VINhoS...........ccccevvevecieiieennenn, 72
3.4.2 Consumo de acUcares e producdo de etanol, glicerol e acido acético.............cc.cceveeneen. 74
3.4.3 Determinagdo dos compostos VOIAteis NOS VINNOS ..........cccevviiiieieieiee e, 76
4, CONCLUSOES.......oviiiiiiieies ettt 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccoiiiineieiinsiseiesieseseessesessssssss s 88



INTRODUCAO GERAL

A selecdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae indigenas para a producdo de
vinhos tipicos de uma regido é realizada ha bastante tempo na Europa, onde estdo localizados
0s paises de maior tradi¢do na producdo de vinhos de qualidade. No entanto, hoje, o Brasil
também é um grande produtor de vinhos de qualidade e, em especial, é 0 Unico a produzir
vinhos nas latitudes 8° e 9° Sul, chamados de vinhos tropicais, localizados na regido do
Submédio do Vale do Sdo Francisco. Essa regido engloba as partes dos estados da Bahia e
Pernambuco, banhadas pelo Rio S&o Francisco.

A espécie S. cerevisiae € a principal responsavel pela producdo do alcool nos vinhos,
por meio da fermentacdo alcoolica, convertendo os agucares presentes em etanol, CO, e em
compostos secundarios responsaveis pelas caracteristica organolépticas da bebida. Linhagens
indigenas selecionadas de S. cerevisiae para serem utilizadas como iniciadoras (“starters”) na
producdo de vinhos precisam possuir algumas qualidades, dentre elas, apresentar um inicio
rapido do processo fermentativo, resisténcia ao etanol, entre outras. Quando a levedura é
selecionada regionalmente, ja se encontra adaptada aquele ambiente vinicola, podendo ser
mais facilmente introduzida como iniciadora do processo fermentativo.

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae indigenas podem ser diferenciadas pela
analise de restricdo do DNA mitocondrial, utilizando-se enzimas de restricdo. Essa técnica
permite caracterizar intraespecificamente as linhagens de S. cerevisiae e, com isso, identificar
as diferencas a nivel molecular entre as mesmas. Por meio dessa técnica pode-se diferenciar
linhagens indigenas (nativas) de S. cerevisiae advindas da propria uva (Vitis vinifera) de
linhagens comerciais utilizadas na producgéo de vinhos. Os vinhos produzidos no Vale do Séo
Francisco sdo fabricados utilizando-se linhagens comerciais de origem européia ou
australiana. Até o momento, ndo existe nenhuma linhagem regional de S. cerevisiae
selecionada para a producgdo de vinhos nessa area. Nesse sentido, ao tornd-la em uma levedura
comercial serd de grande importancia para a regido, pois o uso de leveduras iniciadoras torna
0 processo mais estavel, evitando contaminagcBes apresentadas nas fermentacGes que ndo
utilizam leveduras selecionadas comerciais.

Vinhos com caracteristicas préprias da regido do Vale do Sdo Francisco podem vir a
apresentar um maior valor de mercado caso denotem caracteristicas que o tornem competitivo
no mercado de vinhos, como ocorre em paises de grande tradi¢do vinicola, que possuem
produtos exclusivos de cada regido. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
principal estudar o potencial de linhagens de S. cerevisiae isoladas do mosto fermentado de

10



uvas do Vale do S&o Francisco para a producdo de vinhos. Essas linhagens poderdo
futuramente contribuir com as caracteristicas organolépticas representativas da tipicidade dos

vinhos da regiéo.
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OBJETIVOS
1 Objetivo geral

Selecionar linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae isoladas do mosto
fermentado de uvas Vitis vinifera L. cultivadas no Vale do S&o Francisco para serem

utilizadas como iniciadoras do processo fermentativo na elaboragéo de vinhos.
2 Objetivos especificos

e Isolar leveduras indigenas a partir do mosto fermentado de uvas das variedades Syrah,
Tempranillo, Petit Verdot, Cabernet Sauvignon e Chenin blanc colhidas na regido do

Vale do Séo Francisco;

e Identificar as leveduras presentes no mosto fermentado de uvas por meio de testes

fisiolégicos e moleculares;

e Caracterizar molecularmente, por meio da analise de restricdo do DNA mitocondrial,

as linhagens de S. cerevisiae isoladas a partir do mosto fermentado de uvas;
e Caracterizar os isolados de S. cerevisiae quanto a producéo do gés H.S;

e Realizar microfermentacdes com as linhagens indigenas de S. cerevisiae em mosto
sintético, determinando-se o etanol, os compostos secundarios e agucares presentes

por meio da técnica de HPLC;

e Produzir vinhos em pequena escala utilizando-se as linhagens indigenas de S.

cerevisiae selecionadas;

e Determinar, por meio da técnica de HPLC, o etanol, os compostos secundarios e
acucares presentes nos vinhos produzidos pelas linhagens indigenas de S. cerevisiae

selecionadas;

e Determinar 0s compostos secundarios presentes nos vinhos produzidos pelas
linhagens indigenas de S. cerevisiae selecionadas, discriminado-se as linhagens

produtoras de aromas frutados e florais por meio da técnica de GC/MS;

e Propor linhagens indigenas de S. cerevisiae como iniciadoras do processo

fermentativo para a producao de vinhos.

12



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Leveduras: principais caracteristicas e metodos para identificacdo e diferenciacéo

Leveduras sdo micro-organismos eucariontes pertencentes ao Reino Fungi e presentes
nos Filos Ascomicota (maioria) e Basidiomicota. As leveduras sdo fungos unicelulares, nao-
filamentosos, ovais ou esféricas, podendo se reproduzir sexuadamente (sem apresentar corpo
de frutificacdo) ou assexuadamente por brotamento ou fissdo binaria. As regras taxonémicas
para leveduras e outros fungos sdo regidas de acordo com o Caodigo Internacional de
Nomenclatura de Planta e Fungos (KURTZMAN et al., 2011). Segundo Kurtzman e
colaboradores (2011), existem 1.500 espécies de leveduras pertencentes a 87 géneros de
ascomicetos e 62 géneros de basidiomicetos.

As leveduras apresentam crescimento anaerobico facultativo, podendo utilizar
oxigénio ou um composto organico como aceptor final de elétrons. Essa é uma caracteristica
muito importante na colonizagdo por esses micro-organismos de diversos substratos em
diferentes ambientes, sendo distribuidas pela natureza com a ajuda dos insetos e pelo vento, e
isoladas facilmente, por exemplo, nas superficies de plantas, em folhas, frutos, néctares, casca
de &rvores, solo e no estabelecimento de relagcbes simbidticas com animais, principalmente
insetos. Poucas espécies sdo patogénicas para animais e humanos (KURTZMAN et al., 2011).

As leveduras estdo tradicionalmente envolvidas em processos fermentativos que
trazem como consequéncia 0 melhoramento ou a deterioracdo dos alimentos acucarados.
Dados historicos comprovam o uso das leveduras desde a Antiguidade, como na produgéo de
cerveja hd 7000 anos a.C. na Suméria e na producao de vinho na Assiria hd 3500 anos a.C. Os
romanos ja possuiam mais de 250 padarias produtoras de paes fermentados ha 100 anos a.C.
Esses micro-organismos apresentam uma grande diversidade de espécies com propriedades
fisiolégicas fisioldgicas distintas e sdo utilizados em varios processos industriais
(KURTZMAN; FELL, 1998; KURTZMAN et al., 2011).

Tradicionalmente, a identificacdo de leveduras é feita por meio das caracteristicas
fisioldgicas, bioquimicas, morfoldgicas e sexuais (KURTZMAN et al., 2011). No entanto, o
namero de testes fenotipicos realizados para identificar uma levedura é muito grande,
resultando em um processo demorado e oneroso, nem sempre se conseguindo chegar a
identificacdo em nivel de espécie. Na identificacdo por meio de testes fenotipicos, a
reprodutibilidade pode ser questionavel, uma vez que essa é dependente do estado fisioldgico

das células e muitas vezes ndo apresenta uma correlagdo com as identificacdes determinadas a
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partir da analise de sequéncias génicas (BARATA et al., 2012; KURTZMAN; ROBNETT,
2013).

Um marcador molecular amplamente utilizado na identificacdo e diferenciacdo de
espécies de leveduras é o gene do RNA ribossomal (RNAr). Os genes codificadores do RNAr
nos eucariotos estdo presentes repetidas vezes no genoma da célula e cada unidade consiste de
regibes codificadoras das subunidades 18S, 5.8S e 26S, e de dois espagadores transcritos
internos — Internal Transcribed Spacers (ITS 1 e ITS 2) — que separam essas regides. Cada
unidade do RNAr é separada por um espacador intergénico — Inter Genetic Spacers (IGS). O
gene do RNAr apresenta em sua sequéncia variacGes que podem ser usadas em estudos de
sistematica para diferentes niveis taxonémicos (KURTZMAN; FELL, 2006).

A grande disponibilidade de sequéncias em bancos de dados de DNA, principalmente
para a regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S do RNAr, faz com que essa técnica
seja Util e muito utilizada na identificacdo de leveduras (KURTZMAN; ROBNETT, 1998;
GRONDIN et al., 2015). Geralmente isolados da mesma espécie de levedura apresentam
identidade superior a 99% nestas sequencias. No entanto, para se ter um conhecimento mais
preciso das relacOes filogenéticas das espécies de leveduras sdo necessérias analises multi-
génicas, ou mesmo comparacOes de genoma inteiro (KURTZMAN; ROBNETT, 2013).

Uma técnica amplamente utilizada na biologia molecular para diferenciar linhagens
vinicas de Saccharomyces cerevisiae € a restricio do DNA mitocondrial utilizando-se a
técnica de polimorfismo por RFLP (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism).
Essa técnica consiste em utilizar enzimas de restricdo (endonucleases) que cortam o DNA em
locais especificos e, consequentemente, sdo formados perfis (fragmentos) de bandas de DNA
distintas para cada linhagem de levedura. De acordo com Guillamon e colaboradores (1994),
as enzimas mais adequadas para diferenciar as linhagens de S. cerevisiae sao Hinfl e Haelll.

O DNA mitocondrial possui um alto conteddo de bases AT (75%), e, em
contrapartida, 0 DNA nuclear apresenta uma alta proporc¢éo de sitios GC. Fazendo-se uso de
enzimas de restricdo ricas em GC para a clivagem do DNA gendmico, o DNA nuclear serad
quebrado completamente devido a alta proporcdo de sitios GC que serdo clivados pelas
enzimas de restricdo, enquanto o DNA mitocondrial sera clivado em fragmentos longos de
varios tamanhos, possibilitando, assim, a visualizacdo de polimorfismos intraespecificos de
linhagens de S. cerevisiae sem a necessidade de se isolar o DNA mitocondrial (QUEROL et
al., 1992a).

14



O DNA mitocondrial de S. cerevisiae é pequeno, podendo apresentar um tamanho de
60 a 80kb; é altamente polimdérfico (dependendo da linhagem) e estavel (sofre poucas
mutacdes) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; CARRASCOSA et al., 2011). Diversos autores
vém utilizando esta técnica de RFLP-mtDNA para diferenciar linhagens de S. cerevisiae
vinicas (QUEROL et al., 1992a, QUEROL et al., 1992b; QUEROL et al., 1994,
GUILLAMON et al., 1996; COMI et al., 2000; CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2004;
SCHULLER et al., 2004; SCHULLER et al, 2005; MERCADO et al., 2007; NIKOLAOU et
al., 2007; CAPECE et al., 2010; MAQUEDA et al., 2010; MERCADO et al., 2011; CAPECE
et al., 2012; CAPECE et al., 2013a; ORTIZ et al., 2013). Geralmente, esses estudos mostram
uma grande diversidade de linhagens de S. cerevisiae associadas com processos de
fermentacdo espontanea na producéo de vinhos e outras bebidas. Essa técnica também permite
acompanhar a permanéncia de linhagens selecionadas de S. cerevisiae durante 0s processos de
fermentagdo (MERCADO et al., 2011; CAPECE et al., 2012; CAPECE et al., 2013a).

1.2 Leveduras vinicas

A diversidade microbiana existente no processo de conversdo do mosto de uva em
vinho é um processo bioquimico complexo que envolve interacdes entre leveduras, fungos
filamentosos e bactérias, todos esses contribuindo na composi¢do quimica e qualidade da
bebida. Dentre esses micro-organismos, as leveduras sdo o0s principais responsaveis pela
fermentagdo alcodlica (FLEET, 2007; FUGELSANG; EDWARDS, 2007).

As leveduras podem ser encontradas na superficie da videira, distribuidas de modo
irregular, sendo isoladas em pequenas quantidades a partir das folhas, caule e uvas verdes, e
colonizando a casca da uva durante a maturacdo. Por meio de observac@es utilizando-se a
técnica de microscopia eletrénia de varredura foi possivel a visualizacdo de leveduras
presentes em cascas de uvas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As leveduras vinicas sdo raramente encontradas nas flores de uva, mas multiplicam-se,
preferencialmente, em exsudatos liberados das microlesbes em zonas situadas ao redor do
aparelho estomatico. Antes da colheita, 0 nimero de leveduras presentes na baga da uva é de
10° a 10° UFC/g, a depender da localizacéo geografica, das condicdes climaticas, sanitarias e
tratamentos com pesticidas; apos a colheita, transporte e esmagamento, esse numero se eleva
para aproximadamente 10° células/mL de mosto, sendo o aumento da concentracdo de
acucares na matéria-prima um dos fatores contribuintes para essa elevacdo, sendo 0s

principais agucares presentes na uva e no vinho a glicose e a frutose. No entanto, quanto mais
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as uvas sdo tratadas com inseticidas e fungicidas, maior a diminui¢do da microbiota indigena
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As leveduras envolvidas na producdo do vinho podem ser oriundas, além da vinha, de
superficies dos equipamentos da adega que sdo expostos, a cada safra, por bilhdes de células
de leveduras, sendo facilmente colonizadas e contribuindo para o desenvolvimento de uma
comunidade residente no ambiente de vinificagdo. Um outro fato também deve-se considerar
é o carreamento das mesmas pelos insetos para esses locais de vinificagdo (ROSINI, 1984;
FLEET; HEARD, 1993; MARTINI et al., 1996; NAUMOV, 1996; CONSTANTI et al., 1997;
MORTIMER; POLSINELLI, 1999). De acordo com Pretorius (2000), a origem das leveduras
no vinhedo ou na adega depende de diversos fatores como: condi¢des climaticas (temperatura
e pluviosidade), a localizacdo geogréafica da vinha, a quantidade de SO, utilizado no mosto,
aplicacdes de antifungicos, a técnica de colheita, a variedade da uva, a idade da vinha, e o tipo
de solo.

Diversos trabalhos tém relatado o isolamento a partir do mosto da uva, de uma
variedade de espécies de leveduras dos géneros Hanseniaspora (Kloeckera), Pichia, Candida,
Rhodotorula, Kluyveromyces, Metschnikowia, Issatchenkia, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Meyerozyma, Wickerhamomyces, Torulaspora,
Dekkera e Schizosaccharomyces (FLEET, 2003; DI MARO et al., 2007; FUGELSANG;
FLEET, 2008; URSO et al,, 2008; BARRAJON et al., 2009; CLAVIJO et al., 2010;
ESTEVE-ZARZOSO et al., 2010; LI et al., 2010; SETTANNI et al., 2012; BEZERRA-
BUSSOLI et al., 2013; CAPECE et al., 2013b; ORTIZ et al., 2013; TRISTEZZA et al., 2013;
WANG; LIU, 2013; PEREZ-MARTIN et al., 2014; PONZZES-GOMES et al., 2014; SUN et
al.,, 2014; SUN; LIU, 2014). Normalmente, essas leveduras sdo consideradas como
transitorias durante o processo de fermentacdo, ou seja, a maioria delas ira desaparecer
durante o processo quando a concentracdo de etanol aumenta, por serem sensiveis a esse
composto (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Na superficie das uvas, 0 numero de espécies de levedura é limitado, estando presentes
espécies de metabolismo oxidativo do género Rhodotorula e algumas espécies sensiveis ao
alcool, sendo a mais comumente encontrada a levedura apiculada Kloeckera apiculata
(=Hanseniaspora uvarum). Essa especie compreende até 99% dos isolados de leveduras em
determinadas amostras de uva (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Outras espécies também
sdo encontradas em propor¢Ges menores nas superficies das uvas como: Metschnikowia

pulcherrima, Candida famata, C. stellata (= Starmerella baccilaris), C. zeylanoides,
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Cryptococcus uniguttulatum, Cr. ater, Cr. laurentii, Pichia membranifaciens, P. fermentans,
Wickerhamomyces anomalus, Aureobasidium pullulans (fungo leveduriforme) e S. cerevisiae.
Entretanto, em condicBes de vinificacdo espontaneas, esse pequeno nimero populacional na
uva de S. cerevisiae aumenta rapidamente, sendo que esta espécie domina do meio a fase final
do processo de fermentacdo, a medida que a concentracdo de etanol aumenta no mosto
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As espécies de leveduras encontradas numa maior concentracdo no inicio da
fermentacdo e na superficie das uvas praticamente desaparecem da metade até o final do
processo fermentativo. Nas primeiras 20 horas, as contagens populacionais de S. cerevisiae
estdo proximas as das demais espécies. No entanto, depois de 3 a 4 dias de fermentacéo, S.
cerevisiae predomina, sendo a principal responsavel pela fermentacao alcodlica (SABATE et
al., 2002; RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Nas superficies dos equipamentos da adega, as
linhagens de S. cerevisiae sdo muito mais abundantes do que nas uvas ou vinhedo (ROSINI,
1984; MARTINI et al., 1996; CONSTANTI et al., 1997).

Diversos trabalhos tém isolado e identificado leveduras indigenas dos vinhos ou das
uvas visando a melhoria e conhecimento de suas propriedades vinicas. Sun e colaboradores
(2014) isolaram e identificaram leveduras indigenas de cinco variedades diferentes de uva em
Xiangning, na China. Os autores encontraram oito espécies distribuidas em sete géneros,
identificadas por meio do sequenciamento dos dominios D1/D2 da subunidade 26S do rDNA.
Dentre essas, as espécies predominantes foram H. uvarum e S. cerevisiae. Capece e
colaboradores (2013b) analisaram vinhos de cultura Unica e de cultura mista produzidos por
isolados de S. cerevisiae indigenas isoladas de fermentacfes espontaneas de uvas colhidas em
um vinhedo na regido da Toscana, na Italia. A partir do total de 160 isolados caracterizados
pela amplificagdo por PCR da regido inter-delta, seis linhagens diferentes foram encontradas.
Linhagens representativas dos seis perfis encontrados foram utizadas para a producdo de
vinhos e foi constatado que os vinhos produzidos por monoculturas (exceto o vinho da
linhagem A) e culturas mistas se comportaram diferentes quanto aos compostos secundarios
analisados.

Settanni e colaboradores (2012) estudaram a ecologia de leveduras associadas com a
fermentacdo espontianea dos vinhos da variedade “Grillo” na cidade de Sicilia, Italia. As
leveduras foram identificadas por meio da analise por RFLP do gene do RNAr, subunidades
5.8S e 26S, e sequenciamento do dominio D1/D2 da subunidade 26S do gene do RNAr. Os
autores encontraram 14 espécies pertencentes a 10 géneros. Cinguenta e uma linhagens de S.
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cerevisiae foram diferenciadas por meio de PCR multiplex ou por amplificagdo da regido
inter-delta. De acordo com o0s parametros fermentativos analisados pelos autores, 14
linhagens de S. cerevisiae foram selecionadas para serem iniciadoras nas fermentacbes dos
mostos de uvas, e trés dessas foram consideradas apropriadas para a utilizagdo na produgéo de
vinhos. Liang e colaboradores (2013) estudaram a melhoria da qualidade e aroma de vinhos
por meio de microfermentacBes de uvas da variedade Cabernet Sauvignon. Os autores
utilizaram 12 linhagens indigenas de S. cerevisiae isoladas a partir de quatro regides
vinicolas da China. Os resultados da avaliacdo sensorial e composi¢des quimicas dos vinhos
mostraram que uma linhagem foi a melhor produtora de esteres etilicos e isoamilicos,
caracterizados por aroma frutado, tendo a maior pontuacdo para a complexidade cor,
adstringéncia e sabor. Trabalhos como os citados acima corroboram a importancia do

isolamento de linhagens indigenas regionais para a producéo de vinhos.

1.3 Linhagens vinicas de Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas em vinificacdo sdo diploides, aneupldides ou
polipl6ides. Os estados aneupldide e poliploide de S. cerevisiae conferem vantagens as
leveduras como uma adaptacdo as mudangas ambientais e 0 aumento da quantidade de alguns
genes importantes para a fermentacdo (BAKALINSKY; SNOW, 1990; BARRE et al., 1992;
CODON; BENITEZ, 1995; SALMON, 1997; PRETORIUS, 2000, RIBEREAU-GAYON et
al., 2006).

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie capaz de converter rapidamente agtcares em
etanol e dioxido de carbono, sob condig¢Ges tanto anaerobias (auséncia de oxigénio) e quanto
aerobias (presenca de oxigénio). O que irad ditar qual via essa levedura ira utilizar sera a
quantidade de acucar presente no meio. Mesmo em condicdes aerdbias S. cerevisiae pode
realizar a fermentacdo alcoodlica, contanto que o nivel de glicose no meio esteja elevado. Esse
é um fendmeno conhecido como repressao catabdlica ou efeito Crabtree, e as leveduras que
expressam essa caracteristica sdo chamadas de leveduras Crabtree-positivas. As leveduras que
ndo sdo capazes de realizar a fermentacdo alcodlica sob essas mesmas condigdes sdo
chamadas de Crabtree-negativas (DE DEKEN, 1966, CARLILE et al., 2001, RIBEREAU-
GAYON et al., 2006, DASHKO et al., 2014).

