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RESUMO

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae para a elaboracdo de vinhos sdo as mais
solicitadas para a execu¢do do processo de fermentacdo alcoolica. A qualidade do vinho néo
dependente apenas da matéria-prima utilizada, a uva, mas tambem de leveduras selecionadas.
Estas devem possuir aptidao enoldgica adequada para o processo de vinificacdo, sendo este
um dos itens mais importantes na elaboracdo de vinhos de qualidade. Este trabalho objetivou
caracterizar as leveduras de duas séries denominadas GPEpUf17 e GPEpUL7 obtidas a partir
de bagas de uvas da cultivar Goethe Primo provenientes de Urussanga-SC. Todas as linhagens
foram avaliadas quanto a producdo de sulfeto de hidrogénio, velocidade de fermentagdo,
formacdo de fator killer, sensibilidade a atividade killer e neutralidade. Foram escolhidas
linhagens com comportamento distintos para identificacdo por amplificagéo da regido ITS1-
5.8S-1TS2 por PCR e RFLP. Os resultados mostraram que dentre as 50 leveduras da série
GPEpUf17, 50% das linhagens apresentaram excelente capacidade fermentativa, 22%
produziram sulfeto de hidrogénio. Duas linhagens a 28 GPEpUfl7 e a 35GPEpUfl7
mostraram ter comportamento sensivel e killer para diferentes espécies e géneros, o restante
da série ficou distribuido da seguinte forma: 56% demonstraram comportamento killer, 28%
sensiveis e 16% neutras. Das 50 leveduras da série GPEpUfl7 a Unica levedura ndo
identificada foi a 1GPEpUf17. Do estudo realizado com as 50 leveduras da série GPEpU17,
o0s resultados mostraram que todas linhagens apresentaram baixa velocidade fermentativa
aliada a diferentes niveis de producao de H,S (32 %). Somente 12% apresentaram atividade
killer, 50% sensibilidade ao fator Kkiller e apenas 38% ficaram caracterizadas neutras. As duas
leveduras da série GPEpUL7 identificadas por PCR-RFP a 24GPEpU17 e 42GPEpU17
correspondem ao género Issatchenkia terricola e Saccharomycopsis vini. Os resultados da
caracterizacdo das duas séries mostraram que leveduras com alto potencial fermentativo
possuem comportamento Killer e as caracterizadas neutras podem ser empregadas como
culturas mistas junto com Sacchamoryces cerevisiae.

Palavra-chave: Leveduras. Fermentagdo. H,S. Sensibilidade. Fator Killer. ldentificagdo

taxon6mica .



ABSTRACT

Yeasts of the species Saccharomyces cerevisiae for the elaboration of wines are the most
requested for the execution of the process of alcoholic fermentation. The quality of wine
depends not only on the raw material used, the grape, but also on selected yeasts. These must
possess suitable oenological aptitude for the process of vinification, being this one of the most
important items in the elaboration of quality wines. This work aimed to characterize yeasts of
two series denominated GPEpUf17 and GPEpU17 obtained from berries of Goethe Primo
grapes from Urussanga-SC. All strains were evaluated for the production of hydrogen
sulphide, fermentation speed, killer factor formation, Killer activity sensitivity and neutrality.
Strains with distinct behavior were chosen for identification by amplification of the ITS1-
5.8S-ITS2 region by PCR and RFLP. The results showed that of the 50 yeasts of the
GPEpUf17 series, 50% of the strains had excellent fermentation capacity, 22% produced
hydrogen sulphide. Two strains at 28 GPEpUf17 and 35GPEpUf17 showed sensitivity and
killer behavior for different species and genera. The rest of the series were distributed as
follows: 56% showed Killer behavior, 28% sensitive and 16% neutral. Of the 50 yeasts of the
GPEpUf17 series the only unidentified yeast was 1GPEpUf17. From the study carried out
with the 50 yeasts of the GPEpUL7 series, the results showed that all strains presented low
fermentation velocity allied to different levels of H2S production (32%). Only 12% presented
Killer activity, 50% sensitivity to the Killer factor and only 38% were characterized as neutral.
The two yeasts of the GPEpUL7 series identified by PCR-RFP at 24GPEpU17 and
42GPEpU17 correspond to the genus Issatchenkia terricola and Saccharomycopsis vini. The
results of the characterization of the two series showed that yeasts with high fermentative
potential have killer behavior and the neutral ones can be used as mixed cultures together with
Sacchamoryces cerevisiae

keywords: Yeast. Fermentation. H,S. Sensitivity. Assassin Factor. Taxonomic identification.
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1 INTRODUCAO

A selecédo de leveduras para a produgdo de vinhos tipicos de uma regido é realizada ha
bastante tempo na Europa, onde estdo localizados os paises de maior tradicdo na producéo de
vinhos de qualidade. Contudo, o Brasil tornou-se um grande produtor de vinhos de qualidade
e, em especial, os chamados vinho tropicais.

A vinicultura no Brasil manttm o desenvolvimento sustentdvel de grandes
empreendimentos e a geracdo dos empregos, com aumento importante na economia por meio
do turismo influenciado pela gastronomia. A serra gaicha, no estado do Rio Grande do Sul, é
responsavel por cerca de 90% da producdo total de vinhos no Brasil, com destaque na
producdo de uvas americanas, seja, para consumo in natura, producdo de vinhos de mesa ou
para elaboracdo de sucos; sendo considerada a maior e importante regido vinicola do Brasil
(MELLO, 2015; 2011).

Os vinhos elaborados em diferentes regides, e produzidos a partir de uma mesma
cultivar apresentam resultados distintos que conferem caracteristicas Unicas ao produto. E
justamente por essa particularidade, que os locais podem receber Indicagdes Geogréficas (IG)
(PEREIRA, 2008; TONIETTO, 1993).

Ainda que o mercado viabilize leveduras comerciais importadas para a realizacdo de
processos altamente efetivos, a utilizacdo de linhagens autoctones apresenta uma série de
vantagens, dentre elas, a maior adaptacdo das mesmas as condi¢des climaticas e a matéria-
prima local, além de caracteristicas organolépticas Unicas do vinho obtido localmente a partir
da utilizacdo dessas linhagens nativas (SILVA et al., 2008b).

A elaboracdo de vinhos de exceléncia esta diretamente ligada a qualidade da matéria-
prima e as leveduras que realizam um papel importantissimo, transformando o aclcar
presente no mosto da uva em alcool, glicerol e diversos compostos aromaticos, processo cujo
resultado estd relacionado a linhagem de levedura utilizada. A utilizacdo de leveduras
selecionadas oferece uma série de vantagens para elaboracdo de vinhos, como alta capacidade
fermentativa, baixa producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S) (da SILVA; SILVA, 1987) e
neutralidade ao fator killer (da SILVA, 1996), conferindo ao vinho qualidade superior.