A utilizacdo de linhagens indigenas de S. cerevisiae na producdo de vinhos como
leveduras iniciadoras (“starters”) da fermentacgdo alcoolica é cada vez mais explorada pelos

produtores de vinho que buscam dar tipicidade as suas bebidas (SETTANNI et al., 2012;
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SUZZI et al., 2012; CAPECE et al., 2013a; PERRONE et al., 2013; ORTIZ et al., 2013;
TRISTEZZA et al., 2013; WANG; LIU, 2013; SUN et al., 2014; TOFALOET al., 2014).
Essas linhagens indigenas mostram uma maior adaptacdo ao meio e as condicdes particulares
de fermentacdo, suportando os estresses presentes (temperatura, alta concentracdo de etanol,
esgotamento de acUcar, baixo pH, anaerobiose, quantidade limitada de nitrogénio, etc). Por
meio do isolamento e selecdo dessas leveduras, pode-se chegar a vinhos com caracteristicas
proprias da regido geografica estudada, apresentando aromas e sabores tipicos. Diversos
fatores interferem na qualidade das bebidas alcodlicas fermentadas, tais como a matéria-
prima, a fermentacdo, o envelhecimento, entre outros. Contudo, as leveduras e as condigdes
de fermentacdo tém sido apontadas como os fatores que mais influenciam nas caracteristicas
finais dessas bebidas (ZUZUARREGUI et al., 2006; FLEET, 2008).

A utilizacédo de linhagens iniciadoras selecionadas no processo fermentativo apresenta
algumas vantagens, tais como: inicio mais rapido do processo; diminuicdo dos riscos de
contaminacdo apresentados pela fermentagdo espontanea; menor competicdo por nutrientes
essenciais entre diferentes linhagens; maior rendimento e qualidade do produto resultante
(FLEET; LAFON-LAFOURCADE; RIBEREAU-GAYON, 1984; SANNI; LONNER, 1993).
Entretanto, para serem utilizadas como iniciadoras, essas linhagens precisam denotar algumas
caracteristicas fermentativas importantes como um rapido inicio do processo fermentativo,
elevada resisténcia ao etanol, osmotolerancia, alta estabilidade genética, reduzida formacéo de
espuma, tolerancia ao SO,, eficiéncia na habilidade de fermentar aglcares em concentracdes
em torno de 20% (p/v), produgéo de quantidades adequadas de glicerol e producéo de baixos
niveis de sulfeto de hidrogénio (H,S) (PRETORIUS, 2000; CARRASCO et al., 2001,
BARATA et al., 2012).

As culturas iniciadoras séo adicionadas em elevadas concentrag0es para que consigam
se sobrepor as demais leveduras presentes, advindas da microbiota indigena, e assim
conseguir dominar o processo. No entanto, estudos mostram que a microbiota transiente tem
uma participacdo importante no “flavour” do vinho contribuindo com a composi¢do quimica e
producdo de compostos aromaticos nas primeiras etapas da fermentagdo (BARROS LOPES et
al., 1996; FLEET, 2003; GARDE-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2006; DI MARO et
al., 2007; MOREIRA et al., 2008). Algumas dessas espécies transientes podem também
contribuir diretamente para a qualidade da bebida. Como exemplo, em fermentacGes
conduzidas a baixas temperaturas (temperaturas menores que 15-20°C) espécies de

Hanseniaspora e Candida apresentam uma grande contribui¢do e um impacto maior no sabor
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do vinho por produzirem em baixas temperaturas maiores concentragdes de ésteres e
acetaldeidos. Nessas condi¢des, essas espécies podem ter um comportamento semelhante a S.
cerevisiae e outras espécies predominantes no final da fermentacdo por serem tolerantes a
altas concentragdes de etanol (ERTEN, 2002; MILLS et al., 2002). Para cada tipo de vinho
que deseja-se produzir é utilizada um tipo de linhagem iniciadora espécifica para aquele
processo de vinificacdo, pois algumas linhagens de S. cerevisiae se comportam melhores em
baixas temperaturas (especifica para vinhos brancos) e outras para elevadas temperaturas

(especifica para vinhos tintos).

1.4 Producdo do gés sulfeto de hidrogénio (H,S)

Além das caracteristicas atribuidas a uma levedura para que essa possa ser utilizada
como iniciadora de um determinado processo fermentativo, uma producdo nao elevada de
H,S é também desejavel. Uma concentracdo elevada deste composto volatil é prejudicial a
qualidade do vinho, pois ao ser formado durante a fermentacdo, 0 mesmo produz um aroma
caracteristico de ovo podre e putrefacdo. Além de ser altamente reativo, o sulfeto de
hidrogénio funciona como um precursor para o desenvolvimento de outros compostos com
aroma de enxofre, como sulfeto de dimetil, sulfeto de dietil e dissulfeto de dimetil, que
conferem aromas de repolho cozido, legumes cozidos, cebola, alho e borracha queimada,
caracteristicas negativas ao vinho. O H,S possui um limiar de reconhecimento inferior a 1
Hg/L (RAPP et al., 1992; RAUHUT, 1993; MESTRES et al., 2000; SWIEGERS et al., 2005;
LANDAUD et al., 2008).

O ponto de ebulicdo desse gas é relativamente baixo (<90°C), sendo a maior parte
volatilizada por trasfega simples e aeracdo (MESTRES et al., 2000; MOREIRA et al., 2002).
Contudo, essa aeragdo ¢ capaz de formar no vinho etil mercaptano e outros compostos
volateis indesejaveis, sendo dificeis de serem removidos (THOUKIS; STERN, 1962,
LINDERHOLM et al., 2010). Em contrapartida, niveis baixos desse gas contribuem para o
“flavour” da levedura ou “bouquet” da fermentacdo em vinhos jovens (KONIG et al., 2009).

Existem diversos fatores que pode influenciar na producdo de H,S, como a deficiéncia
de nitrogénio no mosto de fermentacdo e a degradacdo do aminoacido cisteina em sulfureto
pela enzima cisteina desulfidrase (TOKUYAMA et al., 1973; VOS; GRAY, 1979;
STRATFORD; ROSE, 1985; RAUHUT, 1993; GUIDICI; KUNKEE, 1994; JIRANEK et al.,
1995a; BELOQUI, 1998). Isso pode levar a formacdo de aromas sulfurosos indesejaveis

(“off-flavour”) com uma fermentacdo lenta ou parada. Entretanto, niveis excessivos de
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nitrogénio também permitem a formacao de compostos de enxofre indesejaveis. Assim sendo,
0 excesso e a deficiéncia de nitrogénio influenciam na liberacao do gas H,S, e, dessa maneira,
0 ajuste dos niveis iniciais de nitrogénio é de grande importancia quando se quer produzir um
vinho com aromas de qualidade (BISSON, 1991; BELL; HENSCHKE, 2005; MENDES-
FERREIRA et al., 2009).

1.5 Vinho

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 1988; 2004), o vinho é
exclusivamente a bebida resultante da fermentacdo alcodlica completa ou parcial da uva
fresca, esmagada ou ndo, ou do mosto simples ou virgem, com um conteudo de alcool
adquirido minimo de 7% (v/v a 20°C). Os principais acUcares do vinho sdo a glicose e frutose,
e com a quebra irdo produzir o etanol e CO,, entre outros compostos. Essa bebida pode ser

classificada em:

- Quanto a cor: vinho tinto, rosado (rose), e vinho branco.

- Quanto a classe: vinho de mesa, vinho leve, vinho fino (proveniente
exclusivamente de variedades Vitis vinifera) ou VCP (Vinho de Qualidade
Preferencial), vinho espumante, vinho frisante, vinho gaseificado, vinho licoroso e
vinho composto.

- Quanto ao teor de acucar (expresso em g/L de glicose): a) Para os vinhos leves,
de mesa, frisantes e finos: seco (com até 4 g/L de aglicar), demi-sec ou meio seco
(com teor superior a 4 e até 25 g/L. de agucar), Suave ou doce (com teor superior a
25 e até 80 g/L de acgucar); b) Para os vinhos espumantes naturais ou
gaseificados: Nature (com até 3 g/L de agtlicar), extra-brut (com teor superior a 3
e até 8 g/ de agucar), brut (com teor superior a 8 e até 15 g/L de actcar), Sec ou
Seco (com teor superior a 15 e até 20 g/L de agucar), demi-sec, meio-doce ou
meio-seco (com teor superior a 20 ¢ até 60 g/L de agtcar), doce (com teor superior
a 60 g/L de acucar); ¢) Para os vinhos licorosos: seco (com até 20 g/L de agucar),
doce (com teor superior a 20 g/L de agticar); d) Para os vinhos compostos: seco
ou dry (com até 40 g/L de agucar), meio-seco ou meio-doce (com teor superior a

40 ¢ até 80 g/L agticar), doce (com teor superior a 80 g/L de agucar).
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Tabela 1 — Parametros fermentativos encontrados nos vinhos de acordo com a Legislacdo
brasileira (BRASIL, 1988).

Vinho de mesa (a 20 °C) Minimo Maximo

Alcool etilico %(v/v) 8,6 14

Acidez total (meg/L de &cido tartarico) 55(=4,125¢g/L) 130(=9,75¢9/L)
Acidez volatil corrigida (meg/L de acido acético)  -.- 20 (=1,29/L)
Sulfatos totais em sulfato de potassio (g/L) 1

Anidrido Sulfuroso total ( g/L) 0,35

Cloretos totais, em cloreto de sddio, (g/L) 0,2

Alcool Metilico (g/L) 0,35

O processo de producdo de vinho tinto e vinho branco (Figura 1) é diferente,
principalmente com relacdo a temperatura da fermentacdo alcodlica, entretanto coincide em
algumas etapas (PRETORIUS; HOJ, 2005; SANTQOS, 2008). A vinificacdo para tinto ocorre
nas seguintes etapas: 1) Colheita da uva; 2) Desengacamento (separa as bagas dos engacos)
e esmagamento (apenas para romper a casca, liberando parte do suco); 3) Sulfitagem (adicdo
de anidrido sulfuroso que bloqueia a acdo de bactérias e € anti-oxidante); 4) Fermentacao
alcodlica (etapa que ocorre entre 24-32°C, onde as leveduras selvagens ou leveduras
industriais selecionadas irdo produzir CO, etanol e outros compostos) e Maceracéao (etapa no
qgual 0 mosto-vinho fica em contato com o “chapéu” - partes solidas do mosto na parte
superior do tanque - para extracdo dos corantes, polifenois, aromas e sabor); 4.1)
Remontagem (etapa realizada trés a quatro vezes ao dia, onde ocorre a transferéncia do
mosto-vinho que est4 em contato com o chapéu para a parte inferior do tanque e ocorrer uma
homogeneizacdo na extracdo dos compostos durante a maceracdo e fermentacdo); 4.2)
Descuba (etapa seguinte ao final da fermentacéo alcodlica onde separa a parte sélida da parte
liquida do mosto-vinho; o vinho que flui livremente ¢ denominado de “vinho superior” sendo
adequado para elaborar vinhos finos, e transferido para outro tanque); 5) Prensagem (etapa
que as partes solidas, separadas na descuba, sdo prensadas e produzem um vinho inferior,
chamado de “vinho de prensa”, utilizado para vinhos comuns ou geralmente destilados); 6)
Fermentacdo malolatica (etapa em que a acdo de bactérias presentes no vinho superior ou
inoculadas irdo transformar o &cido mélico do vinho num &cido mais suave, o acido latico;
nessa etapa também comeca um processo de decantacao de impurezas); 6.1) Transfega (etapa

que transfere o vinho para outro recipiente, no final da fermentacdo maloléatica, separando-o
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da borra no fundo do tanque); 7) Sulfitagem (etapa que adiciona o anidrido sulfuroso para
deter a acdo das bactérias); 8) Clarificacdo (etapa que clarifica o vinho pela decantagéo,
tornando-o mais translicido); 9) Maturacdo (etapa realizada em barricas de carvalho que
busca o amaciamento, pela oxidacao lenta do vinho, a concentracdo, através da evaporacgao do
vinho, e a troca quimica entre o vinho e a madeira para extracdo dos compostos presentes no
carvalho); 10) Estabilizacdo e Filtracdo (etapa que provoca a formacdo, precipitacdo e
eliminacdo de cristais de tartarato &acido de potassio por meio da filtracdo); 11)
Engarrafamento (etapa no qual o vinho é engarrafado em maquinas especiais que impedem
0 contato com o ar, evitando oxidagdes e contaminacdes). O processo de vinificagdo em
branco realiza as seguintes etapas: 1) Colheita da uva; 2) Desengacamento e esmagamento
(sem romper as bagas, so para liberar parte do suco); 3) Sulfitagem; 4) Maceracao (etapa
facultativa, e quando ha, é uma etapa curta e antes da prensagem); 5) Prensagem (suficiente
para extrair o suco, mas ndo esmaga a casca e nem as sementes; etapa que serve para separar
também as partes solidas); 6) Fermentacdo alcodlica (etapa que ocorre entre 15-18°C,
podendo ocorrer em temperaturas mais baixas); 7) Fermentacdo malolatica (etapa
facultativa para vinhos brancos); 7.1) Transfega; 8) Sulfitagem; 9) Clarificagdo; 10)
Maturacéo; 11) Estabilizagéo e Filtragdo; 12) Engarrafamento. Na vinificagéo de tinto e
de branco pode ocorrer uma etapa chamada de Chaptalizacdo na qual consiste em adicionar
acucar (sacarose) aos mostos deficientes do mesmo, antes da fermentacao alcodlica, para que
0 vinho atinja o teor alcodlico minimo necesséario a sua conservacao. Os vinhos brancos
podem ser elaborados por uvas brancas e uvas tintas (que ndo sejam tintureiras), mas vinhos

tintos s6 podem ser elaborados por uvas tintas.
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OUTLINE OF WINE PRODUCTION

WHITEWINESRY  rep wines |

Fining / stabilisation

. v
Filtration
-
v
( Bottling
- ‘J -

Figura 1. Processo de vinificagdo de vinho branco e vinho tinto.
Fonte: Pretorius e Hoj (2005)

O “flavour” ¢é provavelmente o fator mais importante na contribuicdo da qualidade do
vinho, sendo resultante da interacdo de componentes quimicos com os sentidos do olfato e
paladar. Os compostos aromaticos (olfato) sdo os compostos volateis, responsaveis pelo odor,
e 0S compostos que causam a sensacdo gustativa (paladar) sdo os compostos ndo volateis
(RAPP et al., 1992).

O aroma ¢ determinado por diversos compostos volateis, cujas concentra¢fes variam
entre 10 e 10™° g/kg (RAPP; MANDERY, 1986). A origem dos aromas no vinho provém de
trés fontes diferentes: aroma primario ou aroma varietal, determinado pela variedade de uva;

aroma secundario ou aroma da fermentacdo, formado durante o processo fermentativo; e
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aroma tercidrio ou “bouquet”, resultante da transformagdo de aromas durante o
envelhecimento (CARRASCOSA et al., 2011). Mais de 1000 compostos volateis ja foram
identificados, e desses, mais de 400 sdo produzidos durante a fermentacdo pelas leveduras
(NYKANEN, 1986). Os compostos volateis do metabolismo das leveduras produzidos em
maior quantidade sdo etanol, glicerol e dioxido de carbono; entretanto, esses desempenham
uma pequena contribuicdo no aroma do vinho. Por outro lado, acidos organicos, alcoois
superiores, ésteres, e em menor grau acetaldeido constituem o principal grupo de compostos
que formam o aroma do vinho (RAPP; VERSINI, 1991). Contudo, quando presentes em
concentracles excessivas, esses compostos podem também ser considerados indesejaveis.

Uma forma de separar, identificar e quantificar os compostos volateis do vinho € por
meio da Cromatografia Gasosa (GC) acoplada com a Espectrometria de Massa (MS),
antecedida por uma extracdo, que pode ser realizada pela Microextracdo em Fase Solida
(SPME). A SPME ¢ uma técnica que prepara a amostra sem o uso de solvente, extraindo e
concentrando os compostos volateis e ndo volateis de liquidos ou headspace (espaco formado
pela amostra acondicionada em um sistema fechado) em uma fibra de silica fundida recoberta
por polimero, um sélido adsorvente ou uma combinacdo dos dois, numa unica etapa de
extracdo (ALPENDURATA, 2000; KATAOKA et al., 2000; ANTALICK et al., 2010), e
diversas pesquisas vém utilizando esta técnica de GC/MS e SPME-GC/MS para a analise dos
compostos volateis de vinhos (BONINO et al., 2003; CAPECE et al., 2013b; LIANG et al.,
2013; CALIARI et al., 2015; GUPTA et al., 2015).

Outros compostos que influenciam nas caracteristicas sensoriais dos vinhos sdo 0s
compostos fenolicos. Esses compostos podem ser encontrados nas uvas e nos Vinhos,
contribuindo principalmente na cor, no “flavour” e na adstringéncia, havendo uma maior
concentracdo em vinhos tintos do que em brancos, fato esse justificado pelo processo
diferenciado de elaboracdo dos mesmos. Na producdo do vinho tinto, a fermentacédo alcoodlica
ocorre com a casca (etapa chamada de maceracao, ocorrendo em paralelo com a fermentagéo
alcoolica) e uma das funcdes é a extragdo dos compostos fendlicos; no vinho branco a
fermentagdo alcodlica ocorre sem a casca, mas quando hd maceracgéo (etapa facultativa) é uma
etapa curta e antes da fermentacdo alcodlica. Um outro fator que diminue a concentracdo de
compostos fenolicos € a presenca de anticioninas (composto fenolico responsavel pela
pigmentacdo das uvas tintas), ausente nas uvas brancas (RIBEREAU-GAYON et al., 2000;
MAMEDE; PASTORE, 2004).
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Os compostos fenodlicos sdo divididos em duas classes: flavonoides (flavanois,
flavonois, antocianinas) e ndo-flavonoides (estilbenos, derivados de acido cinamico e
benzoico, e uma larga variedade de taninos). Os compostos fendlicos sdo substancias
produzidas pelas plantas principalmente para se protegerem num momento de estresse contra
agentes microbianos fitopatogénicos, contra efeitos nocivos da exposicdo prolongada a luz
solar, escassez hidrica e ataques de herbivoros (PIETTA, 2000; SILVA et al., 2008; CHAVES
etal., 2010; VULETA et al., 2010).

Na videira, os compostos fenolicos sdo encontrados em maior concentragdo na
pelicula e mosto da uva, e estdo também presentes em seus derivados, como 0 suco e o vinho.
O vinho contém mais de 500 compostos fenolicos, alguns provenientes diretamente da uva e
outros resultantes da acdo das leveduras durante o processo de fermentacdo do mosto. A
maioria desses compostos é encontrada em baixas concentragcdes (ug/mL), e raramente em
concentragOes acima de 100 mg/L (WIEL et al., 2001). A concentragcdo desses compostos
fendlicos depende fortemente da variedade de uva e do processo de vinificacdo (SOLEAS et
al., 1997). A concentracdo dos flavondides extraidos durante a vinificacdo é influenciada por
diversos fatores como a temperatura, a homogeneizagdo do mosto, os parametros da cuba de
fermentacdo, a duracdo da macera¢do com a casca, a concentracdo de etanol, a concentragéo
de SO, adicionada, a linhagem de levedura, o pH e a concentracdo de enzimas pectoliticas
adicionada (STRATIL, et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos vinhos é medida geralmente pelo indice de polifendis
totais e a variagdo desse indice corresponde aos diversos polifendis presentes (MAMEDE,
PASTORE, 2004). Entretanto, um maior contetdo dessas substancias ndo implica
necessariamente em uma atividade antioxidante mais elevada. O que ird determinar a
atividade antioxidante serd a concentracdo de cada composto fendlico presente, sendo que 0s
flavondides, as proantocianidinas (taninos condensados) e as antocianinas sdo 0S que
apresentam maior potencial antioxidade (FRANKEL et al., 1995; RICE-EVANS; MILLER,
1996; RIVERO-PEREZ et al., 2007). Os compostos polifendis protegem o sistema bioldgico
contra radicais livres, apresentando uma capacidade quelante de metais com caracteristica
catalitica, como o ferro e o cobre (YANG et al., 2001). Pesquisas tém mostrado que 0s
compostos fendlicos do vinho sdo melhores antioxidantes do que as vitaminas C e E. Alem
disso, atuam na prevencdo de enfermindades cardiovasculares, circulatdrias, cancerigenas e
neuroldgicas (TSUDA et al., 1994; RICE-EVANS et al., 1997; SCHRAMM; YGERMAN,
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1998; LAPIDOT et al., 1999; LEIGHTON, URQUIAGA, 2000; ISHIGE et al., 2001;
WANG; MAZZA, 2002; KATSUBE et al., 2003; IACOPINI et al., 2008).

1.6 Vale do Submédio do Rio Sao Francisco

A regido do Vale do Sao Francisco (VSF) corresponde a regido margeada pelo Rio
Sdo Francisco e afluentes, estando localizada nos Estados de Minas Gerais, Bahia,
Pernambuco, Sergipe e Alagoas. Entretanto, a regido do Submédio do Sdo Francisco esta
localizada apenas no norte da Bahia e regido de Pernambuco (nordeste do Brasil) (Figura 2),
destacando-se neste local as cidades de Petrolina (PE), Santa Maria da Boa Vista (PE), Lagoa
Grande (PE) e Casa Nova (BA).

O Submeédio do Rio Séo Francisco vem recebendo grandes investimentos por ser uma
regido fértil e promissora, principalmente para a producdo de uvas e vinhos. Essa atividade é
conduzida numa regido de clima semiarido e vem sendo desenvolvida desde os anos de 1980
(TONIETTO; TEIXEIRA, 2004). A cultura da uva (Vitis vinifera L.) utilizada nos processos
de producdo dos vinhos no nordeste brasileiro no Submédio do Rio Sdo Francisco vem se
desenvolvendo rapidamente por varios motivos, dentre esses, grandes investimentos, irrigacao
(disponibilidade de agua do Rio S&o Francisco), e o surgimento de fazendas experimentais
associadas a Embrapa Semiarido. Todo esse investimento possibilita um crescente aumento
do numero de empregos na regiao, além de conferir a mesma o titulo de 2° maior polo do pais
na producgéo de vinhos, espumantes e sucos naturais de uva, perdendo apenas para a regido
Galcha, onde a tradi¢do e o plantio sdo bastante antigos.

A regido do VSF € responsavel por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela
producdo de 7 milhdes de litros de vinho por ano, consistindo, assim, em um modelo de
desenvolvimento para o nordeste do pais. No Brasil, cerca de 85% do total de vinhos
produzidos provem das uvas da variedade Vitis labrusca, correspondendo a 300 milhdes de
litros por ano, e a apenas 15% das uvas da variedade Vitis vinifera L., o que corresponde a 40
milhGes de litros por ano (PEREIRA et al., 2011). Essa regido é caracterizada por ser a Unica
no mundo que produz duas safras e meia de uva por ano; suas uvas acumulam bem mais
acucares, reduzem mais a acidez, além de, pela rapidez na maturacdo, podem, ndo chegar a
uma maturacdo fendlica completa, comparadas as outras regides, como algumas dessas
caracteristicas podem ser observadas nos trabalhos de Espindola et al. (2008), Miele et al.
(2010) e De Oliveira et al. (2011). Entretanto, para as regides tradicionais na producdo de
vinho (Europa, América do Sul e do Norte, Africa do Sul e Oceania) apenas uma colheita por

27



ano é obtida, uma vez que essas areas estdo situadas em zonas de clima temperado e
enfrentam baixas temperaturas no inverno (REYNIER, 2003). Nos estudos de Aradjo e
colaboradores (2009; 2012) analisaram a composicao fisico-quimica dos vinhos do Vale do
Sao Francisco produzidos por uvas colhidas em safras diferentes no mesmo ano e constataram
que houve diferencas nas analises de ambas as safras no qual utilizou a mesma variedade de
uva.

As uvas da regido Submédio do Rio Sdo Francisco sdo as Unicas cultivadas entre 0s
paralelos 8° e 9° de latitude Sul, as mais baixas latitudes na vinicultura mundial, com altitude
média de 400 metros e em areas planas, na Caatinga do sertdo nordestino (SANTOS, 2008). O
periodo vegetativo dessas uvas ¢ manejado para coincidir com o periodo seco, 0 que reduz o
problema de doencas fitossanitarias, em especial as fangicas (TAVARES et al., 2004). A
vinicultura pernambucana/bahiana ja detém 15% do mercado nacional e emprega diretamente
30 mil pessoas (PEREIRA et al., 2011; CODEVASF, 2014).

A BACIA DO SAO FRANCISCO

Baixo Sao Francisco

Submédio Sao Francisco

Médio Sao Francisco

Alto Sao Francisco
~~— Trecho navegavel

Figura 2. Bacia do Rio S8o Francisco com destaque para suas subdivisGes por regido.
Fonte: IPHAN <http://portal.iphan.gov.br>
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O Vale do Rio Séo Francisco possui peculiaridades como o clima, classificado como
tropical semiarido, com temperatura média anual em torno de 26°C, pluviosidade de
aproximadamente 500 mm, concentrada entre os meses de janeiro a abril, e 330 m de altitude.
Além das caracteristicas ja citadas, é possivel realizar o escalonamento da producgéo ao longo
do ano, o que reduz os investimentos em termos de infraestrutura para a elaboracdo dos
vinhos. Também € possivel a escolha dos periodos do ano mais favoraveis para que se
consigam uvas e vinhos de melhor qualidade. A irrigacdo a partir da 4gua do Rio Séo
Francisco, de excelente qualidade, é o fator principal que permite o desenvolvimento das
videiras durante todo o ano, possibilitando a decisdo de quando se iniciar uma nova safra e
prever a data da colheita (TEIXEIRA et al., 2007; VINHO VASF, 2007).

Em fevereiro de 2006, na Unidade da Embrapa Semiarido em Petrolina (PE) foi
inaugurado o Laborat6rio de Enologia, dotado de tecnologia para ser considerado um dos
mais modernos do Pais (CODESVASF, 2014). O principal objetivo com a criacdo desse
laboratdrio foi empreender analises dos vinhos da regido com o monitoramento da qualidade,
e a certificacdo da procedéncia do que é produzido no Vale do Séo Francisco. O investimento
inicial da FINEP e da Embrapa foi de R$1,4 milhdo. No mesmo ano, foi assinado um
convénio entre as instituicdes, no valor de R$ 795 mil, para implantacdo de vinhedos que
pudessem servir de base para selecionar e divulgar novas variedades de uva, permitindo o
desenvolvimento da pesquisa de novos vinhos com caracteristicas peculiares da regido.

Diversas leveduras comerciais sdo utilizadas no Vale do Séo Francisco, sendo as mais
representativas: S. cerevisiae AWRI 796 da marca Maurivin; S. cerevisiae var. bayanus da
marca Lalvin R2; S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Mycoferm Crio SP; S. cerevisiae (var.
bayanus) PDM da marca Maurivin; S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Mycoferm Cru 05;
S. cerevisiae da marca Fermol Rouge (AEB). As principais caracteristicas dessas linhagens de
leveduras sdo descritas a seguir. AWRI 796 € uma levedura produzida pela marca australiana
Maurivin, sendo o primeiro isolado de S. cerevisiae a ser comercializado na forma seca ativa
na Africa do Sul. AWRI 796 produz baixos niveis de compostos de aroma e sabor, e é
considerada razoavelmente neutra, altamente desejavel para a fermentacdo de vinhos
distintamente varietais, para 0s quais o enologista deseja pouca ou nenhuma interferéncia a
partir da linhagem de levedura no carater varietal natural das uvas. Seu valor comercial é de $
23,00 (500g) (MAURIVIN, 2015; TCW EQUIPMENT, 2015). PDM (Maurivin) é uma

linhagem de S. cerevisiae que produz baixos a moderados niveis de compostos de aroma e
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sabor no vinho. E uma linhagem altamente desejavel quando o endlogo requer uma
contribuicdo aromatica sutil, mas positiva da levedura. Seu valor comercial é de $ 20,00
(500g) (MAURIVIN, 2015; TCW EQUIPMENT, 2015). Lalvin R2 é uma linhagem de S.
cerevisiae originalmente isolada em Sauternes, regido de Bordeaux (Franca). Apresenta
excelentes propriedades quando cultivada em temperatura frias, sendo utilizada para
fermentacdes em baixas temperaturas, como 5°C. Lalvin R2 ajuda a produzir vinhos brancos
intensos devido a liberacdo de aromas frutados e florais. Seu valor comercial é de $61,20
(500g) (SCOTT LABORATORIES, 2015; PRESQUE ISLE WINE CELLARS, 2015).
Mycoferm Crio SP é uma S. cerevisiae selecionada na Franca, na regido de Champagne. E
uma linhagem varietal, que respeita as caracteristicas originais da uva e é particularmente
indicada para a producdo de vinhos espumantes, de vinhos brancos e na fermentacdo de
mostos em baixa temperatura (a partir de 9°C). Seu valor comercial € de $51,65 (5009)
(ENOLTECH, 2015). Mycoferm Cru 05 é uma S. cerevisiae selecionada para a producao de
vinhos tintos, que valoriza o "terroir" das variedades, tais como: Nebbiolo, Pinot nero,
Teroldego, Cabernet, Merlot, Refosco, Sangiovese e Montepulciano. Essa levedura possue
um alto rendimento de alcool, é vigorosa, possue uma fase lag curta mesmo em temperaturas
médias a baixas de fermentacdo. Contribui positivamente para a sensacdo de suavidade devido
a uma maior producdo de glicerol, e apresenta o "bouquet” com agradaveis notas de frutos
silvestres. Seu valor comercial é de $51,65 (500g) (ENOLTECH, 2015). Fermol Rouge é uma
S. cerevisiae selecionada a partir de mosto obtido de uvas tintas. E indicada para fermentagdes
com altas concentragBes de agucar, fermentagdes de vinhos tintos, possue um espectro de
temperatura de fermentacdo de 10 a 32°C e baixa formacgédo de espuma. Com essa levedura
obtém-se vinhos finos que refletem as caracteristicas varietais, com aumento das notas de
aromas de frutos vermelhos. Seu valor comercial € de $34,00 (500g) (AEB GROUP, 2015;
AEB USA, 2015).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencgdo dos micro-organismos

As leveduras foram isoladas a partir de mosto fermentado de uva (Vitis vinifera L.) das
variedades Syrah, Tempranillo, Cabernet Sauvignon e Petit Verdot como tintas, e Chenin
blanc como branca. As coletas das uvas foram realizadas de 2011 a 2013 no Vale do S&o
Francisco nas fazendas: Ouro Verde/Miolo (Casa Nova/BA), Botticelli/Milano (Santa
Maria/PE), Ducos Vinicola (Lagoa Grande/PE) e Vinibrasil/Rio Sol (Lagoa Grande/PE). A
variedade Syrah foi colhida nas fazendas Ouro Verde/Miolo, Ducos Vinicola e Vinibrasil/Rio
Sol; a variedade Tempranillo na fazenda Vinibrasil/Rio Sol e Ouro Verde/Miolo; a variedade
Petit Verdot na fazenda Ducos Vinicola; a variedade Cabernet Sauvignon nas fazendas
Vinibrasil/Rio Sol e Ducos Vinicola; a variedade Chenin blanc nas fazendas Ouro
Verde/Miolo e Botticelli/Milano. Nas fazendas, as uvas foram colhidas em dez pontos de
amostragem, em cada lote das cinco variedades de uvas, numa distancia aproximada entre 0s
pontos de 80 a 100 m; nesse sentido, para a variedade Syrah foi colhida um total de 30
amostras, para a variedade Tempranillo um total de 20 amostras, para a variedade Petit Verdot
um total de 10 amostras, para a variedade Cabernet Sauvignon um total de 20 amostras e para
a variedade Chenin blanc um total de 20 amostras. Cerca de 1 a 2 kg de uvas foram
assepticamente coletados em sacos plasticos esterilizados, transportados sob refrigeracdo e
enviados para processamento em até, no maximo, 48 horas apds a coleta no Laboratério de
Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sergipe.

No laboratorio, as uvas coletadas foram esmagadas nos sacos esterilizados utilizados
na coleta para a extracdo do suco, e um volume de 500 mL desse suco foi transferido para
frascos esterilizados para que o processo de fermentagdo espontdnea tivesse inicio, a
temperatura de 25+2°C. A fermentacdo foi acompanhada e quando o valor dos agucares
totais, medidos em °Brix por um refratbmetro portétil, tornou-se estavel, procedeu-se como
isolamento das leveduras. Contudo, essa estabilizacdo dos valores dos agUcares totais nao
ocorreu no mesmo tempo para cada variedade de uva.

Para os isolamentos foram preparadas dilui¢cbes decimais de cada amostra. O inéculo de
cada diluicdo foi realizado em triplicata, utilizando-se 0,1 mL de suspensdo das de dilui¢des
decimais apropriadas (102 & 10°, dependendo do meio utilizado). 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%, agar 2%, 0,01% de cloranfenicol), no
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qual foram plaqueadas as diluicBes 10 e 10°. O meio agar YCB-lisina (Yeast Carbon Base
1,17%, agar 2%, lisina 0,056%, 0,01% de cloranfenicol) foi utilizado para o isolamento de
leveduras ndo-Saccharomcyes, sendo empregadas, para esse meio as diluicdes de 102 e 10™.
As placas foram incubadas a 25°C por trés a sete dias. Apos esse periodo, foram purificados 5
isolados do morfotipo dominate das placas de maior diluicdo (contagens de 30 a 300 colonias)
e um exemplar de cada morfotipo diferente observado nas placas de agar YM e agar YCB-

lisina. Todos os isolados foram preservados por congelamento em ultrafreezer a -80 °C.

2.2 ldentificacdo das leveduras

As caracteristicas macromorfolégicas como tamanho, forma, elevacdo, borda, cor e
textura foram analisadas ap6s o crescimento colonial dos diferentes morfotipos isolados. Logo
a seguir, os isolados foram testados em relacdo a capacidade de assimilar diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, além de submetidos a testes de osmotolerdncia, resisténcia a
antifingicos, termotolerancia e fermentacdo de aclcares (KURTZMAN et al., 2011). Esse
procedimento foi realizado para que as leveduras de um mesmo perfil fisiologico fossem

agrupadas para os ensaios moleculares posteriores.

2.2.1 Caracterizacdo molecular das linhagens Saccharomyces cerevisiae

As linhagens dos isolados de S. cerevisiae foram diferenciadas pela analise de
restricdo do DNA mitocondrial (mtDNA-RFLP) conforme descrito por Querol e
colaboradores (1992a; 1992b; 1994).

Obtencao do DNA total

Para a extracdo de DNA total, as leveduras foram reativadas em meio agar YM por 24
a 48 h a 25°C. Posteriormente, os isolados foram cultivados em 1,2 mL de caldo GPY (2% de
glicose; 1% de peptona bacterioldgica; 1% de extrato de levedura) “overnight” (durante a
noite toda) a 28°C sob agitacdo de 100 rpm. ApoOs o crescimento, as celulas foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, 0
sobrenadante foi descartado e as células, para serem lavadas, foram re-suspendidas em 1 mL
de &gua destilada esterilizada e centrifugadas novamente a 12.000 rpm por 3 minutos em

temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento re-
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suspendido em 500 uL de Solugdo I (0,9M de Sorbitol e 0,1M de EDTA). A essa solugéo
foram adicionados 30 pL da enzima litica Zimoliasa 20T (1 pg/uL dissolvida em Solugéo 1),
seguida de homogeneizacdo no vortex, e incubacdo a 37°C por 30 minutos para a liberacdo
dos protoplastos.

Decorrido o tempo de incubacgéo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 1
minuto em temperatura ambiente, e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. O sedimento
foi re-suspendido suavemente com a ajuda de uma ponteira, em 500 pL de Solugdo II (Tris-
HCI 50 mM e EDTA 20 mM pH 7,4), a qual foram adicionados 13 uL de SDS 10%.
Procedeu-se com uma homogeneizagdo por inversdo e incubacdo a 65°C por 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se as amostras 200 uL de acetato de potassio 3 M e estas foram incubadas
em freezer a -20°C por 1 hora. Apds esse procedimento, as células foram centrifugadas a
14.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Apbs a etapa anterior, as amostras foram colocados no gelo e o sobrenadante
transferido, cuidadosamente, para outro tubo esterilizado, ao qual foram adicionados 700 uL
de isopropanol. Em seguinda, procedeu-se com uma homogeneizacdo suavemente por
inversdo e os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds essa
incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante
descartado cuidadosamente, e ao pellet de DNA formado acrescentados 500 pL de etanol
70%. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm. Apds a lavagem com etanol,
0 sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o DNA foi deixado, por 10 minutos,
invertido sobre um papel toalha para a saida de todo o etanol. Apds esse procedimento, 0s
tubos foram ainda colocados em estufa a 37°C por 30 minutos para total evaporacdo do
etanol. A re-hidratacdo foi realizada com 20 pL de agua ultrapura esterilizada, e os tubos

foram preservados a temperatura de -20°C.
RFLP-mtDNA (Polimorfismo de restricdo do DNA mitocondrial)

A digestdo foi realizada utilizando-se 20 uLL do DNA total acrescido de 10 uL de uma
mistura contendo 4,0 uL de agua de injecdo esterilizada, 3,0 uL de tampao 10x da enzima
Hinf I, 1,5 uL de RNAse 20 mg/mL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1,5 uL da enzima de
restricdo Hinf I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A incubacéo foi conduzida & temperatura de
37°C “overnight”. Os produtos da digestdo foram corados com solucédo de GelRed e tampao
de corrida 6x, e separados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (80 V por 150 minutos)

em tampdo TBE 0,5X. Os perfis de restricio do DNA mitocondrial gerados foram
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visualizados sob luz ultravioleta e fotografados utilizando-se sistema de foto-documentagéo

(Vilber Lourmat, Franca).

Com o objetivo de constatar se as linhagens encontradas no presente estudo eram
realmente indigenas ou ndo, foram realizadas comparagdes dos perfis de restricdo do DNA
mitocondrial dos isolados de S. cerevisiae obtidos com os perfis das seis linhagens comerciais
de S. cerevisiae mais utilizadas na regido do Vale do Sdo Francisco. As linhagens comerciais
testadas foram: S. cerevisiae AWRI 796 da marca Maurivin, , nomeada neste trabalho por C1;
S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Lalvin R2 (C2); S. cerevisiae (var. bayanus) da marca
Mycoferm Crio SP (C3); S. cerevisiae (var. bayanus) PDM da marca Maurivin (C4); S.
cerevisiae da marca Mycoferm (C5); S. cerevisiae da marca Fermol Rouge (C6). A fazenda
Ouro Verde/Miolo (Casa Nova/BA) utiliza a levedura comercial Maurivin AWRI 796 (C1),
Mycoferm Crio SP (C3) e Maurivin PDM (C4); na fazenda Botticelli/Milano (Santa
Maria/PE) utiliza a levedura comercial Maurivin PDM (C4); na fazenda Ducos Vinicola
(Lagoa Grande/PE) utiliza a levedura comercial Mycoferm Cru 05 (C5); na fazenda
Vinibrasil/Rio Sol (Lagoa Grande/PE) utiliza as leveduras comerciais Maurivin AWRI 796
(C1), Maurivin PDM (C4) e Lalvin R2 (C2).

2.2.2 Caracterizacdo molecular das leveduras ndo-Saccharomyces
Extracéo do DNA nuclear

Os isolados de leveduras ndo-Saccharomyces agrupados pela caracterizagdo morfo-
fisiologica foram crescidos em meio &gar YM por 24-48h a 25°C. Apds o crescimento, as
colbnias foram re-suspendidas em 100 pL de tampdo de lise (1M Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 5M
NaCl, 10% SDS e agua ultrapura esterilizada) e incubadas a 65°C por no minimo 30 minutos.
Em seguida, foram adicionados aos microtubos 200 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e esses foram homogeneizados gentilmente, por inversdo, e centrifugados por 15
minutos a 14.000 rpm. Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido com o auxilio de
pipeta para um novo microtubo, ao qual foram adicionados v/v de isopropanol na temperatura
ambiente, seguida de uma espera durante 15 minutos, na bancada, para 0 DNA precipitar.
Uma nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos foi entdo realizada, e, apds essa etapa,
0 sobrenadante foi descartado por inversdo. Foram adicionados 200 uL de etanol 70% gelado
ao microtubos, seguida de uma homogeneizacdo por inversao e centrifugacdo por 10 minutos

a 14.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado por inversdo e apds essa etapa, 0
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DNA foi deixado a temperatura ambiente “overnight” para evaporacdo de todo o etanol. O
DNA foi re-hidratado com a adicdo de 50 uL de tampdo TE (Tris-EDTA, pH 8) e,
posteriormente, quantificado em aparelno NanoDrop (NanoDrop Technologies). O DNA

extraido foi estocado em freezer a -20°C.
PCR utilizando-se o iniciador EI1( Intron Splice Site)

Apds a extracdo do DNA nuclear foram realizadas reaces de PCR utilizando-se o
iniciador EI1 — Intron Splice Site (5’CTGGCTTGGTGTATGT’3) conforme metodologia
descrita por de Barros Lopes e colaboradores (1996). A reacdo de PCR foi realizada em um
volume final de 25uL contendo 2,5 pL de tampdo de PCR 10X (*KCl), 1,5 uL de MgCl,
25mM, 1 puL de dNTP 0,05mM, 2 pL da solucio do iniciador EIl a 10 pmol™, 0,2 pL de Taq
DNA polimerase 1,25 U, 1 uL. do DNA ¢ agua ultrapura esterilizada suficiente para completar
o volume final. As reacbes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador
Mastercycler (Eppendorf). O programa de ciclagem consistiu inicialmente da desnaturacdo do
DNA a 94 °C por 3 minutos seguida de 33 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 45 °C por 2 minutos e polimerizacdo a 74 °C por 1,30 minutos, e com uma
extensdo final a 74 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5% (80 V por 90 minutos) em tampéo TBE 0,5X. Os perfis
de banda foram visualizados com auxilio de luz ultravioleta e fotografados utilizando-se um
sistema de foto-documentacdo (Vilber Lourmat). A partir da analise dos perfis de

bandeamento, as leveduras foram agrupadas de acordo com os perfis moleculares obtidos.

Sequenciamento da regido ITS e dos dominios D1/D2 da subunidade maior do gene
do rRNA

Um isolado de cada perfil molecular distinto obtido com o iniciador EI1 foi submetido
ao sequenciamento da regido 1TS-5.8S e dos dominios D1/D2 da subunidade maior do rDNA.
Para a reacdo de PCR, foram utilizados os iniciadores ITS-1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’),
segundo Lachance e colaboradores (2003). A reacdo de PCR foi realizada em um volume
final de 50 pL contendo 5 pL de tampao de PCR “high fidelity” 10X (*KC1), 2 uL de MgCl,
25mM, 2 pL de dNTP 0,05mM, 1 pL dos iniciadores ITS-1 e NL4 a 10 pmol™ (MWG
Biotech), 0,2 uL de Taq DNA polimerase 1,25 U (Platinum® Taq DNA Polymerase High
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Fidelity), 1 uL do DNA e agua de injegdo esterilizada suficiente para completar o volume
final. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador Mastercycler
(Eppendorf). O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacédo inicial a 95°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de 15 segundos de desnaturagdo a 95°C, 25 segundos de
anelamento do iniciador a 54°C e 20 segundos de extensdo a 72°C, e uma extensao final por
10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (120 V por 30 minutos) em tampdo TBE 0,5X . Os perfis de banda foram
visualizados com auxilio de luz ultravioleta e fotografados utilizando-se um sistema de foto-
documentacéo (Vilber Lourmat).

Para a reacdo de sequenciamento, os produtos de PCR (amplicons) foram purificados
da seguinte forma: foram adicionados aos amplicons um volume de 11,75 uL de EDTA
125mM e 141 pL de etanol absoluto. Os tubos foram homogeneizados por inverséo e
deixados na bancada por 15 minutos para a precipitacdo do DNA. Apo6s esse tempo, o tubo foi
centrifugado a 14.000 rpm por 25 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, sendo adicionados ao pellet formado 120 pL de
etanol 70% para lavagem do sedimento, seguida de homogeneiza¢do por inversdo, e
centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. Logo apds, o
sobrenadante foi descartado e 0 DNA foi deixado em temperatura ambiente “overnight” para
evaporacao do etanol. O DNA foi ressuspendido com a adigao de 10 puL de agua de ultrapura
esterilizada e hidratado por 30 minutos a 37°C. O produto obtido foi dosado em aparelho
NanoDrop ND 1000.