A producdo de sulfeto de hidrogénio por leveduras € um problema frequente durante a
elaboracdo de vinhos. O sulfeto de hidrogénio é um gas que produz o odor caracteristico de
ovos podres. Portanto, € importante selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae que
ndo liberem sulfeto de hidrogénio durante a fermentacdo, e assim ndo formem aromas
indesejaveis (WLODARCZYK, 2013).
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A presenca de proteina killer em leveduras é importante e deve ser verificada, pois
permite inibir a acdo de outras leveduras que causam contaminagédo (DE SIQUEIRA, 2007).
Embora esta vantagem seja bastante difundida por diferentes autores (LABBANI et al., 2015;
WOIIK et al., 2015; MEHLOMAKULU et al., 2014), a acdo killer depende de vérios fatores
ambientais e das linhagens presentes no mosto. O mais importante é saber se a levedura que €
selecionada para a vinificagdo é neutra, ou seja, ndo produz proteina killer funcional e é
resistente ou imune ao fator killer (SILVA, 1996).

O presente trabalho objetivou caracterizar e identificar a capacidade e o perfil
enoldgico das leveduras isoladas de uvas da cultivar Goethe Primo coletadas, por membros do
Laboratdrio de Microbiologia Aplicada da Embrapa, de um vinhedo da Epagri, Urussanga-
SC, na safra de 2017.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar as leveduras obtidas a partir de bagas de

uvas da cultivar Goethe Primo coletadas pela Epagri de Urussanga (SC) 2017, conhecida

como “Vale da Uva Goethe”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar cinquenta linhagens de leveduras da série GPEpU17 obtidas de bagas de

uvas da cultivar Goethe Primo Urussanga 2017 e cinquenta linhagens da série GPEpUf17 de

uvas da cultivar Goethe Primo Urussanga Fermentacdo 2017 por meio dos seguintes

parametros:

Avaliagdo da capacidade fermentativa das leveduras e velocidade de
fermentacao;

Avaliacao da produgdo de sulfeto de hidrogénio (H,S) pelas linhagens;
Avaliagdo a formagdo de fator killer pelas linhagens das séries GPEpU17 e
GPEpUf17 contra linhagens Saccharomyces cerevisiae € ndo-Saccharomyces.
Avaliagdo da sensibilidade das linhagens de leveduras isoladas da série
GPEpU17 e GPEpUf17 contra linhagens Saccharomyces cerevisiae e nao-
Saccharomyces.

Identifica¢do genética das linhagens por biologia molecular das representantes
de grupos estabelecidos por meio de extragdo de DNA de leveduras, PCR do
ITS1-5.8S-ITS2, PCR-RFLP do ITS1-5.8S-ITS2 ¢ se necessario,
sequenciamento da D1/D2.

Avaliagdo de custo dos métodos utilizados para caracterizagao das leveduras.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 HISTORICO DA VINIFICACAO

A producdo de uvas e a elaboracdo de vinhos no Brasil iniciaram com a chegada da
expedicdo portuguesa em 1532 na qual, Martin Afonso de Souza trouxe consigo as primeiras
videiras, mudas de uvas finas do tipo Vitis vinifera, oriundas de Portugal e Espanha (MELLO,
2015). As videiras foram plantadas no sudeste do pais, na capitania de Sdo Vicente, que hoje é
representada pelas cidades de Bertioga (SP), Cananéia e Ilha do Mel (PR), com solo e clima
desfavoravel impedindo a producédo de uvas. Bras Cubas, membro da expedicdo colonizadora
de Martin Afonso de Pena, mudou a producdo de uvas do litoral para o Planalto Atlantico, e
em 1551 elaborou o primeiro vinho brasileiro (IBRAVIN, 2015; CAMARGO et al., 2010).

O historico de producdo de uvas e vinhos no Rio Grande do Sul possui ligacdo direta
com a colonizacdo italiana, estabelecida no estado a partir de 1875. Na década de 70, por
causa das condi¢Oes ambientais, a vitivinicultura era baseada quase que exclusivamente em
variedades americanas Isabel (Vitis labrusca) e hibridas interespecificas, apesar do empenho
de algumas vinicolas tradicionais da Serra Galcha na producdo de uvas viniferas. Os
investimentos estrangeiros a partir da metade da década de 70 consolidaram uma nova
vinicultura gaucha voltada a uma producdo de vinhos finos e espumantes na regido serrana
estendendo-se posteriormente para a regido da campanha (IBRAVIN, 2015; CAMARGO et
al., 2010). Embora a vitivinicultura esteja em processo de expansdo para novas areas, a
producdo de uvas finas para elaboracdo de vinhos estd basicamente concentrada nas regides
de clima temperado do Sul do pais. (IBRAVIN, 2015; EMBRAPA, 2010).

A érea plantada de videiras no Brasil no ano de 2017 foi de 78.028 ha, 0,67% inferior
a do ano anterior (MELLO, 2018). A diversidade ambiental permite a existéncia de centros
com viticultura caracteristica de regides temperadas, em que ocorrem periodos de repouso
hibernal definido, nicleos em areas subtropicais onde a videira é cultivada com dois ciclos
anuais, definidos por periodo de temperaturas mais baixas, nos quais existem riscos de geadas
e regides de viticultura tropical onde é possivel a realizagdo de sucessivas podas, com até trés
ciclos vegetativos ao ano (IBRAVIN, NOTICIAS, 2018).

E possivel estimar a producdo de vinhos no territério brasileiro avaliando a area
plantada com videiras e as principais regides vitivinicolas do pais que estdo listadas na tabela
1.



20

O Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, reduziram suas areas Vviticolas,

acompanhados pelo estado de S&o Paulo, Bahia e Pernambuco em 2017

Tabela 1 - Area cultivada com videiras, por estado, em hectares.

Estados 2015* 2016* 2017

Fonddnia 27 27 10
Fiaui 7 7 10
Ceara 38 38 a7
Faraiba 122 1372 132
Fernambuco 6814 7143 9,054
Eahia 2561 2519 2.229
hinas Gerais 856 911 a0y
Espirito Santo 148 180 246
Fio de Jangiro 7 7 16
=dao Paulo 7803 7.939 7431
Farana 4 4645 4 500 4 170
Santa Catarina 4 846 4823 4.700
Rio Grande do Sul 49739 S50.044 48,830
MWato Grosso do Sul 13 H6 =]4)
hWato Grosso 51 a6 a0
>0ias 150 106 82
Distrito Federal 74 65 ot3]
Brasil 78.026 78.553 78.02¢

Fonte: Mello (2018)

As variacdes climaticas e de solos, no Brasil, proporcionam a obtencdo de produtos
com qualidades diferenciadas, aptas a atrair diferentes consumidores (GUERRA et al., 2009;
POTTER, 2009).

O pais se consolida como o quinto maior produtor de vinho no Hemisfério Sul, sendo
0 mercado que mais cresce no mundo. Isso ocorre por ser considerada uma das melhores
regides do globo para o cultivo de uvas destinadas a producdo de vinhos e espumantes. O
Brasil exporta vinhos para 22 paises, entre eles destacam-se os Estados Unidos da América,
Alemanha, Inglaterra e Republica Tcheca (IBRAVIN, 2018).

3.2 UVAS GOETHE

A Uva Goethe mostrada na figura 1, tambem chamada Rogers1, é um hibrido de uvas
europeias (87% de Moscato de Hamburgo, Moscato de Alexandria e Schiava Grossa) e
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americanas (13%) com alta resisténcia fitossanitaria. A cultivar Goethe foi desenvolvida nos
EUA por Edward Stanniford Roger no século XIX a partir do cruzamento das variedades
Muscat Hamburgo (Vitis vinifera) e Carter como mostrado na figura 2. A referéncia mais
antiga da videira ‘Goethe’ ¢ encontrada num catalogo de plantas de 1862, do viveirista norte
americano J. W. Manning, em Hardling, Massachusetts, EUA. O nome Goethe é uma
homenagem ao renomado poeta alemdo Johann Wolfgang von Goethe. A uva Goethe se
tornou uma uva tipica, apresentando caracteristicas especificas que a diferencia das demais

variedades cultivadas na regido de Urussanga (BRUNA et al., 2016).

Figura 1 - Uva Goethe Primo

Fonte: Vale de Uva Goethe (2018)
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Figura 2 - Genealogia da Uva ‘Goethe’

| GOETHE |
| |
{ Muscat of Hamburg (Black Muscat) ] { Carter J
6

(Vitis vinifera) ceding sderionado de wma vari edade hibrida de [sabells)
1 i

Schiava Grossa Isabal ‘ Vitis vinifira ]
(Vitis vinifera) I

Muscat of Alexandria
(Vitis vinifera)

{ Vitis vinifera J lVfitis isxbmscﬂl

Fonte: Veloso (2008)

A regido Carbonifera do Sul do Estado de Santa Catarina é formada pelos municipios
de Urussanga; Pedras Grandes, Braco do Norte, Nova Veneza e Morro da Fumaca. Distingue-
se por apresentar caracteristicas de clima subtropical imido, com verdes secos, inverno frio e
umido com geadas ocasionais. A altitude média é de 49 metros acima do nivel do mar,
apresentando terrenos com uma topografia acidentada que predominam na paisagem
(VELLOSO, 2008).

As qualidades distintas de um determinado produto podem proporcionar um registro
de Indicacdo Geogréafica para 0 mesmo desde que essa caracteristica ndo seja encontrada em
produtos equivalentes provenientes de outros territorios. Os primeiros produtos que obtiveram
esse tipo de registro foram os vinhos, por serem influenciados pelos fatores edafoclimaticos
das regibes nas quais sdo produzidos. A Indicacdo Geografica além de valorizar as
peculiaridades do produto, engradece o territorio no qual é produzido (VELLOSO, 2008).

A PROGOETHE (Associagdo de Produtores da Uva e do Vinho Goethe da Regiédo de
Urussanga) foi criada com o objetivo de conseguir a distingdo e valorizacdo dos vinhos
Goethe, como um produto nobre, de valor agregado, que promovesse a geragéo de renda e o
desenvolvimento regional. Para obter o registro de Indicacdo Geogréafica (IG) nome escolhido
pelos membros da associagdo foi “Vales da Uva Goethe” (VELLOSO, 2008).

Devido as caracteristicas singulares dos vinhos produzidos nesta Regido, a uva e 0
vinho Goethe receberam, em Fevereiro de 2012 o registro de Indicacdo Geografica (IG)
tornou-se a primeira I1G do Estado de Santa Catarina, n° IG 2010/09 (VIEIRA et al., 2014). A

IG consiste em selo concedido aos vinhos com origem nos “Vales da Uva Goethe”, que além
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de sua qualidade, relaciona caracteristicas historicas e culturais que os diferenciam dos demais
(PROGOETHE, 2015).

O reconhecimento dos vinhos Goethe como verdadeiros terroirs, estd relacionado a
qualidade, tipicidade e identidade comprovadas de uma estreita relacdo com as condicdes

especificas de clima-solos.

3.3 AVINIFICACAO

De acordo com lei 10.970 de 12 de novembro de 2004, em seu Art. 9° prevé que vinho
de mesa € o vinho com teor alcodlico de 8,6% a 14% em volume, podendo conter até uma
atmosfera de pressdo a 20°C e classifica os vinhos quanto a variedade da uva (Vitis vinifera,
americanas e/ou hibridas) e ao teor alcodlico em vinhos fino e vinhos frisante, nos demais
paragrafos (BRASIL, 2004).

A vinificagdo é um conjunto de processos empregados na uva madura para
transformacdo em vinho. Quando o objetivo é a producdo de vinho tinto, inicia com a
maceracao da parte sélida, fase essa que podera ser dispensada quando se realiza a producao
de vinho branco (GUERRA, 2018). Pode ser dito que a elaboracdo do vinho inicia até mesmo
no campo, pois os cuidados com as uvas e a aplicacdo de agrotdxicos podem influenciar
sobremaneira o processo de fermentagéo e, consequentemente, a vinificagéo.

A colheita da uva devera ser realizada manualmente nas primeiras horas da manhéa de
preferéncia com tempo seco. A uva deve ser pesada e o grau glucométrico determinado logo
na chegada a vinicola, a fim de calcular seu potencial alcoolico e caso necessario efetuar
eventuais corre¢cdes no mosto pela adicdo de acucar, denominado chaptalizacdo. Na vinicola o
cacho de uva sera desengacado e esmagado, com a finalidade liberar o mosto, sem triturar as
cascas e sementes. Na sequéncia, adiciona-se SO, no mosto para, entre outras fun¢des, reduzir
a carga microbioldgica. Nesta etapa, € realizada a inoculacdo do mosto com linhagens de
leveduras selecionadas que transformam o agUcar contido no mosto da uva em alcool etilico e
CO;, e compostos secundarios (GUERRA, 2018).

A adicdo de levedura ao mosto é feita pela aplicacdo do método "pé de cuba", que se
constitui em diluir leveduras comerciais secas ativas numa quantidade de mosto que
represente de 2 a 5% do volume total a fermentar. A Saccharomyces cerevisiae é a unica
levedura a apresentar potencial enoldgico importante na transformacéo total dos aclcares da

uva em alcool etilico e compostos secundarios (GUERRA, 2018).
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A fase de fermentacdo tumultuosa ocorre pela intensa atividade das leveduras, com
duragéo de 4 a 5 dias, gerando elevacdo da temperatura e forte liberacdo de CO, empurrando
as partes solidas para a parte superior do recipiente formando o denominado "chapéu de
bagaco”. Essa fase ocorre nos primeiros dias pela transformacdo de aglcares fermentaveis em
etanol (GUERRA, 2018).