As reacdes de sequenciamento dos produtos obtidos apds a purificacdo dos amplicons
foram realizadas utilizando-se o kit Big Dye versdao 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em
combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730. A reacdo de
sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA)
preparadas para um volume final de 10 puL, nas quais foram colocados: 1 pL do inciador
(NL1/NL4 ou ITS1/ITS4) a5 pmol™, 1 pL de tampéo (presente no kit de sequenciamento), 1
pL de Big Dye, 1 a 5 pL de DNA (de modo que a reacdo final apresentasse entre 15 e 20 ng
de DNA) e agua ultrapura esterilizada para completar o volume, se necessario. O programa de
ciclagem utilizado consistiu de uma desnaturacdo inicial a 96°C por 1 minuto e 36 ciclos de
desnaturacdo a 96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos, € 4 minutos de
extensdo a 60°C. Apdés a amplificagcdo, os produtos foram submetidos ao processo de
precipitacdo com o acréscimo de 1 pL de EDTA a 125 mM, 1 pL de acetato de amonio e 50
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pL de etanol 96% (Merck) em cada pogo. A placa foi vortexada brevemente e entdo incubada
por 15 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz (escuro). Apos incubacdo, as
amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 3.700 rpm em temperatura ambiente e o
sobrenadante descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de etanol
70% (Merck) e as amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 rpm em
temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado por inversdo e em
cada pocgo foram acrescentados 10 pL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A
placa foi armazenada a 4°C, protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema
automatizado ABI 3730.

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando-se o programa BLASTn (Basic
Local Alignment Serch Tool - versdo 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 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), e as sequéncias similares foram alinhadas
utilizando-se o programa  CLUSTALW  software  package @ (EMBL-EBI)
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Para ser considerado pertencente a uma espécie conhecida, o
isolado deve apresentar identidade na sequéncia analisada igual ou acima de 99% em relacéo
a outra ja depositada no GenBank. O numero de substituigdes de bases foi observado também,
sendo 0 a 3 bases diferentes ndo contiguas, pode ser considerada a mesma espécie, € maior ou
igual a 6 substitui¢des, pode ser considerada uma espécie nova, para as sequéncias da regiao
D1/D2; para a regido ITS, até 8 diferencas na mesma sequéncia pode ser considerada a
mesma espécie (KURTZMAN; ROBNETT, 1998; FELL, 2000).

2.3 Selecéo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae ndo produtoras do gas sulfeto de
hidrogénio (H,S)

Para averiguar se as linhagens de S. cerevisiae produziam ou ndo o gas sulfeto de
hidrogénio (H.S) foi realizado um teste qualitativo utilizando o meio diferencial Bacto
Bismuth Sulfite Agar (BSA), de acordo com metodologia descrita por Zambonelli (1964 a, b),
e Jiranek e colaboradores (1995b). Para visualizar a producdo ou ndo desse gas, as col6nias
foram inoculadas no meio BSA e incubadas por 3 dias a 30°C. As colonias produtoras de H,S
apresentam uma coloracao escura (marrom ou negra), devido a reacdo desse composto com o

sulfeto ferroso presente no meio, formando assim o sal sulfeto de ferro, de coloracdo negra a
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marrom escuro. As leveduras ndo produtoras do H,S apresentam-se como colonias brancas a

creme claro. Esse teste também foi realizado com as linhagens comerciais de S. cerevisiae.

2.4 Microfermentacdes com as diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae
2.4.1 Micro-organismos utilizados

As microfermentacdes em mosto sintético (simulando o mosto natural da uva) foram
realizadas em duplicatas, em escala laboratorial, utilizando-se de um a nove representantes de
cada linhagem diferente de S. cerevisiae encontradas a partir da técnica de polimorfismo de
restricio do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA). Quanto maior o numero de isolados
pertencentes a um determinado perfil de restricdo, maior foi o nimero de representantes desse
perfil utilizado para realizar as microfermentacdes. O desempenho fermentativo das leveduras
selecionadas foi comparado com os resultados obtidos para as seis linhagens comerciais de S.

cerevisiae.

2.4.2 Mosto sintético de fermentacao

As fermentacfes foram realizadas em mosto sintético (pH 3,3), conforme previamente
descrito por Bely e colaboradores (1990) e Rossignol e colaboradores (2003), e sem fatores

anaerdbicos adicionados ao mosto. O mosto conteve:

- 200 g/L de agucar (100 g/L de glicose e 100 g/L de frutose);

- 6 g/L de acido citrico;

- 6 ¢/L de DL-acido mélico;

- Sais minerais (750 mg/L de KHPOg4, 500 mg/L de K2SO4, 250 mg/L de
MgS0O4.7H20, 155 mg/L de CaCly.2H20, 200 mg/L de NaCl, 4 mg/L de MnSO4.H»0,
4 mg/L de ZnSOy, 1 mg/L de CuSO4.5H20, 1 mg/L de KI, 0.4 mg/L de CoCl.6H20, 1
mg/L de H3BO3, 1 mg/L de (NH4)6M07024);

- Vitaminas (20 mg/L meso-inositol, 1,5 mg/L pantotenato de calcio, 0,25 mg/L tiamina, 2
mg/L &cido nicotinico, 0,25 mg/L piroxidina, 0,003 mg/L biotina);

- 300 mg/L de nitrogénio assimilado (nitrogénio amoniacal e nitrogénio a-amino)
promovido pela mistura de 18 aminoacidos (18,3 mg/L de L-tirosina, 179,3 mg/L de L-
triptofano, 32,7 mg/L de L-isoleucina, 44,5 mg/L L-acido aspartico, 120,4 mg/L L- acido
glutdmico, 374,4 mg/L L-arginina, 48,4 mg/L L-leucina, 759,2 mg/L L-treonina, 18,3
mg/L L-glicina, 505,3 mg/L L-glutamina, 145,3 mg/L L-alanina, 44,5 mg/L L-valina,
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31,4 mg/L L-metionina, 37,9 mg/L L-fenilalanina, 78,5 mg/L L-serina, 32,7 mg/L L-
histidina, 17,0 mg/L L-lisina, 13,1 mg/L L-cisteina) correspondendo a 180 mg de
nitrogénio e 460 mg/L de NH4CI, correspondendo a 120 mg de nitrogénio (totalizando

assim 300 mg/L de nitrogénio assimilado).

2.4.3 CondicOes de fermentagio

Os isolados de S. cerevisiae foram crescidos em 5 mL de meio YPD (1% extrato de
levedura, 1% peptona bacterioldgica, 2% glicose) “overnight” em agitacdo de 100 rpm a
28°C. Apds o crescimento, foi medida a densidade 6ptica (DO, 600nm) da cultura para ser
utilizada como inoculo e calculado o volume necessario para cada isolado ser inoculado a
uma DOsgonm inicial de 0,5 (10° células/mL) no mosto sintético de fermentagdo. Antes da
inoculacdo, as células das leveduras foram lavadas com &gua destilada esterilizada,
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células re-suspendidas em 0,8 mL do mosto
sintético para serem completadas com o volume de 1mL do mesmo mosto e assim se atingir o
volume final de meio utilizado nesse ensaio (1,8mL).

As fermentagdes foram realizadas numa microplaca esterilizada com volume Gtil de
2mL e contendo em cada pogo 1,8mL do mosto sintético. A microplaca foi incubada sob
agitacdo de 100 rpm a 28°C. A partir de Apos 48h de fermentacdo, para cada amostra foi
retirado por dia 100uL do mosto em fermentacdo e dosada a DO utilizando-se o aparelho
Tecan (Infinite M200). Os valores de AcUcares Redutores Totais (ART) foram determinados
pelo método do acido 3,5 dinitro salicilico (DNS) conforme preconizado por Miller (1959),
no comprimento de onda de 540 nm analisados no Tecan. Quando o valor de ART atingiu
uma concentragdo < 2 g/L, o0 volume restante do mosto de fermentacdo foi retirado e
centrifugado (14.000 rpm por 15 minutos), e o sobrenadante foi armazenado a -20°C para
posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (High Performance
Liquid Chromatography — HPLC) para determinar as concentracfes de etanol, glicerol, &cido

acetico, glicose e frutose.

2.4.4 Determinacao do etanol, compostos secundarios e agucares por HPLC

As dosagens dos acgucares (glicose e frutose), acido acético, etanol e glicerol de cada
amostra do ensaio de microfermentagdo foram determinadas por HPLC (modelo Prominence
Model LC-20A — Shimadzu), utilizando-se a coluna SUPELCOGEL C-610H 30 cm x 7,8 mm
(Sigma—Aldrich) mantida a temperatura de 45°C e detector de indice de refracdo RID-10A.
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As amostras foram filtradas utilizando-se membrana de acetato de celulose 0,22 pum (Sartorius
Stedim Biotech), diluidas e analisadas sob as seguintes condi¢fes: volume de injecdo de
20puL, fase mével H,SO, 5mM e fluxo de 0,6 mL/min.

2.5 Producéo dos vinhos em pequena escala

Os vinhos foram elaborados em pequena escala no Laboratério de Enologia e no
Laboratorio de Controle Biologio da EMBRAPA Semiérido (Petrolina, PE). A variedade de
uva (Vitis vinifera L.) escolhida foi a Syrah, visto que dentre as variedades cultivadas no
Submédio do Vale do Rio Séo Francisco essa foi uma das que mais se adaptou as condicBes
dessa regido (PEREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015), e o tipo de vinho produzido foi
o tinto. Para a producdo dos vinhos, foram escolhidas nove linhagens indigenas diferentes de
S. cerevisiae, representando agquelas com os melhores resultados encontrados de acordo com
os parametros fermentativos estudados para a anélise das microfermentagdes. Também foram
escolhidas duas linhagens comerciais utilizadas na regido do Vale do Sdo Francisco para a
producdo de vinhos tintos (S. cerevisiae AWRI 796 da marca Maurivin, nomeada neste
trabalho de C1 e S. cerevisiae da marca Fermol Rouge chamada de C6). A levedura
comercial C1 é a mais utilizada na producdo dos vinhos da regido; a levedura C6 também é

frequentemente utilizada nessa regido para a producdo de vinhos tintos.

2.5.1 Procedimentos laboratoriais para a producéo dos vinhos

As linhagens escolhidas para a producdo dos vinhos foram reativadas em meio agar
YM por 24h a 28°C. Em seguida, as leveduras crescidas foram transferidas, separadamente,
para 10 mL de caldo YPD e colocadas “overnight” sob agitagdo de 100 rpm a 28°C. Apos o
crescimento, a concentragdo de células foi quantificada em Cémara de Neubaur. Esse
procedimento permitiu calcular a concentracdo inicial de células de cada isolado para ser
inoculada no mosto da uva (Syrah), para que a fermentacdo apresentasse inicialmente uma
concentracdo de 2x10° UFC/ml. As uvas foram esmagadas com as méaos (usando luvas) e
juntamente com o mosto (produzido pelo esmagamento) foram colocadas nas garrafas. O
volume final de mosto utilizado por garrafa foi de 600 mL, e a fermentacéo foi conduzida em
garrafas de 750 mL vedadas com vélvulas Miiller, mantidas & uma temperatura de 25+2°C
para a elaboracdo do vinho tinto. O mosto da uva foi tratado inicialmente com o antioxidante
Metabissulfito (10 g/100L).
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Ap0s inoculacdo da levedura, as garrafas foram pesadas (tempo zero), e esse processo
foi repetido a cada 24 horas. Quando o valor da pesagem permaneceu constante durante 2
dias seguidos (variagdo < 0,20 g/dia) deu-se por encerrada a fermentacdo e retiradas as
aliquotas. As aliquotas foram (iltradas com membrana de acetato de celulose 0,2 um e
estocadas a -20°C para as dosagens de glicose, frutose, etanol, glicerol e acido acético por
HPLC. Esses compostos também foram dosados no mosto inicial, sem a inoculagdo da
levedura, para a determinagdo de suas concentracdes inicias. Cada ensaio de fermentacdo foi
realizado em triplicata.

Para os calculos de etanol (%v/v), rendimento de etanol, em 200 g/L de agUcares, e
rendimento de etanol %, segue abaixo as formulas:

- etanol (%ov/v) = [(concentracdo de etanol, em g/L) x 0,1]/ [0,789, em g¢/L, densidade
do etanol]

- rendimento de etanol, em 200 g/L de acUcares = (concentracdo de etanol, em g/L)
/ (concentracdo de glicose + concentragao de frutose, em g/L)

- rendimento de etanol (%), em 100 g/L de acucares = (rendimento de etanol, em
200 g/L) x 100/ 200

2.5.2 Andlise da presenca dos compostos fendlicos totais dos vinhos

Os compostos fenolicos totais presentes nos vinhos foram quantificados pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, utilizando-se o &cido galico como padrdo de
referéncia. Esse método baseia-se na reducdo do complexo fosfotungstico-fosfomolibdico
(presente no reagente Folin-Ciocalteau) a um complexo azul Mo-W pelos compostos
fenolicos, que ao reagirem oxidam os fenolatos (WILDENRADT; SINGLETON, 1974,
SLINKARD; SINGLETON, 1977; VINSON et al., 1998; SINGLETON et al., 1999). A
metodologia foi utilizada de acordo com Singleton e Rossi (1965), com algumas
modificagdes. As amostras dos vinhos foram diluidas na propor¢éo de 1:15. Uma aliquota de
0,5 mL da diluicdo foi transferida para um tubo de vidro de 20 mL, ao qual adicionou-se logo
a seguir 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (Reagentes Analiticos Impex) seguida de
homogeneizacdo utilizando-se vortex. Essa mistura foi deixada sem agitacdo por 3 minutos
para a reacdo, e, ap0s esse tempo, foram adicionados 0,5 mL de Na,COj3 (20%) e 3,5 mL de
agua destilada. A mistura foi homogeneizada com auxilio de vértex e mantida sem agitacéo e
protegida da luz (escuro) por 90 minutos. Decorrido esse tempo, a leitura foi realizada a 725

nm em espectrofotdbmetro. Foi construida uma curva analitica contendo 0,05, 0,1, 0,15, 0,2,
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0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5 mg/mL de acido galico e os resultados expressos em mg de
acido galico equivalente por mL (mg GAE/mL). Todas as amostras foram determinadas em
triplicatas. Esse experimento foi realizado na Embrapa AgroindUstria Tropical, Fortaleza

(CE), no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais.

2.5.3 Determinacao do etanol, compostos secundarios e agucares por HPLC

As dosagens dos acucares (glicose e frutose), acido acético, etanol e glicerol de cada
vinho foram determinadas por HPLC, modelo Prominence Model LC-20A (Shimadzu),
coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 65°C e detector indice de refracdo RID-
10A. Todas as amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose 0,2 pum
(Sartorius Stedim Biotech) e diluidas apropriadamente (1:5). Foi utilizado um volume de
injecdo de 20uL e como fase mével H,SO4 5mM, num fluxo de 0,6 mL/min . Essa etapa foi
realizada na Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza (CE), no Laborat6rio Multiusuério de
Quimica de Produtos Naturais.

2.5.4 Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS)

A composicao volétil dos vinhos foi determinada por Microextracdo por Fase Sélida
(SPME-Solid Phase Micro Extration) associada a Cromatografia Gasosa-Espectrometria de
Massas (GC-MS) no Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais, pertencente
a Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, CE). A metodologia de extracdo, identificacdo
e quantificagdo dos compostos volateis foi realizada conforme o método descrito por Canuto e
colaboradores (2011).

Preparo das amostras
Foram utilizados 8 mL de vinho em um vial de 20 mL, ao qual foram adicionados 10

pL da solucédo do padréo interno 3-octanol (0,8 g/L em etanol) e 3 g de cloreto de sodio.

Microextracdo por Fase Solida (SPME) e GC-MS

Os compostos volateis dos vinhos foram extraidos por meio da técnica SPME em
headspace (espaco formado entre a amostra acondicionada e um sistema fechado),
empregando-se fibras recobertas com Polidimetilsiloxano (PDMS 100um). O equilibrio dos
compostos volateis foi atingido mantendo-se a amostra sob aquecimento a 40°C, com
agitacdo, durante 15 minutos, enquanto que a extragao ocorreu por um periodo de 30 minutos,

sem agitacdo, mas sob a mesma temperatura. Em seguida, os volateis foram dessorvidos
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termicamente por 3 min no injetor do cromatografo a gas Agilent Technologies 7890B GC
System acoplado ao espectrometro de massas Quadrupolo Agilent Technologies 5977A MSD.
As condicdes de separacdo foram as seguintes: coluna capilar HP5-MS 30m (30m x 0,25mm),
0,25um de filme, utilizando-se hélio como gés de arraste a um fluxo de 1,99 mL/min, sem
divisdo de fluxo. A temperatura do injetor foi de 240°C e a do detector de 150°C. A rampa de
temperatura da coluna foi de 40°C, mantida por 4 minutos, at¢é 80°C, numa razdo de
2,5°C/min, posteriormente elevada até 110°C numa razdo de 5°C/min, e até 220°C numa
razdo de 10°C/min, apds a qual foi mantida por 5 minutos, perfazendo o total de 42 minutos
de corrida cromatografica.

Identificacdo dos compostos

A identificacdo foi feita por meio da comparagdo dos espectros de massas com a base
de dados fornecida pelo equipamento (NIST v. 2.0 — 436.314 compostos), por comparagao
dos seus indices de retencdo de Kovats (obtidos experimentalmente por injecdo de uma
mistura de padrdes contendo uma série homdloga de alcanos: C7-C30), quando determinados,
com os dados de indice de retencdo de Kovats obtidos na literatura para os mesmos

compostos analisados empregando a mesma coluna.

Quantificacdo dos compostos majoritarios:

A concentragdo dos compostos encontrados foi determinada pela formula abaixo:

Concentracdo do analito = [(area do analito) / (&rea do 3-octanol)] x concentracéo do
3-octanol x fator de emendacéo do analito

2.6 Analise estatistica

Todos os resultados das microfermentagdes, dos vinhos e cromatografias liquida e
gasosa foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas com o
teste Scott e Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Assistat (versdo
7.7 7 beta).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e identificacédo das leveduras

Um total de 368 isolados de leveduras foi obtido. Desse total, 259 isolados foram
identificados como S. cerevisiae e 109 como leveduras ndo-Saccharomyces. Nas trés fazendas
(Ouro Verde/Miolo, Vinibrasil e Ducos Vinicola) onde houve a colheita da Syrah o total de
isolados de leveduras foi de 97; nas duas fazendas (Vinibrasil e Ouro Verde/Miolo) onde
houve a colheita da Tempranillo foi de 54; nas duas fazendas (Ouro Verde/Miolo e Botivelli)
onde houve a colheita da Chenin blanc foi de 108; nas duas fazendas (Vinibrasil e Ducos
Vinicola) onde houve a colheita da Cabernet Sauvignon foi de 64; na fazenda (Ducos
Vinicola) onde houve a colheita da Petit Verdot foi de 45. A partir das analises por meio da
técnica de RFLP-mtDNA com os isolados de S. cerevisiae, 184 foram identificados como

isolados indigenas dessa espécie e 75 como isolados comerciais (Figura 3).
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Figura 3. Namero de isolados de Saccharomyces cerevisiae indigenas, S. cerevisiae comerciais e leveduras nao-
Saccharomyces encontrados nos mostos fermentados de uva de cada variedade estudada. OV: Fazenda Ouro

Verde; V: Fazenda Vinibrasil; D: Fazenda Ducos Vinicola; Bo: Fazenda Boticelli.

3.1.1 Caracterizacdo molecular das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Os resultados dos ensaios de polimorfismo de restricio do DNA mitocondrial dos
isolados de S. cerevisiae sao mostrados nas figuras 4 a 9. Para os 184 isolados indigenas de S.
cerevisiae (71% do total de isolados dessa espécie) foram encontrados 22 perfis de restricdo
do DNA mitocondrial diferentes (Figura 4). Os 75 isolados comerciais (29% do total de

isolados de S. cerevisiae) foram identificados como pertencentes a dois perfis comerciais
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distintos. Essa técnica foi aplicada também com as seis leveduras comerciais de S. cerevisiae,
sendo que dessas seis leveduras, duas (leveduras C3 e C4) apresentaram o mesmo perfil de
restricdo do DNA mitocondrial (Figura 5-B). Resultados semelhantes também ja foram
observados por Fernandez-Espinar e colaboradores (2001) e de Ponzzes-Gomes e
colaboradores (2014). Esses autores constataram que leveduras comercializadas como sendo
linhagens diferentes apresentaram o mesmo perfil de bandas quando comparadas por essa
técnica molecular. No presente trabalho, os perfis de restricio do DNA mitocondrial
denominados P1 a P22 correspondem aos isolados indigenas de S. cerevisiae (Figuras 6 — 9);
os perfis P23 a P27 correspondem aos perfis das S. cerevisiae comerciais C1 a C6,
respectivamente (Figura 5), sendo o perfil P25 correspondente as S. cerevisiae comerciais C3
e C4 as quais apresentam o mesmo perfil de restricio do DNA mitocondrial, assim
totalizando cinco perfis diferentes de S. cerevisiae comerciais. Todos o0s 22 perfis de restricdo
do DNA mitocondrial das S. cerevisiae indigenas estdo distribuidos nas figuras 6 a 9, além
daqueles das linhagens de S. cerevisiae comerciais que sao comparadas nos géis com os perfis
das linhagens indigenas. Na tabela 2, a porcentagem dos perfis encontrados esta sendo
demonstrada por fazenda onde se isolaram as leveduras, sendo na Fazenda Vinibrasil a maior
porcentagem (39,8%) encontrada dentre as fazendas, e a segunda foi na Fazenda Ducos
(36,7%), entretanto 27% dessa porcentagem corresponde as linhagens comerciais isoladas.
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Figura 4. Numero de diferentes perfis de restricdio do DNA mitocondrial encontrados e porcentagem de ocorréncia dos mesmos dentre os isolados de Saccharomyces
cerevisiae obtidas de uvas do Vale do Sao Francisco. Os perfis P1 a P22 correspondem aos isolados indigenas de S. cerevisiae; os perfis P23 a P27 correspondem aos isolados
comerciais de S. cerevisiae (leveduras C1 a C6, respectivamente, com as leveduras C3 e C4 apresentando o mesmo perfil P25).
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Tabela 2 — Porcentagem dos perfis de restricdo do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) das

Saccharomyces cerevisiae indigenas e comerciais isoladas em cada fazenda do Vale do Séo

Francisco (Fazenda Vinibrasil; Fazenda Ouro Verde; Fazenda Ducos; Fazenda Botticelli).