3.4 LEVEDURAS.

3.4.1 Saccharomyces cerevisiae

A transformacdo do mosto da uva em vinho é o resultado de um processo fermentativo
pela acdo combinada de diversos géneros e espécies de leveduras (CLAVIJO; CALDERON;
PANEQUE, 2010). Na producdo de vinhos, as leveduras sdo os agentes transformadores do
acucar em alcool e o uso da Saccharomyces cerevisiae viabiliza uma série de vantagens, por
exemplo: a Saccharomyces cerevisiae € alcool-tolerante, sdo elas que dominam o estadios
intermediario e final da fermentacdo vinica. Porém, o processo inicial pode ser realizado por
leveduras do género: Pichia, Candida e Hanseniaspora (CLAVIJO; CALDERON;
PANEQUE., 2010; SANGORRIN et al., 2007).

A espécie Saccharomyces cerevisiae pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota,
ordem Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae, sendo sua multiplicacdo por meio
de brotamento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

A Sacch. cerevisiae é uma levedura amplamente conhecida e utilizada pelos seres
humanos. Hoje em dia, é o eucarioto mais bem descrito e conhecido genético, fisioldgica e
metabolicamente (PAES; ALMEIDA, 2014).

Atualmente é aplicado em industrias para a producdo dos mais diversos compostos,
dentre eles propanodiol, farneseno, metil- ésteres, butanol, &cido succinico, lactato, glicerol, e
claro, etanol (NEVOIGT, 2008; PAES; ALMEIDA, 2014).

As leveduras Sacch. cerevisiae precisam se sobrepor & populacdo microbiana, e para
que isso ocorra elas devem exibir caracteristicas fisioldgicas e enoldgicas que permitam a
superacdo de condicbes de estresse provocadas pelo esgotamento gradativo de glicose,
aumento paulatino de etanol, baixo pH, quantidade limitada de nitrogénio e condicdes
anaerobicas (PARAPOULLI et al.,, 2010). Uma competicdo entre microrganismos pode

ocorrer entre linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae, impedindo o desenvolvimento
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de algumas destas. Nesse caso, a qualidade do produto serd comprometida se a linhagem
inibida tiver sido a inoculada (SILVA, 2003).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é a principal representante e responsavel pela
transformacdo do mosto em vinho. Embora seja a mais importante levedura envolvida na
elaboracdo de vinhos, ela pode estar presente em pequeno numero nos vinhedos e nas bagas
integras de uva. Este fato faz com que a fermentacgdo se inicie com leveduras autdctones ndo
pertencentes ao género Saccharomyces. Nas etapas mais tardias da fermentacdo, a espécie
Sacch. cerevisiae assume 0 processo fermentativo e torna-se prevalente (VIEL, 2009; da
SILVA, 2003).

3.5 PROCESSOS FERMENTATIVOS

No processo de fermentagdo do vinho os dois principais carboidratos presentes no
mosto de uva, glicose e frutose, sdo transformados em etanol e gas carbbnico. A
disponibilidade de glicose e frutose no mosto de uva geralmente se equivalem na questdo de
quantidade, embora a Saccharomyces cerevisiae seja conhecida por exibir uma preferéncia
pela glicose (BERTHELS, 2004).

A transformacao de carboidratos (sacarose, glicose e frutose) até resultar etanol e gas
carbdnico envolve uma sequéncia ordenada de doze reacdes, pelo metabolismo anaerébico
dos carboidratos, a glicolise, como mostra a figura 3. O produto final da glicélise é o acido
piravico, que na fermentacdo alcodlica é convertido a acetaldeido, sendo este reduzido a
etanol. Cada reacdo do processo € realizada por enzimas especificas, e estas sofrem a acdo de
diversos fatores, por exemplo: nutrientes, minerais, vitaminas, pH e temperatura; alguns
destes fatores estimulam enquanto outros reprimem a acdo enzimatica, afetando assim o
desempenho do processo (CONN; STUMPF, 1975).

E de entendimento geral que nem todas as leveduras possuem aparato enzimatico
necessario para guiar a fermentagéo alcoolica. Existem espécies dentro do mesmo género que
ndo esbocam nenhuma capacidade para este fim, entre estas a Pichia ambrosiae e P.
amethionina. Outras apresentam capacidade fermentativa com relacdo a pelo menos um dos
acucares, como a P. dispora e a P. amylophila (KURTZMAN, 1984).



Figura 3 - Via metabdlica da producéo de etanol
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O conjunto de leveduras ndo-Saccharomyces autoctones conduz o primeiro estadio de

fermentagdo espontanea da elaboragdo do vinho, durante o esmagamento das uvas. A

qualidade do vinho esta diretamente relacionada com a presenca dessas leveduras, porque elas

utilizam os constituintes da uva, principalmente os acucares, gerando compostos volateis e

ndo volateis como produtos que contribuem para 0 aroma e sabor caracteristicos do vinho

(CHIAPPINI; 2007).
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3.5.1 Fermentacéao industrial

O processo industrial de fermentacdo alcodlica é dividido em trés fases: pré-
fermentacdo, fermentacdo tumultuosa e fermentacdo lenta. A pré-fermentacdo inicia com a
inoculacdo de leveduras ao mosto com multiplicacdo das mesmas, consequentemente comeca
a ocorrer 0 consumo de acgucares e baixa producdo alcodlica (ALCARDE, 2018). Portanto,
deve ser utilizada uma quantidade maior de leveduras de rapida multiplicacdo, visto que o
processo de producdo de alcool requer alta produtividade. Ocorrendo 0 aumento da producéo
de alcool, demonstrado pela producao de gas carbénico, obtém-se ao final desta fase o inicio
da fase tumultuosa. Esta etapa da fermentacdo acaba quando ocorre a diminuicao da liberacao
de gés. E na pds-fermentacéo verifica-se a diminuicdo da temperatura do vinho, a elevacdo da
acidez e a diminuicdo da atividade de fermentacdo da levedura pela acdo do acumulo de
determinadas substancias, do esgotamento dos carboidratos e das toxinas dos contaminantes
(ALCARDE, 2018).

As distintas fases de crescimento compreendem: lag, log ou exponencial,
desaceleracdo, estacionaria e declinio ou morte celular (SILVA et al., 2005). Como mostrado

na figura 4.

Figura 4 - Fases de crescimento das células de leveduras
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Fonte: Bernardes (2010)

A fase lag para a leveduras ocorre no momento em que ela entra em contato com o

mosto, portanto o nimero de células ndo possui muita variagao, pois ndo ocorre proliferacdo
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celular imediatamente apds o contato com o novo meio de cultivo e o periodo de adaptacao
pode ter duracdo de horas ou dias. Durante esta fase ocorre um periodo de laténcia com
intensa atividade metabolica, principalmente sintese de DNA e enzimas. Quando as células
iniciam o processo de divisao, entrando no processo de crescimento ou aumento logaritmico é
a denominada Fase log ou exponencial. Esta fase se caracteriza pela multiplicacdo das células
em velocidade méxima e constante. Logo a seguir, hd uma fase de desaceleracdo do
crescimento seguida por um periodo de equilibrio no namero de células, denominado de Fase
estacionaria. E nesta fase que a velocidade de crescimento se torna nula. 1sso ocorre ou por
falta total de crescimento (novas células) ou pelo fato de o nimero de células que surgem é
igual a quantidade de células que morrem. Em determinado momento, a populagdo
microbiana pode entrar na fase de declinio celular, devido ao nimero de células mortas
exceder o numero de células novas (PERES; CURI, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE,
2010; AQUARONE et al. 2001).

3.5.2 Leveduras selecionadas na elaboragéo de vinhos

A qualidade do vinho s6 é mantida de uma através do sucessivo uso de leveduras
Saccharomyces cerevisiae selecionadas que facilitam o controle da fermentacéo, reduzindo as
diferencas do vinho de uma safra para outra (SILVA; SILVA, 1987). Entretanto, algumas
caracteristicas somente sdo obtidas a partir da presenca de outros géneros e espécies. Portanto,
0 uso exclusivo de leveduras selecionadas pode ndo permitir que tracos de substancias
desejaveis sejam formados (CAPECE et al., 2010). Os produtos secundarios da fermentagéo
que contribuem grandemente para a qualidade sensorial do vinho s&o obtidos a partir da
presenca de outros géneros e espécies de leveduras presentes na microflora da uva, capazes de
produzir altas concentra¢fes dos conhecidos compostos volateis, como alcoois superiores,
ésteres de 4&cidos e compostos de carbono (MAMEDE; PASTORE; 2004; MARO;
ERCOLINI; COPPOLA 2007). As vinicolas modernas usam leveduras selecionadas uma vez
que se conhecem suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e enoldgicas (SILVA; SILVA,
1987).

As vantagens adicionais na fermentacdo do mosto de uva s6 sdo adquiridas com
selecdo de uma linhagem autoctone, pois leveduras nativas associadas com variedades de uva
especificas e areas geograficas especificas podem conferir ao vinho produzido uma

caracteristica regional, refletindo a biodiversidade da area produtora (PARAPOULLI et al.,
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2010). Além disso, a associacdo de mosto de uva e leveduras da mesma regido parece
comunicar ao consumidor uma imagem positiva, promovendo, assim, beneficios econémicos
ao vinicultor (CAPECE et al., 2010). Portanto, o processo de padronizagao e diferenciagéo do
produto é feito por leveduras autdctones selecionadas e adequadas (SILVA, 2003).

Diversos estudos tém sido feitos com leveduras selecionadas. Agnolucci et al. (2007)
procuraram caracteriza-las genética e fenotipicamente pela realizacdo de testes como a
producdo de fator killer, capacidade de fermentacdo, producdo de sulfeto de hidrogénio e
atividade proteolitica. Um melhor entendimento de linhagens especificas isoladas do mosto de
uva é necessario potencializar o processo de fermentagcdo vinica, no que diz respeito a

qualidade.

3.5.3 Velocidade de fermentacao

A fermentacdo alcodlica € uma importante atividade de Sacch. cerevisiae. A
velocidade de consumo de agUcar é um fator essencial devido ao mosto utilizado para a
vinificacdo ndo ser esterilizado e, dessa forma, o uso de uma levedura selecionada capaz de
competir com as leveduras nativas ndo selecionadas presentes é primordial, pois, quanto mais
rapido a levedura selecionada iniciar a degradacdo do agucar, maior sera a chance de se
sobressair perante as demais.

A fermentacdo alcodlica em vinhos depende de diferentes fatores. Dentre eles, estdo a
complexidade da atuacdo e a interacdo microbiana. No inicio do processo de fermentacdo
alcodlica, as leveduras que prevalecem no mosto sdo as que possuem um baixo poder
fermentativo, como Candida sp., Hanseniaspora sp., Pichia sp., Rhodotorula sp. e
Kluyveromyces sp. Apds este estadio, a levedura Saccharomyces cerevisiae, caracterizada
pelo seu alto poder fermentativo, domina e completa a fermentacdo do mosto (FLEET, 2003).
O resultado da fermentacdo espontdnea depende ndo apenas do numero e diversidade de
espécies presentes no mosto, mas também da composi¢do quimica da uva e do protocolo de
processamento, o que torna essa harmonia dificil de prever (PRETORIUS, 2000).

A espécie utilizada tem grande influéncia neste processo e suas caracteristicas devem
ser severamente analisadas. Existem algumas leveduras que possuem um gene ativo nas
células que inicia a floculagéo, no entanto, a floculagdo pode ter outras causas, como fatores
ambientais, pH, temperatura e contaminagdo por bactérias e ainda a idade das células das
leveduras (NASCIMENTO, 2012).
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Dessa forma, linhagens de Saccharomyces cerevisiae sdo de extrema importancia na
elaboragdo de vinhos, sendo interessante selecionar estas leveduras com alta capacidade
fermentativa, uma vez que retardos no processo fermentativo em geral sdo acompanhados
pela acdo de outros microrganismos contaminantes e mais resistentes, em geral bactérias, que
comprometem a qualidade do produto gerando prejuizos econémicos. A utilizacdo de
leveduras ndo selecionadas implica na descaracterizacdo qualitativa do vinho, uma vez que
pode ocorrer flutuacdo desde o momento inicial até o término do processo fermentativo.
(SILVA et al. 2007),

3.5.4 Producéo de sulfeto de hidrogénio (H,S)

Durante o processo fermentativo, a producdo elevada do composto volatil H,S em
grande quantidade é prejudicial a qualidade do vinho, pois esse gas ao ser formado durante a
fermentacdo produz um aroma caracteristico de ovo podre e putrefacdo. Além de ser
altamente reativo, funciona como pioneiro para o desenvolvimento de outros compostos 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 pg/L (RAPP et al.,
1992; RAUHUT, 1993; MESTRES et al., 2000; SWIEGERS et al., 2005; LANDAUD et al.,
2008).

O gas sulfeto é produzido por via enzimatica e esta relacionado com reducdo de
sulfato exdgeno (UGLIANO; KOLOUCHOVA; HENSCHKE, 2009). A composi¢do do meio
de fermentacdo também pode propiciar a formacao de sulfeto que em grande parte, se da em
resposta ao esgotamento de nutrientes, especialmente nitrogénio assimilavel (PRETORIUS,
2000). A producdo de H,S pelas leveduras, esquematizado na figura 5, envolve a
incorporacdo do sulfato na célula e a sua reducdo, por meio da via enzimatica (NETO e
FERREIRA, 2005; BERRY; WATSON, 1987).