Perfis RFLP-mtDNA  Vinibrasil OurP Verde D*ucos Bgticelli p-lt;(r);ialll(g/i)
P1 6,2 ND ND ND 6,2
P2 35 "ND "ND "ND 3,5
P3 2,3 1,5 "ND "ND 3,9
P4 1,9 "ND "ND "ND 1,9
P5 4,2 "ND "ND "ND 4,2
P6 14,7 "ND "ND "ND 14,7
P7 2,3 "ND 0,4 "ND 2,7
P8 0,4 3,5 "ND "ND 3,9
P9 “ND 1,9 0,4 "ND 2,3
P10 0,4 1,2 "ND "ND 1,5
P11 "ND 1,9 1,2 "ND 3,1
P12 "ND "ND "ND 12,0 12,0
P13 “ND "ND "ND 0,4 0,4
P14 “ND "ND "ND 1,2 1,2
P15 "ND "ND 3,5 "ND 3,5
P16 "ND "ND 0,8 "ND 0,8
P17 “ND "ND 1,2 "ND 1,2
P18 “ND "ND 0,8 "ND 0,8
P19 "ND "ND 0,4 "ND 0,4
P20 "ND "ND 0,4 "ND 0,4
P21 “ND "ND 0,8 "ND 0,8
P22 1,9 "ND "ND "ND 1,9
P23 1,9 "ND 15,4 "ND 17,4
P24 *ND *ND *ND  *ND 0,0
P25 *ND *ND 11,6 *ND 11,6
P26 *ND *ND *ND  *ND 0,0
P27 *ND *ND *ND  *ND 0,0

Total por fazenda (%) 39,8 10,0 36,7 13,5 100

“ND = perfil ndo detectado
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Figura 5. Perfis de restricdo do DNA mitocondrial das linhagens comerciais de Saccharomyces cerevisiae
utilizadas para a produgdo de vinhos do Vale do Sdo Francisco. Marcador Molecular 1kb DNA ladder. Os
cddigos C1 (Maurivin AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), C4 (Maurivin PDM), C5
(Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae comerciais P23, P24, P25,

P25, P26 e P27, respectivamente. Na figura 4.B estdo representadas as duas S. cerevisiae comerciais diferentes

C3 e C4 que apresentaram o mesmo perfil de banda.
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Figura 6. Perfis de restricdo do DNA mitocondrial das linhagens indigenas e comerciais de Saccharomyces
cerevisiae isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do Séo Francisco. Marcador
Molecular 1kb DNA ladder. Os cédigos C1 (Maurivin AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP),
C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae
comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os codigos de 1 a 12 correspondem as S. cerevisiae
indigenas de perfis P1, P2, P2, P2, P3, P4, P5, P6, P6, P6, P5, P7, respectivamente.
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Figura 7. Perfis de restricdio do DNA mitocondrial das linhagens indigenas e comerciais de Saccharomyces
cerevisiae isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do Sdo Francisco. Marcador
Molecular 1kb DNA ladder. Os cédigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP),
C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae
comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os codigos de 13 a 22 correspondem as S. cerevisiae de
perfis P8, P9, P10, P11, P8, P11, P12, P13, P23, P23, respectivamente. As leveduras de cddigos 21 e 22

correspondem ao mesmo perfil da levedura comercial C1 (P23).
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Figura 8. Perfis de restricdo do DNA mitocondrial das linhagens indigenas e comerciais de Saccharomyces
cerevisiae isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do Sdo Francisco. Marcador
Molecular 1kb DNA ladder. Os cédigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP),
C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae
comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os codigos de 23 a 34 correspondem as S. cerevisiae de
perfis P14, P15, P16, P17, P18, P15, P18, P23, P9, P19, P20, P6, respectivamente. A levedura de codigo 30

corresponde ao mesmo perfil da levedura comercial C1 (P23).
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Figura 9. Perfis de restricdo do DNA mitocondrial das linhagens indigenas e comerciais de Saccharomyces
cerevisiae isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do Sdo Francisco. Marcador
Molecular 1kb DNA ladder. Os cédigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP),
C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae
comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os codigos de 35 a 41 correspondem as S. cerevisiae de
perfis P25, P21, P7, P22, P3, P8, P10, respectivamente. A levedura de codigo 35 corresponde ao mesmo perfil da
levedura comercial C3/C4 (P25).
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De acordo com a figura 4 e tabela 2, o perfil de restricdo do DNA mitocondrial
encontrado em maior numero foi referente a linhagem comercial C1 (perfil P23), que
representou 17,4% do total de isolados de S. cerevisiae, seguido pela linhagem indigena de
perfil P6 (14,7% dos isolados), e da linhagem indigena de perfil P12 (12%) e comercial
C3/C4 de perfil P25 (11,6%). Nas figuras 6 a 9, pode-se observar a diversidade de perfis de
restricio do DNA mitocondrial das S. cerevisiae indigenas e comerciais. A ocorréncia de
perfis de restricdo correspondente a linhagens comerciais utilizadas na regido pode ser
justificada pelo descarte nos vinhedos de residuos da elaboracdo dos vinhos produzidos,
possibilitando a colonizacdo das uvas por essas leveduras. A maior ocorréncia da linhagem
comercial C1 sugere que esta apresenta uma boa adaptacdo as condi¢bes presentes no
vinhedo, tornando-se prevalente em relagdo as indigenas.

Capece e colaboradores (2013a) estudaram a diversidade de S. cerevisiae isoladas
depois da maturacdo dos tradicionais vinhos da Georgia (Unido Europeia). Em 70 isolados
indigenas de S. cerevisiae, 0s autores encontraram 23 diferentes perfis de restricdo do DNA
mitocondrial. No estudo de Esteve-Zarzoso e colaboradores (2000), na regido de El Penedeés
(Espanha), foram encontrados 22 perfis de mtDNA a partir de 68 isolados de S. cerevisiae
presentes nas fermentacdes espontaneas dos vinhos, mesmo numero de perfis indigenas
encontrado no presente trabalho. No entanto, o percentual de perfis identificados no total de
isolados indigenas de S. cerevisiae encontrados por esses autores (32,35%) foi superior ao do
presente trabalho (12%). Ponzzes-Gomes e colaboradores (2014) encontraram 155 isolados de
S. cerevisiae de mostos fermentados de uvas do Vale do Sdo Francisco, e identificaram quatro
perfis diferentes de restricdo do mtDNA como pertencentes a linhagens indigenas, e um perfil
pertencente a uma linhagem de S. cerevisiae comercial. Desses 155 isolados, 71
corresponderam as S. cerevisiae indigenas e 64 ao perfil de restricio do mtDNA da S.
cerevisiae comercial. Esses autores encontraram um namero menor de perfis de mtDNA de S.
cerevisiae indigenas do que o numero encontrado no presente estudo. No trabalho de
Ponzzes-Gomes e colaboradores (2014), as leveduras foram isoladas no ano de 2008, e na
época o vinhedo a partir do qual as uvas foram colhidas tinha aproximadamente trés anos de
plantio. Esse tempo pode nao ter sido suficiente para a colonizacao e adaptacao de um namero
maior de linhagens indigenas de S. cerevisiae nas uvas. De acordo com Pretorius (2000) e
Schuller e colaboradores (2005), um dos fatores que influenciam na microbiota de leveduras
nas uvas € a idade da vinha. Schuller e colaboradorese colaboradores (2005) estudaram a

ecologia das linhagens de S. cerevisiae de um vinhedo da regido dos vinhos verdes em

53



Portugal, por trés anos consecutivos. Das 54 fermentacOes esponténeas estudadas, os autores
obtiveram 1.620 isolados de S. cerevisiae, com 297 perfis diferentes de DNA mitocondrial.
Possivelmente o que explicaria a quantidade de perfis distintos de DNA mitocondrial
encontrados sdo esses vinhedos ja serem bem estabelecidos na regido e o fato das
fermentacdes terem sido acompanhadas em varias épocas distintas (trés anos no total). Ortiz e
colaboradores (2013) isolaram 240 Saccharomyces spp. de diferentes estagios da fermentacéo
de vinhos produzidos numa adega familiar, localizada na Espanha, e caracterizaram essas
leveduras pela anélise de restricdo do DNA mitocondrial. Os autores encontraram 21 perfis
moleculares diferentes. Mercado e colaboradores (2011) estudaram a diversidade de S.
cerevisiae encontrada nos vinhedos de Malbec numa regido chamada “zona alta del Rio
Mendoza” na Argentina. Os autores encontraram dentre os 590 isolados dessa espécie mais de
190 perfis de mtDNA diferentes. Os autores também identificaram dois perfis de mtDNA
referentes a linhagens comerciais utilizadas na regido, isoladas a partir de dornas de
fermentacdes espontaneas. Capece e colaboradores (2012) encontraram 15 perfis de mtDNA
diferentes de S. cerevisiae associados a fermentacfes espontaneas de vinho de uma regido da
Italia denominada “heroic vine-growing area”.

No presente trabalho, as uvas da variedade Cabernet Sauvignon apresentaram a maior
ocorréncia de diferentes perfis de restricdo do mtDNA para as S. cerevisiae indigenas, com 10
perfis distintos (figura 10), sendo o que prevaleceu foi o perfil P22, com 5 isolados. No
entanto, foi a variedade de uva com o menor nimero de isolados encontrados 16 (8,7%). As
uvas da variedade Chenin blanc apresentaram seis perfis a partir de 57 isolados de S.
cerevisiae encontrados (31%), sendo o que prevaleceu foi o perfil P12, com 31 isolados,
correspondendo a mais da metade dos isolados dessa variedade de uva (54,4%). As uvas da
variedade Syrah apresentaram seis perfis distintos a partir dos 44 isolados de S. cerevisiae
encontrados (23,9%), sendo o que prevaleceu foi o perfil P1, com 12 isolados,
correspondendo a 27,3% dos isolados dessa variedade de uva. Uvas da variedade Tempranillo
apresentaram cinco perfis distintos a partir dos 50 isolados de S. cerevisiae encontrados
(27,2%), sendo o que prevaleceu foi o perfil P6, com 30 isolados, correspondendo a 60% dos
isolados dessa variedade de uva. As uvas da variedade Petit VVerdot apresentaram cinco perfis
distintos a partir dos 17 isolados de S. cerevisiae encontrados (9,2%), sendo 0 que prevaleceu
foi o perfil P15, com 7 isolados, correspondendo a 41,2% dos isolados dessa variedade de

uva.
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O maior nimero de isolados de linhagens comerciais de S. cerevisiae, de um total de
75 isolados (29%) entre os 259 isolados de S. cerevisiae de todo o estudo, foi encontrado na
Fazenda Ducos com 70 isolados (93,3%), sendo encontrados 18 isolados (linhagem comercial
C1) na variedade de uva Syrah, 22 isolados (linhagem comercial C1) na variedade de uva
Petit Verdot e 30 isolados (linhagem comercial C3/C4) na variedade de uva Cabernet
Sauvignon; o menor numero de isolados comerciais de S. cerevisiae foi encontrado na
Fazenda Vinibrasil com 5 isolados (6,7%), todos representando a linhagem comercial de S.
cerevisiae C1 e isolados da variedade de uva Syrah. Em todas as fazendas estudadas no
presente trabalho, os residuos do processo de vinificacdo séo reutilizados e espalhados no solo
para disponibilizacdo e retorno de nutrientes a0 mesmo. Nesse sentido, os resultados
encontrados sugerem que as linhagens comerciais C1 e C3/C4 estdo adaptadas aos vinhedos
das regides estudadas, onde foram isoladas, principalmente na Fazenda Ducos na qual foram
isoladas aproximadamente 93% dessas linhagens. A presenca de linhagens comerciais em
fermentacgdes espontaneas de vinho, como verificado no presente trabalho, ja foi previamente
relatada por varios autores (ROSINI, 1984; CONSTANTI et al., 1998; SANTAMARIA et al.,
2005; MERCADO et al., 2011). Embora os perfis de restricdo do mtDNA das leveduras
comerciais C1 (perfil P23) e C3/C4 (perfil 25) tenham sido encontrados nos isolamentos das
leveduras na fazenda Ducos, no presente momento eles nédo as utilizam nas suas vinificagoes,
entretanto em anos anteriores utilizaram diversas leveduras comerciais, dentre as quais essas
poderiam ter sido utilizadas e com isso justificado a permanéncia dos mesmos no vinhedo até
0 momento. No caso da fazenda Vinibrasil, onde foi encontrado nos isolamentos das
leveduras o perfil P23 (levedura comercial C1), uma das leveduras comerciais utilizadas por
essa fazenda é a levedura comercial C1, com isso justificando seu aparecimento nesse
ambiente de vinhedo.

A partir dos resultados de andlise da restricdio do DNA mitocondrial, foram
selecionados isolados de cada perfil de restricdo para a realizacdo das microfermentacdes em
mosto sintético. Quanto maior o percentual dos isolados encontrados de um determinado
perfil, maior foi 0 nimero de isolados selecionados para os testes das microfermentacGes.
Esse numero variou de um a nove isolados escolhidos em relagdo a cada um dos perfis das

linhagens de S. cerevisiae obtidas.
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Figura 10. Namero de isolados de cada perfil de restricdlo do DNA mitocondrial das Saccharomyces cerevisiae indigenas do mosto fermentado de uvas do Vale do Séo

Francisco, de acordo com as variedades de uva estudadas.
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3.1.2 Identificacdo das leveduras ndo-Saccharomyces

Por meio da metodologia padréo, empregando-se testes fisiologicos, as leveduras néo-
Saccharomyces (109 isolados) foram agrupadas em 23 grupos diferentes. Todos os isolados
de cada grupo fisiologico foram caracterizados molecularmente utilizando-se o iniciador EI1.
Isolados com 0 mesmo padrdo de bandas foram considerados como pertencentes a mesma
espeécie de levedura (ROSA et al., 2007). Nas figuras 11 a 13 estdo representados os perfis de
bandas dos amplicons utilizando-se o iniciador EI1. Um representante de cada perfil diferente
foi utilizado para a técnica de sequenciamento para a identificacdo da espécie. De acordo com
os resultados do sequenciamento da regido 1TS-5.8S e dos dominios D1/D2 da subunidade
maior do DNAr, os 109 isolados de ndo-Saccharomyces foram identificados como
correspondentes as seguintes espécies: Pichia kudriavzevii (77,1%), P. membranifaciens
(3,7%), P. occidentalis (0,9%), P. manshurica (0,9%), Meyerozyma caribbica (1,8%), M.
guillermondii (0,9%), Zygosaccahromyces bailii (1,8%), Torulaspora delbrueckii (0,9%) e
Schizosaccharomyces pombe (12%), totalizando nove espécies de leveduras em cinco géneros
diferentes (Tabela 3). A proporcdo de cada espécie encontrada nos diversos mosto de
fermentacdo das variedades de uva trabalhadas (Syrah, Tempranillo, Chenin blanc, Petit
Verdot e Cabernet Sauvignon) também variou conforme mostra na figura 13, assim como a
porcentagem encontrada em cada fazenda onde ocorreram os isolamentos (Tabela 3), sendo
na fazenda Ouro Verde onde a espécie Pichia kudriavzevii foi isolada numa maior

porcentagem (34,86%).

Tabela 3 — Porcentagem de cada espécie de ndo-Saccharomyces identificada e isolada em
cada fazenda do Vale do S&o Francisco nesse estudo (Fazenda Ouro Verde; Fazenda

Vinibrasil; Fazenda Botticelli; Fazenda Ducos).

Espécies ouro Vinibrasil Botticelli Ducos % da espécie
Verde
Pichia kudriavzevii 34,86 17,43 11,93 12,84 77,1
Pichia occidentalis ~ ------ e e 0,92 0,9
Pichia membranifaciens ~  ------ 0,92 2,715 - 3,7
Pichia manshurica  -—---- - e 0,92 0,9
Meyerozyma caribbica 183 - e e 1,8
Meyerozyma guilliermondii ~ ------ 092 - e 0,9
Zygosaccharomyces bailii =~ ------  ------ 1,83  ------ 1,8
Torulaspora delbrueckii 092 - e e 0,9
Schizosaccharomyces pombe 0,92  ------ 8,26 2,75 11,9
% das especies (por fazenda) 38,53 19,27 24,77 17,43 100
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Diferentemente de regies de clima temperado, as espécies de ndo-Saccharomyces
predominantes nesse estudo (regido tropical semiarida) foram P. kudriavzevii e S. pombe.
Essas sdo leveduras que crescem em altas temperaturas, sendo assim podendo estar associadas
ao microclima da regido estudada. As espécies de nao-Saccharomyces predominantes na
superficie das uvas, consequentemente nas etapas iniciais da fermentacdo, em regibes
tradicionais na vitivinicultura, sdo geralmente Hanseniaspora uvarum (numa maior
proporcao), uma levedura apiculata, e leveduras oxidativas pertencentes aos géneros Candida,
Pichia, Rhodotorula e Kluyveromyces (FLEET; HEARD, 1993; ESTEVE-ZARZOSO et al.,
2010; LI et al., 2010; SETTANNI et al. 2012; TRISTEZZA et al., 2013; SUN et al., 2014).
Entretanto, no trabalho de Ponzzes-Gomes e colaboradores (2014) isolaram e identificaram
leveduras do mosto fermentado espontaneamente de cinco variedades de uvas colhidas em
2008 e utilizadas para vinho no Vale do S&o Francisco (mesma regido do presente estudo, no
entanto, em apenas uma fazenda colhida). As espécies identificadas foram: S. cerevisiae
(encontrada numa maior porcentagem), Rhodotorula mucilaginosa, essa sendo a nao-
Saccharomyces encontrada numa maior porcentagem, seguida por Pichia kudriavzevii
(=lssatchenkia  orientalis), Candida  parapsilosis, Meyerozyma  guilliermondii,
Wickerhamomyces anomalus, Kloeckera apis, P. manshurica, C. orthopsilosis e C.
zemplinina. Nesse estudo pode-se isolar leveduras apiculas (numa porcentagem muito baixa)

e oxidativas também.

Figura 11. Perfil de bandas dos amplicons obtidos utilizando-se o iniciador EI1 com os isolados de leveduras
ndo-Saccharomyces do mosto fermentado das uvas do Vale do S8o Francisco. M: Marcador Molecular 1kb
ladder. Leveduras 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 11; 12; 13; 15; 16: Pichia kudriavzevii. Leveduras 8; 9; 10; 14: Pichia

membranifaciens.
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Figura 12. Perfil de bandas dos amplicons obtidos utilizando-se o iniciador EI1 com os isolados de n&o-
Saccharomyces do mosto fermentado das uvas do Vale do S&o Francisco. M: Marcador Molecular 1kb ladder.

Levedura 17: Pichia manshurica. Leveduras 18; 19; 20; 21; 22; 23: Pichia kudriavzevii.

Figura 13. Perfil de bandas dos amplicons obtidos utilizando-se o iniciador EI1 com os isolados de néo-
Saccharomyces do mosto fermentado das uvas do Vale do S&o Francisco. M: Marcador Molecular 1kb ladder.
Leveduras 24; 28; 29; 31; 32; 38: Pichia kudriavzevii. Leveduras 25; 33: Meyerozyma carbbica. Levedura 26:

M. guillermondii. Leveduras 27; 35: Zygosaccharomyces bailii. Levedura 30: Pichia occidentalis. Levedura 34:

Torulaspora delbrueckii. Leveduras 36; 37: Schizosaccharomyces pombe.
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Figura 14. Porcentagem das espécies de ndo-Saccharomyces encontradas nos mostos fermentados de uva de
cada variedade estudada (Syrah, Tempranillo, Chenin blanc, Petit Verdot e Cabernet Sauvignon). A = Pichia
kudriavzevii; B = P. occidentalis; C = P. membranifaciens; D = P. manshurica; E = Meyerozyma caribbica; F =
M. guilliermondii; G = Zygosaccharomyces bailii; H = Torulaspora delbrueckii; | = Schizosaccharomyces

pombe; Total = Total de espécies encontradas na variedade de uva correspondente.

Conforme € mostrada na figura 14, a Unica espéecie de ndo-Saccharomyces que foi
isolada em todos os mostos de fermentacdo das uvas do Vale do Sdo Francisco estudas foi
Pichia kudriavzevii, sendo isolada numa maior porcentagem na variedade de uva Chenin
blanc (32,1%) e em segundo na Syrah (24,8%). As demais espécies foram isoladas numa
menor porcentagem e ndo encontradas em todos 0os mostos de fermentacéo.

Pichia kudriavzevii (=Issatchenkia orientalis) € uma espécie de levedura ascomicetica
ja relatada como encontrada em outros substratos e processos, como em suco de frutas, frutas
vermelhas, cerveja, fezes humanas, moscas do género Drosophila spp., fermentacdes
industriais, exsudatos de arvores e 4gua do mar, estando associada com humanos e animais
(KURTZMAN et al., 2011). Essa foi a espécie ndo-Saccharomyces isolada em maior
porcentagem no presente trabalho, representando 77,1% do total desse grupo de leveduras.
Wang e Liu (2013) isolaram P. kudriavzevii em fermentagOes espontaneas de uva da
variedade Muscat blanc em Jingyang (China), e esta espécie foi a segunda mais
frequentemente encontrada ao final da fermentagdo, sendo isolada com menor frequéncia
somente em relacdo a S. cerevisiae. Pichia kudriavzevii foi encontrada também em seis
diferentes variedades de uva de vinho comumente utilizadas na india (CHAVAN et al., 2009).

Li e colaboradores (2010) e Di Maro e colaboradores (2007), respectivamente, também
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isolaram essa espécie em duas variedades diferentes de uvas tintas na China e em
fermentacdes espontaneas de uma variedade de uva na Italia. Settanni e colaboradores (2012)
e Tristezza e colaboradores (2013) também obtiveram essa levedura em fermentacdes
esponténeas de uvas na Italia. Clemente-Jimenez e colaboradores (2004) encontraram P.
kudriavzevii em fermentacOes espontaneas de seis variedades de mosto de uva. Esses autores
avaliariam o pontencial fermentativo desta levedura, e concluiram que a mesma apresenta
otimos resultados quanto a producédo de alcoois superiores, com resultados inferiores apenas
em relacdo a S. cerevisiae e H. uvarum. Essa espécie também foi encontrada por Clavijo e
colaboradores (2010) em fermentacdes espontaneas de uvas de diferentes variedades durante
as safras de 2006 e 2007 na regido de “Serrania de Ronda” (Malaga, Espanha). Combina e
colaboradores (2005) isolaram, durante fermentagdes espontaneas de trés mostos da variedade
Malbec na Argentina, essa mesma espécie. De acordo com o contexto apresentado, P.
kudriavzevii parece estar, portanto, associada a uvas utilizadas na viniticultura. No entanto, o
papel ecoldgico desta levedura em uvas ou fermentacBes vinicolas € ainda desconhecido, e
necessita de melhores investigacoes.

Schizosaccharomyces pombe é uma espécie ascomicética que se reproduz por fissdo
bindria (KURTZMAN et al., 2011). Essa levedura é também encontrada em fermentacdes
para a producdo de vinhos, principalmente por ser uma espécie resistente a altas
concentracdes de etanol (SWIEGERS et al., 2005; PRETORIUS, 2000). Além de processos
fermentativos, essa espécie também ja foi isolada a partir de vinhedo como no trabalho de
Romano e Suzzi (1993). A resisténcia ao etanol por esta levedura € interessante, ja que dentre
as nao-Saccharomyces encontradas no presente estudo, S. pombe apresentou a segunda maior
porcentagem de ocorréncia (12%), possivelmente pela capacidade de suportar elevadas
concentragdes de alcool.

Pichia occidentalis foi também uma espécie obtida no presente trabalho. Di Maro e
colaboradores (2007) isolaram também essa espécie em fermentacdes espontaneas de uvas em
Campania (Italia). Bezerra-Bussoli e colaboradores (2013) ao estudarem a ocorréncia de
leveduras em superficies de uvas e mostos das variedades Isabel, Bordeaux e Cabernet
Sauvignon de uma vinicola localizada no Brasil, isolaram diversas espécies de leveduras,
entre elas P. occidentalis

Pichia membranifaciens ja foi isolada em mosto de uvas, solo de vinhedo, cerveja e
fezes, dentre outros substratos (KURTZMAN et al., 2011). Na Argentina, Combina e
colaboradores (2005) isolaram P. membranifaciens em baixa freqiiéncia em trés mostos da
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variedade de uva Malbec durante fermentacGes espontaneas. Essa espécie também foi isolada
de um ambiente de vinicola por Chavan e colaboradores (2009) a partir de diferentes
variedades de uvas de vinho comumente usadas na india. Bourret e colaboradores (2013)
isolaram leveduras a partir de uvas colhidas de um vinhedo utilizado para pesquisas da
Universidade Estadual de Washington em Prosser, Estados Unidos. Nesse trabalho, os autores
identificaram 53 espécies, dentre essas P. membranifaciens e Meyeromzyma caribbica,
também encontradas no presente trabalho. Meyerozyma caribbica (= P. caribbica) é
encontrada em varios tipos de substratos, sendo considerada uma espécie de ampla
distribuicdo geografica (KURTZMAN, 2011a).

Pichia manshurica é uma espécie ascomicética descrita como associada a
fermentacdes naturais (KURTZMAN, 2011a). No presente trabalho, essa levedura foi
encontrada em baixa frequéncia. Tristezza e colaboradores (2013) isolaram diversas espécies
de leveduras na Regido de Apulia (Italia) a partir de fermentacdes esponténeas, incluindo P.
manshurica. Os autores mostraram que essa espécie era capaz de produzir histamina e
cadaverina durante a fermentacdo do mosto. Saez e colaboradores (2011) isolaram leveduras
deterioradoras e produtoras de aromas volateis indesejaveis em vinhos tintos e brancos do
norte da Patagbnia (Argentina), sendo que as Unicas espécies obtidas foram S. cerevisiae e P.
manshurica. Ponzzes-Gomes e colaboradores (2014) também isolaram P. manshurica dos
mostos fermentados de uvas produtoras de vinho no Vale do S&o Francisco.

Meyerozyma guillermondii foi obtida em baixa freqliéncia no presente trabalho. Esta
espécie também ja foi isolada por Clavijo e colaboradores (2010) em fermentacfes
espontaneas de uva de diferentes variedade durante as safras de 2006 e 2007 na regido de
“Serrania de Ronda” (Malaga, Espanha). Francesca e colaboradores (2014) isolaram M.
guillermondii de fermentagdes para a produgdo de vinhos tintos das uvas “Aglianico di
Taurasi” sujeitos @ maceracdo pos-fermentacdo na regido de Taurasi (Italia). Portanto, essa
especie e as outras encontradas nesse estudo (Pichia membranifaciens, P. occidentalis, P.
manshurica, Meyerozyma caribbica, Zygosaccahromyces bailii e Torulaspora delbrueckii)
devem apresentar uma ocorréncia transitoria durante o processo de fermentacdo, ja que muitas
das leveduras ndo-Saccharomyces sdo sensiveis ao alcool produzido durante a fermentacéao
(FLEET, 2008).

Zygosaccahromyces bailii é uma espécie ascomicética isolada de varios processos
industriais, incluindo fermentagfes para a produgéo de vinhos (KURTZMAN et al., 2011;
SWIEGERS et al., 2005). Esteve-Zarzoso e colaboradores (2010) isolaram essa levedura na
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fermentagdo dos vinhos Granacha na Espanha durante a safra de 2006. Li e colaboradores
(2010), ao investigarem a diversidade de leveduras de trés variedades de uvas cultivadas em
quatro regi@es viticolas da China, isolaram 17 espécies diferentes de leveduras, incluindo Z.
bailii. Essa espécie foi também isolada de fermentacdes espontaneas de diversas variedades
de uva na regido de “Serrania de Ronda” em Malaga (Espanha) (CLAVIJO et al., 2010). Nos
trabalhos de Romano e Suzzi (1993) e de Fleet (2000) essa espécie foi obtida a partir de
ambiente de vinhedo. Esta levedura esta geralmente associada com processos de deterioracao
de alimentos e bebidas (JAMES; STRATFORD, 2011). A ocorréncia de Z. bailli associada a
uvas indica que esta espécie caracterizada como deterioradora esta também associada a
superficie dessas frutas, podendo ser encontrada, a partir dessas, no processo fermentativo
para a producéo de vinhos.

Torulaspora delbrueckii € uma levedura generalista amplamente associada aos
alimentos e as bebidas fermentadas (KURTZMAN, 2011b). Essa levedura foi encontrada em
baixa frequéncia no presente trabalho. Di Maro e colaboradores (2007) isolaram essa espécie
a partir de fermentacGes espontaneas feitas com uvas brancas da variedade Catalanesca em
Campania (Italia). Varios outros estudos mostraram a ocorréncia de T. delbrueckii em baixas
freqiiéncias durante a producdo de vinhos (CLAVIJO et al., 2010; PEREZ-MARTIN et al.,
2014; SUN; LIU, 2014). Bely e colaboradores (2008) mostraram que fermentacdes mistas
utilizando S. cerevisiae e T. delbrueckii produziam um equilibrio melhor do “flavour” em
vinhos doces do que fermentagOes utilizando somente S. cerevisiae. Portanto, torna-se
interessante o estudo do potencial enoldgico destas de linhagens de T. delbrueckii isoladas de

fermentacdes para a producdo de vinho.
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3.2 Selecdo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae ndo produtoras do gas sulfeto de

hidrogénio (H.S)

Dos 184 isolados indigenas de S. cerevisiae, 46 ndo produziram H,S no meio Bismuth

Sulfite Agar (BSA) (Figuras 15 e 16). As seis linhagens comerciais de S. cerevisiae também

foram testadas e apenas a levedura C1 (Maurivin AWRI 796) ndo produziu H,S.

]
Figura 15. Isolados de Saccharomyces cerevisiae negativos (cultura de coloragdo creme claro) e positivos

(culturas de coloragdo marrom) para a producéo de gas H,S. Codigos: 1 - linhagem indigena 29; 6 - linhagem

indigena 32; 7 - linhagem indigena 31; 8 - linhagem indigena 30; 2 - linhagem indigena 28; 3 - linhagem

indigena 27; 4 - linhagem indigena 26; 5 - linhagem indigena 25.
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Figura 16. Porcentagem dos isolados indigenas de Saccharomyces cerevisiae negativos para a producéo de H,S

com seus respectivos perfis de restricdo do DNA mitocondrial.
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A linhagem de S. cerevisiae com o0 perfil P12 de restricdo do mtDNA n&o produziu
H.S, e representou a maior porcentagem (16,85%) dos isolados dotados dessa caracteristica
fisiolégica (Figura 16). Este perfil P12 foi um dos perfis encontrados entre as linhagens
indigenas de S. cerevisiae com maior frequéncia. Além das leveduras com o perfil P12, outros
perfis possuiram representantes que também ndo produziram esse gas, como no perfil P5
(81,8% dos isolados ndo produziram), no perfil P13 (100% dos isolados ndo produziram),
perfil P14 (100% dos isolados ndo produziram) e no perfil P15 (22,2% dos isolados ndo
produziram). Todos os demais perfis apresentaram em 100% de seus isolados a produgéo do
gas H,S. Os isolados ndo-produtores de H,S sdo candidatos a testes para a producdo de uma
vez que ndo sintetizam esse composto indesejavel que pode contribuir para a diminuicao da
qualidade sensorial da bebida. Outros autores também analisaram a producdo de H,S por S.
cerevisiae como um critério para a selecdo de linhagens indigenas para a produc¢do de vinho.
Mauriello e colaboradores (2009) identificaram, dentre 36 linhagens de S. cerevisiae, quatro
linhagens com baixa produgdo de sulfeto de hidrogénio, 23 com producdo media e nove com
alta producdo desse gas. Capece e colaboradores (2013a) selecionaram S. cerevisiae indigenas
de vinhos envelhecidos por um ano em dez diferentes vasos de terracota de uma vinicola na
Georgia (Unido Europeia). Das 13 linhagens encontradas, oito produziram H,S em alta
quantidade, e cinco apresentaram uma producdo media. No entanto, no presente trabalho,
linhagens produtoras de H,S também foram selecionadas para a producao de vinhos em escala
de laboratorio, principalmente em funcdo dos resultados dos pardmetros fermentativos
analisados, tais como o consumo de glicose e frutose, producdo de etanol, glicerol e &cido
acetico e rendimento em etanol. Alem disso, todas as linhagens comerciais utilizadas neste
trabalho produziram este gas H,S, com excecdo para a linhagem C1 que ndo o produziu,
entretanto esse teste realizado foi qualitativo (em placa), com isso havendo a necessidade de
realizar analises quantitativas para se ter valores exatos dessa producdo e poder assim
mensurar corretamente, pois talvez a producdo constatada no teste qualitativo seja uma
pequena producdo num teste quantitativo e nao afete na producdo dos vinhos, fato esse possa
ser justificado a utilizacdo destas linhagens comerciais (C2, C3, C4, C5, C6) na producdo de
vinhos. Por essa razdo, ndo foi usado esse teste como caracteristica para a selecdo das

linhagens indigenas para a producdo dos vinhos.
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3.3 Microfermentacdes das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Dos 259 isolados de S. cerevisiae encontrados, 80 indigenas e seis linhagens
comerciais foram utilizadas nos experimentos de microfermentacdo em mosto sintético
(Tabela 4). O numero de isolados escolhido para realizar as microfermentac6es foi de acordo
com o numero de perfis de mtDNA das linhagens de S. cerevisiae encontradas no presente
estudo. A partir dos resultados obtidos nas microfermentacdes, as leveduras que obtiveram os

melhores indicadores foram utilizadas para a produc¢édo dos vinhos.
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Tabela 4 — Média das concentracdes residuais de glicose e frutose (g/L), e concentracdes de
etanol (% v/v), glicerol e acido acético (g/L) produzidos, além do rendimento em etanol (%),
de acordo com o tempo de fermentacdo (h) para cada linhagens de S. cerevisiae testada nos
ensaios de microfermentacdo em mosto sintético. S&o mostrados também os perfis de

restricdo do DNA mitocondrial e o resultado da producdo de H,S para cada linhagem.

Tempo Rendimento Acido
Coédigo mtDNA P Glicose Frutose Etanol em etanol Glicerol Acético H,S
g (h)

(9/L) (9/L) (%viv) (%) (9/L) (9/L) *

9 P1 96h 1,32 4,26° 9,4° 6,7" 9,96° 11°¢ P
10 P1 48h 1,122 4,51° 10,22 7,20 8,82" 1,14°¢ P
12 P1 48h 0,53° 3,65° 10,32 9,9° 10,232 1,34°¢ P
13 P1 48h 0,56° 3,37° 9,8° 10,22 10,132 1,27¢ P
96 P1 48h 1,272 37" 10,9° 8,7" 9,882 1,07°¢ P
287 P1 144h 2,632 4,05° 6,49 ¢ 55" 8,41° 1f P
14 P2 48h 1,182 3,87° 9,68° 7,6° 7,16°¢ 0,51" P
15 P2 144h 0P 3,02° 9,29° 12,22 6,57 ¢ 0,65" P
17 P2 144h 0P 3,07° 10,032 12,92 6,04 ¢ 0,719 P
92 P2 144h 0P 2,89° 8,08°¢ 11,12 6,83¢ 0,799 P
94 P2 144h 0P 2,95° 9,76° 13,02 5,08¢ 0,739 P
95 P2 144h 0P 3,2° 10,632 13,22 6,571 0,759 P
19 P3 120h 0,682 4,68° 9,24° 6,8° 7,55°¢ 1,02¢ P
54 P3 144h 0,652 4,11° 7,9¢ 6,7° 7,041 1,3¢ >
57 P3 72h 1,092 4,24° 10,592 7,8° 7,95°¢ 0,789 P
292 P3 168h 0P 3,18° 7,28¢ 9,1° 6,37 ¢ 1,55° P
24 P4 96h 0P 3,07° 9,04° 11,72 7,22°¢ 0,85f P
25 P4 144h 0P 321" 9,69° 11,9° 6,19¢ 0,829 P
26 P4 144h 0P 3,43° 10,612 12,42 6,71¢ 0,92 P
30 P5 120h 0P 3,24° 10,362 12,62 7.2°¢ 1,08°¢ N
32 P5 144h 0P 3,18" 8,7¢ 10,82 6,221 1,02° N
93 P5 144h 0P 3,11° 9,41° 11,92 5,64 ¢ 0,95 N
107 P5 144h 0P 2,96" 9,51° 12,72 6,241 0,98f N
81 P6 72h 1,11° 4512 9,98" 7,0° 9,44° 1,17° P
82 P6 48h 1,182 4,14° 9,88° 7.4° 10,812 1,39°¢ P
87 P6 48h 1,152 6,552 10,252 5,3° 10,092 1,26¢ P
99 P6 120h 0P 242" 9,34" 15,22 8,09°¢ 0,99f P
100 P6 120h 0P 2,29° 8,08° 15,52 8,64° 1,09¢ P
111 P6 72h 1,382 4,772 9,62° 6,2° 10,082 1,21¢ >
115 P6 48h 1,1° 6,022 10,482 59" 9,772 1,21¢ P
122 P6 48h 1,1° 5,822 10,122 5,8° 10,542 1,37°¢ P
125 P6 48h 1,22 4,182 10,672 7,8° 9,23° 1,09° P
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Tabela 4 — Continuagéo.

Rendimento Acido
Cédigo MIDNA Terr’?po Glicose  Frutose I%}ar;ol emetanol  Glicerol  Acético H,s

MGy @ O e @L) L *
117 P7 48h 1,142 5,142 9,92° 6,2° 7,88°¢ 0,81°9 P
118 P7 120h 0P 2,34" 9,26°" 15,62 7,12°¢ 0,799 P
124 P7 48h 1,12 5,492 9,89° 6,1° 7,51°¢ 0,77° P
144 P8 96h 0,62° 4,72 9,03° 7,2° 8,61° 0,57" P
155 P8 144h 0P 2,9° 5,761 8,0° 7,66°¢ 1,27¢ P
156 P8 168h 0P 4,36° 7,85°¢ 8,8" 6,65 ¢ 1,33¢ P
293 P8 96h 0,57° 35° 8,45°¢ 8,2" 9,07° 0,85" P
127 P9 120h 0P 2,49° 8,54°¢ 13,5° 8,24°¢ 0,99° P
129 P9 120h 0P 2,49° 8,85°¢ 14,02 8,24°¢ 0,91f P
131 P9 120h 0° 2,48° 0,48° 15,12 7,88°¢ 0,91° P
247 P9 144h 0P 4,79° 7,6¢ 6,6° 6,51¢ 0,9 P
132 P10 144h 0P 3,04° 9,28° 12,02 6,56 ¢ 1,26¢ P
133 P10 144h 0° 3,21° 9,06° 11,22 7,46°¢ 1,06°¢ P
135 P10 144h 0P 3,8° 7,76°¢ 8,0" 6,37 ¢ 1,35°¢ P
295 P10 144h 0P 2,18" 6,631 12,752 7,32°¢ 1,812 P
136 P11 144h 0P 2,92° 9,17° 12,42 6,441 0,97f P
137 P11 120h 0P 3P 99" 13,02 7,25°¢ 1,12¢ P
138 P11 144h 0° 3,03° 9,96° 13,12 6,79 ¢ 0,94" P
173 P12 48h 1,172 481° 10,492 6,9° 8,19°¢ 0,86 N
174 P12 48h 1,19° 4,41°% 9,74° 6,9° 8,12°¢ 0,84f N
177 P12 48h 1,152 4,17° 10,122 7,5° 8,09°¢ 0,82°¢ N
182 P12 48h 1,262 461° 10,762 7,3° 8,05°¢ 0,88" N
186 P12 48h 1,162 4,16° 10,822 8,0" 7,63°¢ 0,79 N
187 P12 48h 1,222 4,22° 10,532 7,6° 7,71°¢ 0,699 N
189 P12 48h 1,192 4,87° 10,032 6,5° 7,54°¢ 0,66" N
167 P13 144h 0P 3,16" 9,62° 12,02 74°¢ 1,59° N
194 P14 144h 0P 2,78" 6,69¢ 9,5° 6,37 ¢ 1,02f N
195 P14 144h 0P 2,58° 8,31°¢ 12,72 6,681 1,22¢ N
198 P14 144h 0P 4,06° 8,86°¢ 10,22 6,431 1,22¢ N
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Tabela 4 — Continuacéo.

codigo MIONA - Tempo  Gjicose  Frutose I%tanol R::qd;trgzg}[o Glicerol A'\A(\:((:élt(ijgo H,S

™ ey @y YV (g @v @y  *
225 P15 48h 1,31° 533%  10,84° 6,5" 6,66 ° 1,04 N
250 P15 96h 0,63% 4,76%  10,34° 7,8° 7,71¢ 1,08 P
251 P15 144h 0° 5,92° 8,11°¢ 5,4° 6,9¢ 1,28¢ P
209 P15 48h 1,242 569°  11,49° 6,5" 7,63° 06" P
212 P15 48h 1,11° 4,99° 11,072 7,2° 8,07°¢ 063" P
210 P16 144h 0° 5,01° 8,78°¢ 8,0° 7,6° 1,4° P
222 P16 144h 0P 4,55° 9,06" 9,1° 7,27°¢ 1,28°¢ P
218 P17 144h (I 5,04° 6,01¢ 5,0° 7,05¢ 1,31¢ P
219 P17 144h 0° 2,93° 8,09°¢ 10,92 6,64 ° 1,249 P
221 P17 48h 1,11° 507 10,372 6,7" 7,62° 0877 P
220 P18 144h (I 3,27° 8,79°¢ 10,6° 6,5¢ 1,3¢ P
231 P18 144h 0° 4,94° 8,54°¢ 6,8" 5,52 ¢ 1,15¢ P
248 P19 144h 0P 3,83° 9,5" 12,12 6,671 0,91 P
249 P20 144h (I 2,19° 9,14° 16,52 7,27°¢ 0,639 P
283 P21 144h 0° 2,81° 9,32° 13,12 6,02° 1,06 P
284 P21 144h 0° 2,66° 8,4°¢ 12,52 7,78¢ 1,2¢ P
288 P22 48h 0P 354"  10,69° 11,952 6,82° 0,759 P
289 P22 48h 1,172 513%  10,47° 6,8" 8¢ 0759 P
294 P22 48h 0° 388°  10,11° 10,32 7,34°¢ 0,769 P
C1 P23 96h 0P 4,48° 8,68° 7,6° 7,82°¢ 077 N
c2 P24 120h 1,172 3,81° 8,13°¢ 6,5" 6,94 ° 0,86 P
C3 P25 72h 1,092 4,64° 9,62° 6,6° 7,77°¢ 0,849 P
C4 P25 96h 1,27° 4,852 8,86° 5,7° 767°¢ 087" P
C5 P26 48h 1,2° 4,07°  1043° 7,8° 8,67° 0 P
C6 P27 72h 0° 4,742 8,69° 7,3° 8,08° 0799 P

* P = producdo positiva de H,S; N = produc¢do negativa de H,S

As médias seguidas pela mesma letra (a, b, c, d, e, f, g, h, i) ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
ANOVA, em seguida o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Tempo = tempo de fermentacéo das linhagens de S. cerevisiae em mosto sintético.