Em processos fermentativos, leveduras podem acumular H,S, dioxido de enxofre e
mercaptanos. Bedrifiana et al. (2010), avaliando 600 linhagens de leveduras autdctones
isoladas de cidra, verificaram que seis linhagens de Sacch. cerevisiae eram produtoras de H,S,
43 linhagens ndo produziram o gas e as demais linhagens apresentaram producdo moderada.
Em fermentacbes de mosto para a elaboracdo de vinho, mesmo inoculado com leveduras

selecionadas, ocorre a producdo de H,S durante a fase fermentativa (EISENMAN, 2013;
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WLODARCZYK et al., 2012b; LABORATORIES, 2011; WINTER et al., 2011; UGLIANO
et al., 2011; SWIEGERS & PRETORIUS, 2007). Foi observado elevado porcentual de
linhagens de leveduras formadoras de H,S de uvas coletadas em parreirais no Brasil (SILVA;
DALARMI, 2003)

O ponto de ebulicdo do H,S é menor que 90°C, sendo a maior parte volatilizada por
trasfega simples e aeracdo (MESTRES et al., 2000; MOREIRA et al., 2002). Entretanto, esta
aeracdo € capaz de formar no vinho o etil mercaptano e outros compostos volateis
indesejaveis, 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 fermentagdo em vinhos jovens (KONIG et al., 2009).

Quando enddgenas, as leveduras apresentam respostas a formacgdo de H,S de uma
forma complexa. A interacdo biotina e nitrogénio prontamente assimilavel pode afetar
significativamente a producdo dessas substancias no meio (BHOLSCHEID et al., 2007).

Os ions de sulfato presentes na uva servem como percursores na formacgdo do Hs,S,
como mostra a figura 3. Na falta de nitrogénio prontamente assimilavel, as leveduras sdo
obrigadas a metabolizar as proteinas que podem ser fontes de enxofre organico para a
producdo de H,S, como a cisteina (DUAN et al., 2004), sendo a degradacdo da cisteina em
sulfureto realizada pela cisteina desulfidrase (TOKUYAMA et al., 1973; VOS; GRAY, 1979;
STRATFORD; ROSE, 1985; RAUHUT, 1993; GUIDICI; KUNKEE, 1994; JIRANEK et al.,
1995a; BELOQUI, 1998).

E ponderavel salientar que no processo de elaboraco de vinho, utilizem-se linhagens
que ndo formem este gas, por apresentarem deficiéncia com relacdo a atividade da sulfito
redutase, pois a remocdo do H,S produzido nos vinhos €, segundo da Silva e da Silva (1987)

um processo complexo e geralmente leva a perdas econdmicas.
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Figura 5 - Via de reducéo do sulfato em Saccharomyces cerevisiae
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3.5.5 Fator Killer

O controle bioldgico ocorrido por meio da elimina¢do de microrganismos ndo é um
fendmeno bioldgico novo, ele ocorre naturalmente e alguns microrganismos possuem essa
habilidade. Determinadas leveduras tém a capacidade de secretar proteinas ou glicoproteinas,
cuja atividade é mediada por receptores de parede celular especificos, capazes de levar a
morte as leveduras sensiveis, independente de género e espécie. Estas proteinas sdo chamadas
de fator killer, toxina killer ou proteina killer. O elemento killer foi detectado, pela primeira
vez, em leveduras Saccharomyces cerevisiae em 1963, por Bevan e Makeover (da SILVA,
1996; BEVAN; MAKEOVER, 1963). A definicdo das duas espécies de dsRNA foi efetuada
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por Bevan et al. (1973), a segregacdo somatica foi estudada por Bevan e Somers (1969) e a
heranga do carater killer em leveduras foi investigada por Makower e Bevan (1963). As
leveduras foram classificadas em relacdo a este fator da seguinte forma: killer, aquelas com
capacidade de secretar a toxina e matar células sensiveis, representado pelo fenétipo (K'R");
sensiveis, as que sdo eliminadas pela linhagem killer, sendo representadas pelo fenotipo (K'R
) e; como neutras aquelas que s&o insensiveis ao fator killer e ndo produzem a toxina efetiva e
mostra o fendtipo (K'R") (da SILVA, 1996; BUSSEY et al., 1982; WOODS; BEVAN, 1968).

Leveduras autdctones presentes na superficie de uvas podem apresentar estas
caracteristicas (da SILVA et al., 2011a; ZAGORC et al., 2001; SILVA, 1996).

Baseando-se nos padrbes de interagdo, de sensibilidade e atividade killer entre as
linhagens, as leveduras foram classificadas em trés grupos principais K1, K2 e K28
(SCHMITT; BREINIG, 2002).

Young e Yourgiu (1978) classificaram as leveduras killer em dez grupos distintos de
comportamento (k1 a k10). Os tipos k1, k2 e k3 sdo especificos para o género
Saccharomyces, enquanto que os tipos k4 a k11 sdo encontrados em outros géneros (da
SILVA, 1996; YOUNG; YOURGIU, 1978).

A deteccdo de fator killer em linhagens se Saccharomyses cerevisiae depende de
fatores bioldgicos, como linhagens sensiveis (YOUNG, YAGIU 1978; DA SILVA, G.A,
1996), composicdo quimica do meio (da SILVA, G.A; HERNANDEZ et al., 2008) e
condicdes de cultivo ( HEARD, FLEET, 1997; SILVA, G.A., 1996).

A capacidade Kkiller esta presente em varios géneros e espécies. Além da
Saccharomyces cerevisiae, também é encontrada no Williopsis mrakii, Kluyveromyces lactis,
K. wickerhamii, K. phaffii, Hansenula anomala, Candida tropicalis, Ustilago maydis,
Debaryomyces hansenii, Pichia anomala e P. inositovora (SILVA, 2003; POLI, 2009).

A disposicdo de linhagens de leveduras Killer no ambiente é oscilante conforme o
género e espécie, bem como a posicdo geografica em que foram separadas. Na Franga, por
exemplo, a presenca do fator Kkiller variou de 0 a 100%; na cidade de Tourraine, nenhuma
levedura killer foi encontrada, enquanto que nas cidades Beaujolais e Gard, o fator killer
esteve presente em 80% a 100% das leveduras testadas (CUINER; GROS, 1983).
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3.6 IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS VINICAS

A casca da uva madura contém uma grande variedade de espécies. A levedura
Hanseniaspora uvarum € a espécie predominante, enquanto a Saccharomyces cerevisiae €
encontrada em baixa quantidade (BELTRAN et al., 2002). Silva et al., (2016) observaram que
a predominéncia de um determinada espécies pode depender do local ou da cultivar de onde
as linhagens foram obtidas. Em parreirais de Urussanga (SC), predominou a espécie H spora
opuntiae e em Pinto Bandeira (RS) e na Campanha Gaulcha foi encontrada com maior
frequéncia a espécie H’spora uvarum. Outras espécies também estdo presentes, as quais se
manifestam no estadio inicial da fermentacdo vinica. Entre elas, destacam-se: Candida spp,
Pichia, Schizosaccharomyces e Kluyveromyces, por este faz-se necessario identificar as
linhagens isoladas (CAPECE; SALZANO; ROMANO, 2003).

3.6.1 Identificacio por meio de PCR-RFLP

As primeiras técnicas de identificacdo de microrganismos baseavam-se nas
caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas dos mesmos (KREGER-VAN RIJ, 1984; ESTEVE-
ZARZOZO et al.,, 1999; BARNETT, J.A.; PAYNE; YARROW, 1990). No entanto, estes
métodos podem gerar resultados imprecisos por serem fortemente influenciados pelas
condicbes de cultura do microrganismo (YAMAMOTO et al., 1991; GUILLAMON et al.,
1998; RATON, 2004).

Os métodos de identificacdo baseados em técnicas de biologia molecular tém sido
empregados por diversos autores, mostrando-se um método mais preciso e confidvel
(CAPECE; SALZANO; ROMANO, 2003; SHI et al., 2012; ROS-CHUMILLAS et al., 2007;
LI et al., 2010; Agustini et al., 2013). A amplificacdo do DNA pela técnica de reacdo de
cadeia da polimerase (PCR) permite a amplificacdo de um segmento especifico do DNA
dentro de um genoma, ndo sendo necessario, para isto, conhecer a estrutura completa do DNA
alvo (SANTOS et al., 2001).

A identificacdo taxonémica das leveduras na maioria dos casos ndo é possivel
utilizando-se apenas a técnica de PCR. A dificuldade esta no fato de muitos géneros e
espéecies apresentarem amplicons com pares de base iguais ou muito proximos, como é o
caso das especies H spora uvarum € H'spora opuntiae as quais apresentam amplicons de 770
pares de bases, conforme descrito em estudo de Agustini et al. (2014), nesses casos aplica-se

outra metodologia, a PCR-RFLP. A técnica de RFLP (do inglés, restriction fragment length
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polymorphism) esta baseada na identificacdo de microrganismos por analise dos padrdes de
clivagem dos amplicons em fragmentos de DNA por a¢do da enzima em sitios especificos. O
produto de PCR € submetido a acdo das enzimas de restricdo por RFLP como forma de
identificar a diferenca das espécies (ORTIZ et al., 2013; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999;
GUILLAMON et al., 1998).

A PCR-RFLP é uma técnica amplamente utilizada em biologia molecular na
identificacdo de leveduras, com foco na diferenciacdo entre os microrganismos pela
comparacdo dos padrdes de fragmentacdo obtidos apds digestdo com enzimas de restricdo de
DNA de um produto especifico amplificado por PCR. Entre os genes 18S, 5.8S e 26S do
rRNA estdo localizadas as regibes ITS que podem ser amplificadas por iniciadores
especificos, sendo divididas em ITS1, localizada entre os genes 18S e o0 5.8S, e ITS2, que

separa 0s genes 5.8S e 26S, como mencionado na figural.

Figura 6- Localizacdo da regido ITS1 —5.8S — ITS2 no rDNA nuclear

ITS1T ITS2
18S —» 58S <«— 285
ITS1 ITS4

Fonte: Adaptado de White et al. (1990)

O RFLP é utilizado porque as enzimas de restricdo clivam os fragmentos de DNA em
diferentes perfis de bandas para cada linhagem de Sacch. cerevisiae que diferem entre as
espécies de microrganismos (RATON, 2004) e, estes s&o comparados a perfis ja descritos. De
acordo com Guillamén et al. (1994), as enzimas mais adequadas para diferenciar as linhagens

de Sacch. cerevisiae sdo Hinfl e Haelll.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO.

O trabalho experimental foi executado no laboratorio de microbiologia aplicada sob a
supervisdo do Dr. Gildo Almeida da Silva no Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho
(CNPUV) mostrado na Figura 6, localizado em Bento Gongalves RS, unidade descentralizada
da EMBRAPA, sendo a pioneira no tema relacionado ao vinho no Brasil. Todos os
microrganismos nativos isolados e testados neste trabalho, assim como todo pessoal
envolvido na execucdo e orientacdo estdo devidamente cadastrados no SisGen (SisGEN-
A93F430-2000-16/11/2015; SisGEN-A603BA9-17/11/2015). As abreviagdes dos géneros,
guando usadas, seguiram os modelos empregados pelas Colecdes Internacionais ATCC, CBS,
LKB e NRRL e por Kreger-van-Rij (KREGER-VAN RIJ, 1984).



37

Figura 7 - Sede da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV), municipio de Bento Gongalves/RS

Fonte: Embrapa Uva e Vinho (2018?)

4.2 MATERIAL BIOLOGICO.

A uva Goethe utilizada no trabalho € cultivada em vinhedos da Epagri (Empresa de
Pesquisa Agropecuéaria e Extensdo Rural de Santa Catarina) em Urussanga-SC, localidade (-
28.53389, -49.31556), conhecido como Vale da Uva Goethe. Os cachos coletados foram
acondicionados em sacos plasticos estéreis lacrados e assim transportados em temperatura
ambiente até o Laboratdrio de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho em Bento Gongalves-
RS, para o isolamento de leveduras.

As linhagens isoladas receberam nomenclatura com indicagdo da variedade e do local
da colheita e ano de isolamento. Foram entdo denominadas de GPEpU17 e GPEpUf17
(Goethe Primo da propriedade Epagri de Urussanga-SC, ano de 2017), foram preservadas em
meio liquido a -80°C, tendo sido integradas a Colecdo de Leveduras do Laboratorio de
Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho. O método de criopreservacdo e congelamento a -
80°C é apropriado para a preservacao de culturas por longo periodo reduzindo o metabolismo
a ponto de induzir laténcia artificial (SILVA, et al 2008).
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4.2.1 Isolamento das leveduras

As leveduras da série GPEpU17 e da série GPEpUf17 foram previamente isoladas em
16/01/2017 e congeladas em 13/03/17 e 14/03/2017, respectivamente, pela equipe do
Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho.

Para o isolamento, as bagas da uva, acondicionadas em sacos plasticos estéreis (34 cm
X 23,5cm), foram cuidadosamente esmagadas com as mé&os, em capela de fluxo laminar
(marca Trox, Brasil), com a finalidade de obter 0 mosto da uva. Com o auxilio de uma pipeta
estéril, foi retirada uma aliquota de 1,0 mL do mosto e transferida para tubos de ensaio (10cm
x 1cm), contendo 9 mL de agua (osmose reversa) estéril e, a partir desta diluicdo de 107,
foram realizadas diluicdes seriadas 107 10 e 10™ Foi retirado 0,1 mL de cada diluicéo e
transferido para o centro de uma placa de Petri, contendo meio mosto MA. O espalhamento
foi feito com o auxilio de uma alca de Drigalski estéril. As placas foram incubadas a 24°C por
72 horas, em estufa modelo Imperial 1l Incubator ® (Lab-Line, Melrose Park, USA).