Isolados marcados em negrito foram selecionados para as etapas posteriores do trabalho.

Para todos os isolados, o tempo de fermentacdo variou de 48 a 144h; a concentracéo
de glicose nos tempos de fermentacdo variou de 0 a 2,63 g/L; as concentracOes de frutose
variaram de 2,18 a 6,55 g/L e de etanol (% v/v) de 5,76 a 11,49%. O rendimento em etanol
(%) variou de 5,0% a 16,5%, e as concetragdes de glicerol e de acido acético variaram de 5,64
a 10,81 g/L e de 0 a 1,81 g/L, respectivamente. A menor concentracdo encontrada para o
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acido acético foi aquela obtida a partir de fermentacdo utilizando a linhagem comercial C5
(Tabela 4).

A concentracdo inicial de aclcares nas microfermentac6es foi de 209,75 g/L (106 g/L
de glicose e 103,75 g/L de frutose), dosados por HPLC. Todas os isolados de S. cerevisiae
estudados no presente trabalho apresentaram preferéncia para o consumo de glicose em
relacdo ao consumo de frutose. O consumo de frutose pela levedura é menor na presenca de
altos niveis de etanol, e, por consequéncia, esse aclcar apresenta maiores valores residuais
durante a fermentacdo alcodlica em relacdo aos valores encontrados para a glicose
(BERTHELS et al., 2004).

A frutose apresenta um dulcor aproximadamente duas vezes maior do que a glicose;
com isso, a presenca desse acucar como acUcar residual tem um efeito muito mais
significativo na dogura final do vinho, podendo ser o principal fator causador de dogura
indesejavel em vinhos secos. O alto teor de frutose residual também significa um rendimento
em etanol mais baixo e um maior risco de contaminagdo microbioldgica do vinho finalizado
(LEE, 1987; BOULTON et al., 1996). Um elevado teor residual de frutose pode ser observado
para 36 isolados (9, 10, 287, 19, 54, 57, 81, 82, 87, 111, 115, 122, 125, 117, 124, 144, 156,
247, 173, 174, 177, 182, 186, 187, 189, 198, 225, 250, 251, 209, 210, 222, 218, 221, 231 ¢
289) que ndo diferiram estatisticamente com concentragdes de 4,05 a 6,55 g/L (Tabelas 4).
Esse isolados também n&o diferiram estatisticamente das leveduras comerciais C1, C3, C4,
C5e Cé6.

O etanol é o principal bioproduto da fermentagdo alcodlica, e sua producdo é
influenciada pelo conteldo de acucar, temperatura de fermentacdo e pela linhagem de
levedura utilizada. Esse alcool pode ser produzido em concentracfes de 14 a 15% durante a
producéo do vinho, e valores acima desses sdo geralmente resultantes da suplementacdo com
acucar durante a fermentacdo (JACKSON, 2008). No presente estudo, os valores de etanol
variaram de 5,76 a 11,49% (v/v) (Tabela 4). Os Unicos valores abaixo de 7% (v/v) foram
encontrados para os isolados 155 (5,76% v/v com 144h de fermentacdo), 218 (6,01% v/v com
144h de fermentacdo), 295 (6,63% v/v com 144h de fermentagéo) e 194 (6,69% v/v com 144h
de fermentacdo). Deve-se ressaltar que o maior valor da producédo de etanol (11,49 % v/v) foi
encontrado para a levedura indigena 209 isolada da variedade de uva Petit Verdot, essa
linhagem ndo diferiu estatisticamente de outras linhagens indigenas (10, 12, 96, 17, 95, 57,
26, 30, 87, 115, 125, 122, 138, 173, 177, 182, 186, 187, 189, 225, 250, 212, 221, 288, 124,
289 e 294) com concentracgdes de 9,96 a 11,07% (v/v).

70



O segundo bioproduto mais abundante na fermentacdo alcodlica é o glicerol. O
glicerol desempenha um papel organoléptico muito importante no vinho por apresentar um
sabor adocicado, semelhante ao da glicose, mas leve, de modo que afeta apenas a dogura em
vinhos secos caso a sua concentracdo ultrapasse 5 g/L (JACKSON, 2008; 2009). Esse produto
afeta a viscosidade do vinho somente quando sua concentragéo é igual ou maior que 26 g/L,
concentracdo essa raramente obtida (NOBLE; BURSICK, 1984; JACKSON, 2008). Todos
isolados de S. cerevisiae testados no presente trabalho produziram valores acima de 5 g/L
(Tabela 4). Adicionalmente, os valores de glicerol encontrados para os isolados de S.
cerevisiae indigenas 12, 13, 82, 87, 96, 111, 115 e 122, que ndo diferiram estatisticamente
entre sim com concentracdes de 9,77 a 10,81 g/L, foram melhores que os encontrados para as
linhagens comerciais (Tabela 4). Outros estudos utilizando meios sintéticos de fermentagéo
similares ao empregado no presente estudo obtiveram concentragfes de glicerol semelhantes
as encontradas neste trabalho para as linhagens de S. cerevisiae estudadas (MARTINEZ-
MORENO et al., 2012; ANDORRA et al., 2012; GUTIERREZ et al., 2012).

Como ocorre para a producéo do glicerol, a producédo de acido acético é intimamente
dependente do nivel de aglcar inicial no mosto. Quanto maior o teor de aglcares no mosto,
mais é&cido acético e glicerol a levedura ira produzir (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). O
acido acético é produzido em pequena quantidade pelas leveduras na fermentacao alcoolica,
sendo produzido por S. cerevisiae, dependendo da linhagem, em quantidades que variam entre
0,1 e 0,3 g/L num mosto com concentracdo de acgucar inicial menor do que 220 g/L
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). No entanto, de acordo com Fleet e Heard (1993),
linhagens de S. cerevisiae normalmente produzem de 0,3 a 0,8 g/L de acido acético. Niveis de
até 0,6 g/L de acido acético em vinhos sdo aceitaveis (ROMANO, 1990). Acima desse valor,
0 vinho apresenta um gosto amargo, efeito indesejavel para a qualidade do mesmo. Todos 0s
isolados testados apresentaram valores acima de 0,6 g/L de &cido acético, com excecdo da
linhagem de S. cerevisiae comercial C5 que apresentou uma concentracdo nao detectavel pela
técnica de HPLC utilizada (Tabela 4). As menores concentracdes de &cido acético
encontradas para as S. cerevisiae indigenas foram constatados para as linhagens 14, 15, 2009,
144,189 e 212 que ndo diferiram estatisticamente entre sim com concentragdes de 0,51 a 0,66
g/L (Tabela 4). A maior concentracdo encontrada de acido acético foi produzida pela levedura
295, com 1,81 g/L. Valores de &cido acético elevados também foram encontrados para as S.
cerevisiae comerciais utilizadas como controle e a titulo de comparacdo (0,77 a 0,87 g/L),
exceto para a linhagem C5. Valores semelhantes (ou mesmo acima) de acido acético também
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foram encontrados em fermentacfes que utilizaram a mesma constituicdo de mosto sintético
empregada no presente trabalho (MARULLO et al., 2004; 2007, GUTIERREZ et al., 2012).
No entanto, a fermentacdo realizada em pequenos volumes no presente estudo pode ter
influenciado na quantidade de &cido acético produzido, jA& que a levedura realiza a
fermentacdo alcodlica e pode estar respirando simultaneamente. Em contrapartida, nos
experimentos de producdo dos vinhos (em volumes maiores), como mostrado no item 3.4.2,
ndo foi constatada a producdo de acido acético, corroborando o que foi escrito acima. Outro
fator que pode ter influenciado na producédo desse &cido é a fermentacdo em mosto sintético,
visto que nos trabalhos de Marullo e colaboradores (2004; 2007), e Gutiérrez e colaboradores
(2012) também houve essa elevada producdo em mosto sintético de mesma constituicéo.

Por meio das caracteristicas analisadas (Tabela 4) em conjunto (menor tempo de
fermentacdo, maior consumo de glicose e frutose, menor producdo de etanol, menor
rendimento em etanol, maior producdo de glicerol e menor producdo de &cido acético) foi
selecionado um isolado de S. cerevisiae indigena de cada perfil de restricdo do DNA
mitocondrial, totalizando em vinte e duas linhagens. Apos essa selecdo, uma nova selecdo foi
realizada, utilizando os mesmos critérios de escolha acima, selecionando nove S. cerevisiae
indigenas para a produgdo dos vinhos (em triplicatas). Os isolados escolhidos foram os de
numero 14, 24 e 30 (isolados do mosto fermentado da variedade de uva Syrah da Fazenda
Vinibrasil), 293 e 294 (isolados do mosto fermentado da variedade de uva Cabernet
Sauvignon da Fazenda Vinibrasil), 133 e 136 (isolados do mosto fermentado da variedade de
uva Chenin blanc da Fazenda Ouro Verde), 248 e 249 (isolados do mosto fermentado da
variedade de uva Cabernet Sauvignon da Fazenda Ducos), essas linhagens estdo marcadas em
negrito na tabela 2. Além dessas, as leveduras comerciais C1 (Maurivin AWRI-796) e C6
(Fermol Rouge) foram também escolhidas por serem usadas no Vale do Sdo Francisco (VSF)

na producdo de vinhos tintos, sendo a C1 a mais utilizada.

3.4 Producéo dos vinhos em pequena escala
3.4.1 Analise da presenca dos compostos fenolicos totais nos vinhos

As concentragdes dos compostos fendlicos totais nos vinhos elaborados com a
variedade de uva Syrah empregando-se as nove leveduras S. cerevisiae indigenas selecionadas
(vinho 1 ao vinho 9), duas leveduras comerciais utilizadas no Vale do Sdo Francisco (vinho

10 e 11) estdo representadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Média das concentra¢fes dos compostos fenolicos totais encontrados nos vinhos
elaborados com a variedade de uva Syrah e produzidos pelas linhagens indigenas e comerciais

de Saccharomyces cerevisiae.

Vinhos Concentracao (mg/mL)
Vinho 1 (levedura indigena 14) 0,2450+0,01
Vinho 2 (levedura indigena 24) 0,2530+0,01
Vinho 3 (levedura indigena 30) 0,3074+0,02
Vinho 4 (levedura indigena 293) 0,2521+0,04
Vinho 5 (levedura indigena 133) 0,3189+0,03
Vinho 6 (levedura indigena 136) 0,3245+0,01
Vinho 7 (levedura indigena 248) 0,3464+0,02
Vinho 8 (levedura indigena 249) 0,2993+0,01
Vinho 9 (levedura indigena 294) 0,3431+0,02
Vinho 10 (C1 = linhagem comercial Maurivin AWRI-796) 0,3292+0,03
Vinho 11(C6 = linhagem comercial Fermol Rouge) 0,4257+0,11

Pode-se observar que os vinhos elaborados pelas S. cerevisiae indigenas apresentaram
valores dos compostos fendlicos totais variando de 0,2450 a 0,3464 mg/mL, valores proximos
ao encontrado nos vinhos elaborados pela linhagem C1 (0,3292 mg/mL), levedura comercial
mais utilizada na produgdo dos vinhos no Vale do S&o Francisco. O vinho 11 (levedura
comercial C6) apresentou a maior concentracdo dos compostos fendlicos totais dentre todos
os vinhos analisados (0,4257 mg/mL). De acordo com Singleton (1982), raramente a
concentracdo dos compostos fenolicos totais dos vinhos tintos, disponiveis comercialmente,
estdo acima de 2,5 g/L.

Stratil e colaboradores (2008) testaram 20 vinhos tintos de diversas origens e
variedades quanto a concentragdo dos compostos fendlicos. Os autores observaram que o
vinho feito com a variedade Syrah apresentou 1,871 mg/mL de compostos fendlicos, e o
maior valor foi encontrado em um vinho tinto italiano (2,262 mg/mL). Minussi e
colaboradores (2003) constataram para vinhos tintos brasileiros uma concentracdo média de
compostos fenolicos totais de 1,920 mg/L. Lucena e colaboradores (2010) encontraram
concentracfes elevadas de compostos fendlicos totais em vinhos tintos do Vale do Séo
Francisco, sendo os maiores valores constatados para as variedades Syrah e Tannat, ambas
com 5,9 g GAE/L, e 0 menor valor encontrado foi de 3,2 g GAE/L da variedade Cabernet
Sauvignon. Esses valores estdo muito acima dos encontrados no presente estudo nos vinhos
elaborados com as linhagens indigenas selecionadas e com as leveduras comerciais. Todas as

concentragfes dos compostos fendlicos encontrados nos estudos citados correspondem a
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valores de uma vinificagdo completa, ou seja, foi realizada também a fermentacdo malolatica,
etapa aplicada apo6s o final da fermentacdo alcodlica. Essa etapa ndo foi realizada no presente
estudo, isso pode ter influenciado nos menores niveis de compostos fendlicos encontrados,
assim como a pequena quantidade de uva utilizada para realizar a fermentacdo em 600 mL de
mosto de uva (Syrah), visto que a influéncia majoritaria € da uva na concentragdo dos
fenolicos totais (SOLEAS et al., 1997).

3.4.2 Consumo de acucares e producao de etanol, glicerol e acido acético

Apobs a finalizacdo da fermentacdo alcodlica (duracdo de cinco dias para todas as
linhagens), foram dosados por HPLC o consumo dos agucares (glicose e frutose), a producgéo
de etanol, glicerol e &cido acético nos vinhos produzidos no presente trabalho. Foi dosado
também por HPLC a concentracdo dos acUcares presentes no mosto inicial do vinho, sendo
89,6 g/L de glicose e 120,6 g/L de frutose, totalizando em 210,2 g/L de acgucar (Tabela 6).

Apenas no vinho 2 foi detectada a presenca de glicose (0,6 g/L). A frutose foi
detectada em todos os vinhos, com valores variando de 0,4 a 1 g/L, e estatisticamente iguais.
Os resultados também sugerem que a fermentagdo alcoolica foi realizada com éxito por todas
as leveduras, ja que toda a glicose foi consumida no processo de fermentacdo de praticamente
todos os vinhos, e a frutose encontrada em todos os vinhos foi menor que 2 g/L.

A producédo de etanol nos vinhos variou de 10,4% a 12,7% (v/v), valores esses aceitos
pela legislacdo brasileira (8,6-14%). A linhagem que produziu a menor concentracdo de
etanol foi o isolado 293 (10,4% v/v), do vinho 4. Os vinhos 10 e 11, produzidos pelas
leveduras comerciais Cl1 e C6, respectivamente, apresentaram teores alcodlicos
estatisticamente iguais aos vinhos 1, 2, 3, 7, 8 e 9 produzidos pelas linhagens indigenas
selecionadas. As concentragfes de etanol dos vinhos 5 e 6 foram equivalentes a 11,1% e
11,3%, respectivamente, e estatisticamente iguais.

A producdo do glicerol, como mostrado na tabela 6, variou de 8,3 a 9,6 g/L,
concentracfes essas consideradas adequadas (JACKSON, 2008; 2009). Esses valores estdo
acima de 5 g/L, concentracdo que afeta a docura em vinhos secos, e séo valores maiores do
que aqueles verificados em outros trabalhos (ALVAREZ-PEREZ et al., 2012; CADIERE et
al., 2012; GUTIERREZ et al., 2012; ROSSOUW et al., 2012). Todos os vinhos nesse estudo
ndo diferiram estatisticamente quanto a concentracdo de glicerol produzida pelos mesmos.

Nao foi detectado pelo HPLC acido acético em todas as amostras de vinho. Vale

ressaltar que nos experimentos de fermentacdo em mosto sintético, utilizando-se essas
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mesmas linhagens indigenas e comerciais (com excecdo da linhagem comercial C5), valores
elevados (acima de 0,6 g/L) para esse acido foram encontrados (Tabela 4). Nesse sentido,
demonstra que na fermentacdo em mosto sintético o comportamento fermentativo na
producdo do &cido acético foi diferente do encontrado nos vinhos, pois além de realizarem a
fermentacdo alcoodlica realizaram também a respiracdo, ja que o ambiente ndo ficou
totalmente em anaerobiose e com isso tornando a acidez maior. Além das linhagens indigenas
selecionadas terem se comportado diferentemente quanto a producdo do &cido acético no
mosto sintético e no vinho, com relagdo ao tempo de fermentacdo alcodlica também foi
diferente, todas terminaram essa fermentacdo em cinco dias (120h). Esse fato justifica
também a escolha de linhagens indigenas que terminaram a fermentacdo no mosto sintético
em 144h, pois no vinho o tempo foi menor e igual para todas. Contudo, a utilizagdo do mosto
sintético de fermentacdo como parametro para selecionar linhagens é importante porque todas
estdo sob as mesmas condicdes para serem analisadas.

De acordo com as concentracdes analisadas de etanol, glicerol, &cido acético e
acucares, pode-se observar que as linhagens indigenas apresentaram resultados semelhantes

as leveduras comerciais.
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Tabela 6 — Média das concentragdes de glicose (g/L), frutose (g/L), etanol (% v/v), glicerol
(g/L) e acido acético (g/L) encontradas nos vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah e
produzidos com as linhagens indigenas e comerciais de Saccharomyces cerevisiae, e do vinho

produzido por fermentacao espontéanea.

Glicose Frutose  Etanol % Glicerol  Acido

Vinho (g/L) (g/L) (VIv) (g/L)  Acético
Mosto inicial do vinho 89,9+4,7% 120,6+7,6° *ND *ND *ND
Vinho 1 (linhagem 14) *ND 0,9+0,2°  12,740,2* 9,440,2® *ND
Vinho 2 (linhagem 24) 06+1,0° 05+04° 12,0+04° 8,8+05% *ND
Vinho 3 (linhagem 30) *ND 0,840,2°  12,1+0,3* 8,8+0,4°® *ND
Vinho 4 (linhagem 293) *ND 0,9+0,7°  10,4+0,7° 8,3+0,4* *ND
Vinho 5 (linhagem 133) *ND 0,4+05° 11,1+0,3° 8,3+0,6° *ND
Vinho 6 (linhagem 136) *ND 0,440,4°  11,3+0,5" 8,740,3* *ND
Vinho 7 (linhagem 248) *ND 0,4+0,3"  12,0+0,2° 9,2+0,4® *ND
Vinho 8 (linhagem 249) *ND 1,040,3°  11,940,3* 9,6+32% *ND
Vinho 9 (linhagem 294) *ND 0,8+0,8°  11,740,3* 92+0,4* *ND
Vinho 10 (C1 = Maurivin AWRI-796) *ND 0,8+0,2°  11,8+0,1* 8,8+0,4* *ND
Vinho 11 (C6 = Fermol Rouge) *ND 0,940,2°  11,9+0,4* 8,3+0,2° *ND

Foi aplicado ANOVA, em seguida o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As médias seguidas
pela mesma letra (a, b, ¢) ndo diferem estatisticamente entre si.
*ND - Néo Detectado.

3.4.3 Determinacdo dos compostos volateis nos vinhos

Trinta e trés compostos volateis foram identificados nos vinhos produzidos com as
linhagens de S. cerevisiae selecionadas (Tabela 7). Na tabela 8 encontram-se 0s respectivos
indices de retencio de Kovats calculado e encontrados na literatura dos compostos. Os grupos
de compostos aromaticos que foram identificados neste trabalho corrsponderam aos ésteres
(17 compostos diferentes), acidos (dois compostos diferentes) e alcoois (cinco compostos
diferentes), além de outros nove compostos diferentes. Vinte e um desses compostos
apareceram em 100% dos vinhos. Dois compostos (butanoato de etila; octanoato de 2-metil-
butila) foram detectados em 90,9% dos vinhos; dois compostos (ciclohexano; 1,3-di-tert-butil-
benzeno) em 72,7%; um composto (a4cido decandico) em 45,4%; um composto (9-decenoato
de etila) em 27,3%; dois compostos (2-metdxi-2-metil-propano; 1-(1-ethoxyethoxy) pentano)
em 36,4%; um composto (Succinato de dietila) em 18,2%; e trés compostos (2,4,5-trimethyl-

1,3-dioxolane; oleato de etila; 4-hydroxyphenethyl alcohol) em 9,1% dos vinhos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Média das concentra¢fes dos compostos volateis encontrados nos vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah e produzidos com

as linhagens indigenas e comerciais selecionadas de Saccharomyces cerevisiae.

Vinho

Composto (mg/L) 1™ 2" 3" 4" 5" 6 7" 8" 9" 10 117
3-octanol (padrao interno) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Esteres Totais (17)
acetato de etila 32,910° 35,699° 30,707° 35,486° 25,661* 22,904® 24,391* 29,879° 24,096® 31,780° 33,523°
butanoato de etila 0,241 0,193 0,196 0,235* 0,157* 0,165* 0,068° “ND 0,105* 0,206* 0,235°
acetato isoamilico 0,799¢ 0,752° 0,484¢ 1,934* 0,813° 0,588°¢ 0,697¢ 1,812® 1,006° 1,102 1,091°
acetato de 2-metil-butil 0,074¢ 0,070¢ 0,043¢ 0,232* 0,085¢ 0,060¢ 0,075¢ 0,195* 0,103° 0,089°¢ 0,090°
hexanoato de etila 0,220 0,147* 0,197* 0,265* 0,136° 0,135 0,115® 0,144* 0,181* 0,219* 0,210°
succinato de dietila 0650° 0698* ND ~ND ND ND ND ND ND  'ND  'ND
octanoato de etila 0,377" 0,312°¢ 0,452* 0,570* 0,279°¢ 0,265° 0,133 0,170¢ 0,285° 0,345" 0,396"
acetato de Fenil-Etil 0,010¢ 0,018¢ 0,016¢ 0,102* 0,021°¢ 0,018¢ 0,043* 0,123* 0,064° 0,033° 0,030°
nonanoato de etila 0,042 0,047+ 0,045* 0,050* 0,031® 0,030 0,017¢ 0,014¢ 0,006¢ 0,007¢ 0,010°
9-decenoato de etila “ND 0,005° ND 0,016 ND "ND "ND "ND ‘ND  0,003° 'ND
decanoato de etila 0,203" 0,153" 0,286 0,163 0,156 0,197 0,136" 0,229* 0,150° 0,187°> 0,160"
octanoato de isopentila 0,010° 0,010° 0,013* 0,027* 0,014°> 0,009° 0,005* 0,010* 0,009° 0,010> 0,009°
octanoato de 2-metil-butila  0,003° 0,003" 0,004* 0,010® 0,005 0,003 “‘ND 0,004* 0,004° 0,002 0,002°
dodecanoato de etila 0,040 0,035 0,042 0,030* 0,035* 0,032* 0,033* 0,041* 0,046* 0,044* 0,041%
tetradecanoato de etila 0,146*  0,111° 0,179* 0,084 0,127* 0,136* 0,210* 0,158* 0,058" 0,094° 0,056"
hexadecanoato de etila 0’,<O46a 04046a 04051a O’,k013a O’,k040a 04041(3 O’,k081a 0,090* O’,k056a 0,,k063a 0’1042a
oleato de etila ND ND ND ND ND ND ND 0,020 ND ND ND
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Tabela 7 — Continuagéo

Vinho

Composto " " » ” ” N » N " » "

(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Acidos Totais (2)
4cido octanoico 1,05¢  0586¢  1,728*  1,379®  1,406®  1,300°  1,560®  1,380°  1,017°  1,206°  1,033°
4cido decandico "ND "ND 0,015° "ND "ND 0,012° 0,030  0,044®  0,013" "ND "ND
Alcoois Totais (5)
&lcool isoamilico  246,082° 261,421° 190,097¢ 263,041° 335610° 235734° 312,908 371,091° 303,253" 239,392° 193,397
2-metil-1-butanol ~ 46,094°  43,963° 38,861° 44,039° 55146° 49,746° 54,410° 55432" 69,777° 42,723° 43,103°
1-hexanol 1,480  1,562°  1,800°  1,814*  1264*  1473*  1450*  1,649*  1,713*  1593°  1,355°
2-fenil-etanol 30,812¢ 40,700¢ 37,923 87,718° 44,627¢ 33,821¢ 120,107° 148,117° 105546° 37,757 24,781¢
isobutanol 89,642° 99,973 60,357 89,163 182,322 88,175 85175° 109,066° 78,844° 82481° 70,665"
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Tabela 7 — Continuagéo

Vinho

Composto (mg/L) 17 2" 3" 4" 57 6 7" 8" 9" 10 117
Outros (9)
ciclohexano 1,749® 1455° 1309° ND  0,432° 0,648° 0,409° °ND  0,710° 'ND  0,647°
2,4,5-trimethyl-1,3-
dioxolane ND ND  8,809° ND ND ND ND ND ND ND ND
1,1-dietoxietano 9,186 11,78* 23,896° 5536° 3,680° 2,627° 13,462° 21,049° 11,959 9,637® 11,260°
2-metbdxi-2-metil - X X X X X X X
propano 6,576 3,820° 3,292° ND  3,430° ND ND ND ND ND ND
1-(1-ethoxyethoxy) X X X X X X X
pentano ND ND  8,400° ND ND ND  3524° 9226° 3,606° ND ND
delta-3-careno 0,098 0,061® 0,030°® 0,019° 0,011°® 0,009° 0,006° 0,071® 0,139® 0,079° 0,047"

1,3-di-Tert-butil-benzeno  0,028°% 0,023% 0,019°

* *

4-hydroxyphenethyl "ND ND ND
alcohol

2,4-di-tert-butylphenol 41,925° 43,309* 55,183"°

* * *

0,015° 0,015° 0,016 0,018° 0,013° ND ND ND

* * * * * * *

ND ND ND ND ND 1,038 ND ND

52,024" 63,233° 53,866° 53,786° 41,729* 22,011¢ 25576¢ 21,005°

*ND...Ndo Detectado

** Vinho 1 (levedura indigena 14); Vinho 2 (levedura indigena 24); Vinho 3 (levedura indigena 30); Vinho 4 (levedura indigena 293); Vinho 5 (levedura indigena 133);
Vinho 6 (levedura indigena 136); Vinho 7 (levedura indigena 248); Vinho 8 (levedura indigena 249); Vinho 9 (levedura indigena 294); Vinho 10 (C1 = linhagem comercial
Maurivin AWRI-796), Vinho 11 (C6 = linhagem comercial Fermol Rouge). Foi aplicado ANOVA, em seguida o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As
médias seguidas pela mesma letra (a, b, ¢, d) nédo diferem estatisticamente entre si.
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Tabela 8 — Indices de Kovats calculado e encontrados na literatura dos compostos volateis
identificados nos vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah e produzidos com as

linhagens indigenas e comerciais selecionadas de Saccharomyces cerevisiae.

indice de Kovats indice de Kovats
Composto volateis calculado (1K) literatura (1K _lit)
3-octanol (padréo interno) 998 991
Esteres Totais (17)
acetato de etila <C7 “EM
butanoato de etila 805 804
acetato isoamilico 882 876
acetato de 2-metil-butil 884 881
hexanoato de etila 1002 998
succinato de dietila 1187 1179
octanoato de etila 1201 1197
acetato de fenil-etil 1263 1258
nonanoato de etila 1297 “NE
9-decenoato de etila 1389 “NE
decanoato de etila 1397 1391
octanoato de isopentila 1449 1445
octanoato de 2-metil-butila 1452 ‘NE
dodecanoato de etila 1595 1595
tetradecanoato de etila 1794 1796
hexadecanoato de etila 1993 1993
oleato de etila 2167 “NE
Acidos Totais (2)
4cido octanoico 1194 “NE
4cido decandico 1372 “NE
Alcoois Totais (5)
alcool isoamilico 745 740
2-metil-1-butanol 147 732
1-hexanol 874 870
2-fenil-etanol 1113 1107
isobutanol <C7 “EM
Outros (9)
ciclohexano <C7 “EM
2,4,5-trimethyl-1,3-dioxolane 729 “NE
1,1-dietoxietano 733 730
2-metoxi-2-metil-propano <C7 "EM
1-(1-ethoxyethoxy) pentano 979 “NE
delta-3-careno 1007 1002
1,3-di-tert-butil-benzeno 1261 “NE
4-hydroxyphenethyl alcohol 1437 1431
2,4-di-tert-butylphenol 1515 1497

“EM = Composto identificado pelo espectro de massas no NIST

““NE = Composto ndo encontrado na literatura e identificado pelo espectro de massas no NIST
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O aroma do vinho é formado por centenas de compostos volateis de natureza quimica,
concentracOes e origens diferente. As leveduras sdo responsaveis pelo aroma secundario da
fermentacdo do vinho, que é produzido durante a fermentacdo alcodlica e determinado pelos
compostos produzidos por parte do metabolismo das mesmas (FLEET, 2003). Os principais
grupos de compostos aromaticos derivados do metabolismo das leveduras sdo os &cidos
organicos, alcoois superiores, ésteres, e, em menor quantidade, aldeidos (RAPP; VERSINI,
1991). Cada grupo de compostos ¢ importante na formacao do “flavour” do vinho e sendo
diferenciado, principalmente, pela concentragdo produzida por cada levedura durante a
fermentacdo alcodlica. Os compostos volateis detectados no presente trabalho nos vinho
elaborados em escala de laboratorio podem contribuir para o “flavour”, e as diferencas
observadas podem ser relevantes na diferenciacdo dos mesmos por analise sensorial. Dentro
do grupo dos alcoois superiores (alcoois fusel), alguns dos mais importantes sdo o alcool
isolamilico, 2-fenil-etanol, isobutanol, 2-metil-1-butanol, 1-hexanol (HENSCHKE;
JIRANEK, 1993). As concentracBes dos alcoois superiores sdo consideradas desejaveis
devem ser inferiores a 300 mg/L. Acima de 400 mg/L sdo considerados indesejaveis
(SWIEGERS; PRETORIUS, 2005). Os valores para os alcoois superiores encontrados no
trabalho apresentaram concentragcbes abaixo de 400 mg/L, podendo desse modo serem
consideradas desejaveis.

O alcool isoamilico é o alcool superior encontrado em maior concentracao nos vinhos.
Esse grupo apresenta mais de dois atomos de carbono e representa a maior concentracdo
dentre os grupos dos compostos aromaticos (AMERINE et al., 1980). Como pode-se observar
na tabela 7, o vinho de numero 8 elaborado pela linhagem de S. cerevisiae 249 foi o0 que
apresentou a maior concentracdo desse composto (371,091 mg/L). Os vinhos que
apresentaram as menores concentracfes desse alcool foram o vinho de nimero 3 (190,097
mg/L) e vinho de numero 11 (193,397 mg/L), no qual ndo diferem estatisticamente. De
acordo com a literatura, o alcool isoamilico é encontrado em vinhos em concentracdes que
variam de 6 a 490 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). Portanto, os
resultados encontrados no presente trabalho podem ser considerados satisfatorios, pois
nenhum vinho apresentou valores acima de 490 mg/L para alcool isoamilico.

Um outro alcool superior muito importante na composi¢do aromatica do vinho é o 2-
fenil-etanol que proporciona ao vinho um aroma floral de rosas (MARTI et al., 2003), e é
encontrado em concentragcOes de 4 a 197 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et
al., 2005). No presente trabalho, o vinho com a maior concentragéo desse composto foi o de
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namero 8 (148,117 mg/L). Outros vinhos também apresentaram concentracGes elevadas de 2-
fenil-etanol, como os de nimero 7 (120,107 mg/L) e 9 (105,546 mg/L), nesses ndo havendo
diferenca estatistica. Os vinhos de nimero 1, 2, 3, 5, 6, 10 e 11 apresentaram as concentracdes
mais baixas de 2-fenil-etanol (24,781 a 44,627 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica entre
eles. Louw e colaboradores (2010) encontraram, de um modo geral, concentracbes mais
baixas desse composto (14,31 — 96,27 mg/L) em vinhos produzidos com a variedade de uva
Syrah na Africa do Sul.

O composto 2-metil-1-butanol € um &lcool superior que € encontrado nos vinhos nas
concentracfes entre 15 e 150 mg/L, sendo que valores acima de 150 mg/L ndo sao
interessantes na bebida (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). O vinho que
apresentou a maior concentracdo desse composto foi o de nimero 9 (69,777 mg/L), e 0s
vinhos que apresentaram as menores concentraces foram de nimero 1, 2, 3, 4, 6, 10 e 11
(38,861 a 49,746 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica entre eles. Portanto, todos 0s
valores encontrados no presente trabalho estavam abaixo do limite maximo para este
composto.

O isobutanol apresenta um aroma alcodlico e é encontrado em vinhos na faixa de 9 a
174 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que
apresentaram os maiores valores desse composto foram os de numeros 5 (182,322 mg/L) e 8
(109,066 mg/L). Embora o vinho 8 tenha apresentado uma concentracdo elevada, ele ndo
diferiu estatisticamente dos demais outros vinhos (60,357 a 99,972 mg/L). Com excegéo do
vinho de nimero 5, todos os demais apresentaram valores para esse composto semelhante
aqueles obtidos em outros trabalhos (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005).
O composto 1-hexanol é um alcool superior com aroma de grama (SWIEGERS;
PRETORIUS, 2005; GARCIA et al., 2011), que é encontrado na faixa de 0,3 a 12 mg/L nos
vinhos. Todos os vinhos no presente trabalho ndo apresentaram diferencas estatisticas
significaticas (1,264 a 1,800 mg/L) e os valores das concentracdes para esse composto podem
ser considerados baixos.

Os ésteres sdo compostos aromaticos responsaveis pelos aromas frutados e florais dos
vinhos, produzidos em sua grande maioria pelas leveduras durante a fermentag&o alcodlica,
sendo os alcoois superiores os seus precursores (FUGELSANG; EDWARDS, 2007,
CARRASCOSA et al., 2011). Dentre os ésteres mais importantes ha composi¢cao aromatica
dos vinhos estdo o acetato de etila, acetato isoamilico, acetato fenil-etil, decanoato de etila,
octanoato de etila e hexanoato de etila (caprato de etila), dentre outros (KONIG et al., 2009).
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O acetato de etila € um éster encontrado em concentragdes de 26 a 180 mg/L em vinhos
(LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000). Esse composto apresenta um aroma agradavel
frutado em concentrag6es abaixo de 150 mg/L e em concentracdes mais elevadas um aroma
azedo-vinagre, indesejavel (GIL et al., 2006; TAO; LI, 2009; CADIERE et al., 2012). Os
vinhos que apresentaram as maiores concentracdes de acetato de etila foram os de nimero 1,
2, 3,4,8,10 e 11 (29,879 a 35,699 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica entre esses,
sendo as menores concentracdes encontrada nos vinhos de nimero 5, 6, 7 e 9 (22,904 a
25,661 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica entre esses. Todos os vinhos estdo dentro da
faixa considerada aceitavel para esse éster possuir um aroma frutado.

O acetato isoamilico € um éster muito importante, e fornece aos vinhos um aroma
frutado, caracteristico de banana, sendo encontrado na faixa de 0,1 a 3,4 mg/L (FRANCIS;
NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005; GURBUZ et al., 2006; AZNAR; ARROTO,
2007; GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). Os vinhos que apresentaram as maiores concentracfes
foram o vinho 4 (1,934 mg/L) e o vinho 8 (1,812 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica
entre esses, e as menores concentragcdes apresentaram nos vinhos de nimero 1, 2, 3,5, 6 e 7
(0,484 a 0,813 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica.

O octanoato de etila apresenta um aroma frutado, doce, de abacaxi, péra e fruta verde,
sendo encontrado em baixas concentracdes em vinhos (de 0,05 a 3,8 mg/L) (FRANCIS;
NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que apresentaram as maiores
concentra¢fes foram os de numero 3 (0,452 mg/L) e 8 (0,229 mg/L). Os menores valores
foram encontrados no vinho 7 (0,133 mg/L) e 8 (0,170 mg/L), ndo havendo diferenca
estatistica entre eles. Todos os vinhos apresentaram uma faixa aceitavel para esse composto.
O composto decanoato de etila possui um aroma de uva, floral (AZNAR; ARROTO, 2007), e
é encontrado na faixa de 0 a 2,1 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al.,
2005), sendo produzido, portanto, em baixas concentragdes. Os vinhos que apresentaram as
maiores concentragcbes foram os de ndmero 3 (0,286 mg/L) e 8 (0,229 mg/L), sendo
estatisticamente iguais, e todos os demais vinhos apresentram as menores concentracfes
(0,136 a 0,203 mg/L), ndo havendo diferenca estatistica significativa.

O acetato de fenil-etil confere aos vinhos um aroma floral, doce, e de rosas (AZNAR,;
ARROTO, 2007). E constatato em vinhos na faixa de 0 a 18,5 mg/L (FRANCIS; NEWTON,
2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que apresentaram as maiores concentracfes desse

composto foram os de nimero 8 (0,123 mg/L) e 4 (0,102 mg/L), ndo havendo diferenca
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estatistica entre eles, e os vinhos que aprsentaram as menores concentracdes foram os de
numero 1, 2, 3,5, 6, 10 e 11 (0,010 a 0,033 mg/L), nao havendo diferenca estatistica.

O hexanoato de etila (caprato de etila) é um éster que apresenta um aroma frutado,
floral e de macd (AZNAR; ARROTO, 2007; GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). Esse composto
é encontrado em pequenas concentracdes na faixa de 0,03 a 3,4 mg/L (FRANCIS; NEWTON,
2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que apresentaram as maiores concentracfes desse
composto foram os de numero 1, 3, 4,9, 10 e 11 (0,181 a 0,265 mg/L), ndo havendo diferenca
estatistica entre esses, e as menores concentragcdes os de nimero 2, 5, 6, 7 € 8 (0,115 a 0,147
mg/L), ndo havendo diferenca estatistica.

Os é&cidos conferem uma caracteristica negativa aos vinhos quando detectados em
elevadas concentrac@es, assim como podem também inibir também a fermentacdo (CLARKE;
BAKKER, 2004). O &cido octandico apresenta um aroma de ranco, queijo e acido graxo
(CULLERE et al., 2004; LI, et al., 2008). Concentracdes desse acido devem ser encontradas
em vinhos até 41 mg/L (LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000). Os vinhos que apresentaram
as maiores concentracdes foram os de numero 3 (1,728 mg/L) e 7 (1,560 mg/L),
estatisticamente iguais, e a menor concentracdo o vinho de numero 2 (0,586 mg/L). Portanto,
todos os vinhos apresentaram valores muito baixos para esse composto.

O é&cido decandico apresenta um aroma desagradavel, de gordura (LI, et al., 2008),
podendo ocorrer em vinhos como em concentracdes de até 54 mg/L (LAMBRECHTS;
PRETORIUS, 2000). Todos os vinhos apresentaram baixas concentracGes desse composto,
sendo as maiores para o de nimero 7 (0,030 mg/L) e 8 (0,044 mg/L), iguais estatisticamente,
e as menores nos vinhos de nimero 3, 6 e 9 (0,012 a 0,013 mg/L), iguais estatisticamente.
Esse composto ndo foi detectado nos vinhos de numero 1, 2, 4,5, 10 e 11.

A palavra qualidade é bastante utilizada em referéncia ao vinho, sendo que a
Organizacdo Internacional de Normalizagdo define a qualidade como o "grau em que um
conjunto de caracteristicas inerentes satisfaz requisitos” (FRANCIS et al., 2005). Nesse
sentido, o comprador ira observar todos o0s requisitos associados a essa palavra e comparar
com outros produtos (SWIEGERS et al., 2005). Os resultados do presente trabalho sugerem
que as linhagens indigenas de S. cerevisiae conseguiram produzir vinhos de qualidade quando
0 padrdo utilizado para esta analise foram os compostos volateis produzidos, comparado-se
com as linhagens comerciais testadas. A linhagem indigena 249 que foi inoculada no vinho 8
apresentou-se como a linhagem que mais se destacou quanto a producdo de compostos

frutados e florais, sugerindo assim ser uma linhagem com caracteristicas interessantes para
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esses compostos que possa ser testada na producdo de vinhos em escala industrial. Esses
resultados sdo promissores na busca por linhagens indigenas regionais que possam trazer
tipicidade aos vinhos do Vale do Rio Séo Francisco, ja que os produtores locais utilizam
linhagens comerciais estrangeiras. A obtengdo de linhagens proprias da regido capazes de
produzir vinhos de qualidade podera representar um ganho tecnolégico para os produtores e
agregar um maior valor comercial a esta bebida, uma vez que se estard utilizando uma

linhagem de S. cerevisiae encontrada tipicamente da regiao.
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4. CONCLUSOES

e Os mostos fermentados das cinco variedades de uva (Vitis vinifera L.) colhidas em
quatro fazendas no Vale do Sdo Francisco foram substratos apropriados para o
isolamento de linhagens indigenas de S. cerevisiae. Essas linhagens indigenas
colonizam as uvas, e foram encontradas em maior numero do que linhagens
comerciais utilizadas nos processos de vinificacdo da regido, linhagens essas também

isoladas a partir das uvas estudadas;

e A andlise dos perfis de restricio do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) dos 259
isolados de S. cerevisiae obtidos mostrou a ocorréncia de 22 perfis diferentes nas
linhagens indigenas de S. cerevisiae, e dois perfis correspondentes a linhagens
comerciais utilizadas na regido indigenas. Foi possivel detectar, portanto, a presenca
de linhagens comerciais introduzidas nos vinhedos da regido do Vale do Sé&o
Francisco. Por meio dessa técnica foi possivel diferenciar as linhagens indigenas das

comerciais utilizadas na regiao;

e Duas leveduras comerciais utilizadas na producéo de vinhos na regido apresentaram o
mesmo perfil de restricdo do DNA mitocondrial, podendo representar a mesma
linhagem de S. cerevisiae, apesar de serem comercializadas com denominacdes

diferentes, a partir de diferentes fabricantes;

e Os experimentos de microfermentacdes em meio sintético possibilitaram a selecdo de
nove linhagens indigenas de S. cerevisiae para a producdo de vinhos em pequena
escala. Essas linhagens apresentaram parametros fermentativos interessantes para a

utilizacdo como iniciadoras do processo fermentativo para a elaboracao de vinhos;

e Os vinhos produzidos pelas nove linhagens indigenas de S. cerevisiae (vinho 1 ao
vinho 9), quando comparados com os dois vinhos produzidos por linhagens
comerciais de S. cerevisiae (vinho 10 e 11) apresentaram resultados semelhantes em
relacdo aos teores de acgucares residuais, e concentracdes de etanol, glicerol e &cido

acetico. Portanto, a partir da andlise desses resultados, as linhagens indigenas
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utilizadas na elaboracdo destes vinhos podem apresentar potencial para serem

selecionadas como iniciadoras do processo fermentativo;

Os vinhos produzidos pelas leveduras selecionadas apresentaram valores de
compostos fendlicos muito abaixo daqueles encontrados na literatura. Uma explicacédo
para esse resultado pode estar relacionada ao fato dos vinhos terem sido elaborados
em volumes pequenos, apresentando uma menor superficie de contato com a casca, e
sem a ocorréncia da fermentacdo malolatica, o que possivelmente contribuiu para uma

menor concentracdo desses compostos nos vinhos obtidos;

Os vinhos produzidos com as linhages indigenas de S. cerevisiae apresentaram
compostos volateis semelhantes aqueles produzidos pelas linhagens comerciais. Vale
destacar que compostos aromaticos frutados e florais foram detectados em elevada
concentracdo no vinho 8. Além disso, o composto volatil 2-fenil-etanol (aroma floral e
de rosas) foi detectado em concentracéo elevada nos vinhos 8, 7 e 9, muito acima das
concentragOes encontradas nos vinhos elaborados com as leveduras comerciais (vinho
10 e 11). Esses resultados sugerem que essas linhagens de leveduras indigenas,
principalmente aquela utilizada para elaborar o vinho 8, apresentam potencial, apds o
desenvolvimento de mais estudos, para serem utilizadas na producdo de vinhos do

Vale do Séo Francisco.
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