Foram isoladas 100 linhagens da cultivar de uvas Goethe Primo Epagri 2017
proveniente de Urussanga-SC. As linhagens de leveduras isoladas foram divididas em dois
grupos distintos denominados cada um com cddigo especifico GPEpU17 ou GPEpUf17,
precedido de numeros de 01 a 50 para acréscimo na colecdo de microrganismos do
Laboratério de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho. As metodologias aplicadas no
isolamento das leveduras foram as mesmas descritas por Silva & Silva (1987). Ap6s o

isolamento as leveduras foram mantidas a -80°C.

4.2.3 Linhagem de Levedura padréo de comparacao fermentativa

A capacidade fermentativa das leveduras das séries GPEpU17 e GPEpUf17 utilizadas
neste deste trabalho foi comparada com as linhagens padrdo da Cole¢do de Leveduras do
Laboratdrio de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho, linhagem neutra Sacch. cerevisiae
1VVT97, a qual foi isolada a partir do mosto de uvas tintas cultivadas na regido do Vale dos
Vinhedos em Bento Gongalves-RS, por Silva em 1997 (SILVA, 2005) e a linhagem comercial

Sacch. cerevisiae K1, adquirida da empresa Lallemand (Canada).
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4.3 PREPARO DO MOSTO BASE PARA ELABORACAO DO MEIO DE CULTURA

Para o preparo do meio de cultura foi utilizado o mosto obtido por meio de
esmagamento das bagas. Este procedimento é realizado por uma maquina denominada
desengacadeira-esmagadeira, que € utilizada para separar a raquis (ramificacdo que confere a

forma tipica em cacho) e esmagar a uva.

4.4 MEIOS DE CULTURA

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas trés meios de cultivo: 1) Meio
Mosto Agar (MA), descrito por Silva (1996) e 2) Meio Mosto Sulfito (MS) definido por Silva
& Silva (1987) e 3) Meio Mosto Agar 80:20 (MA80:20) segundo Silva et al. (2011).

Para o preparo do meio MA80:20 faz-se necessario utilizar o meio ELNC, o qual foi

preparado segundo Silva & Almeida (2006).

4.4.1 Meio mosto agar (MA) — manutencéo das culturas

O meio mosto &gar (MA) foi utilizado para o isolamento das leveduras presentes no
mosto da uva e para a conservacdo das mesmas. E composto por 10 g.L™ de extrato de
levedura (BactoTM Yeast Extract), 20 g.L™* de 4gar (BactoTM Agar) e 25% de mosto de uva.
Para o preparo do meio MA, foram separados dois frascos de Erlenmeyer de 1.000 mL. No
primeiro frasco foi aicionado 20 g de &gar, completando-se com um volume de 500 mL de
agua destilada. No segundo frasco, foram adicionados 10 g de extrato de levedura comercial,
250 mL de mosto de uva da cultivar BRS Lorena , completando-se com um volume de 500
mL de &gua destilada. Os frascos contendo 0s meios de cultura foram esterilizados
separadamente, em autoclave horizontal (FABBE, modelo 104, Brasil) a 121 °C durante 30
min e, posteriormente, o conteudo dos dois frascos foram misturados em ambiente estéril
(cdmera de fluxo laminar, marca Trox), perfazendo um volume total de 1 L. Em seguida, o
meio de cultura foi transferido para placas de Petri (9,5 cm de didmetro) e tubos de ensaio

(17cm x 1,5¢cm) para posterior utilizagao.
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4.4.2 Meio mosto sulfito (MS) — meio de fermentacédo

O meio mosto sulfito foi utilizado para testes de velocidade de fermentacdo de
microrganismos e formacdo de H,S. Este meio foi definido por Silva e Silva (1984). E
composto por 1,0 g.L™ de sulfito de sédio (QM® Sédio Sulfito Anidro), 10 g.L™ de triptona
(BactoTM Tryptone) e completados para 1.000 mL com mosto de uva. Para o preparo do
meio MS, foram separados dois frascos de Erlenmeyer de 2.000 mL. Adicionaram-se aos
frascos sulfito de sédio (1,0 g.L™), triptona (10 g.L™) e completado com um volume de 1.000
mL de mosto de uva da cultivar BRS Lorena. Os frascos contendo o meio de cultura foram
esterilizados em autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 min e 0s

meios foram distribuidos em tubos de ensaio.

4.4.3 Meio mosto MA 80:20 — deteccéo de fator Killer

Meio de cultivo sélido utilizado para deteccdo de fator Killer. O respectivo meio é
composto por 80% de mosto de uva da cultivar BRS Lorena, 20% de ELNC (extrato de
levedura ndo comercial, segundo Silva & Almeida (2006), 10 g.L™* de agar (BactoTM Agar) e
uma solucéo de 5% de azul de metileno (Merck), segundo Silva et al. (2011) . Para o preparo
do meio MAB80:20, foram separados dois frascos de Erlenmeyer de 1.000 mL. Ao primeiro
frasco foram adicionadas 10 g.L™ de &gar, completando-se o volume final de 200 mL com o
meio ELNC. No segundo frasco, foram adicionados 12 mL de uma solucgédo de 5% de azul de
metileno e completado para 800 mL com mosto de uva da cultivar BRS Lorena. O pH do
ELNC foi ajustado para 6,5 e os frascos foram esterilizados separadamente em autoclave
horizontal (FABBE, modelo 104, Brasil) a 121 °C durante 30 min e, posteriormente,
misturados. O meio de cultura foi transferido para placas de Petri, previamente esterilizadas
em estufa modelo Imperial 111 Incubator ® (Lab-Line, Melrose Park, USA) a 160 °C durante
4 h, para posterior utilizacéo.

4.5 MANUTENCAO DAS CULTURAS MICROBIANAS

As leveduras isoladas do mosto de uva da cultivar Goethe Tradicional-Epagri, bem
como a linhagem Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1VVT/97 e a linhagem comercial
Saccharomyces cerevisiae K1, foram mantidas em tubos de ensaio contendo meio de cultura

inclinado MA (item 4.4.1). Apds a inoculagdo, as culturas foram incubadas em estufa modelo
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Imperial Il Incubator® (Lab-Line, Melrose Park,USA), a 24 °C por 48 horas para crescimento
celular e, posteriormente, armazenadas em local apropriado (sala de repicagem) a 20 °C. As
leveduras isoladas do mosto de uva da cultivar Goethe Tradicional-Epagri foram repicadas
posteriormente para sua manutencdo. A repicagem consiste em retirar uma aliquota de
levedura e espalhar sobre um novo meio de cultura, nesse caso meio MA e leva-las para

crescimento. Isso pode ser feito repetidas vezes.
4.6 PREPARO DAS SUSPENSOES DE CELULAS

As suspensdes de células mostradas na Figura 7 foram obtidas, pela diluicdo de uma
alcada da levedura recém-crescida no meio Mosto Agar em tubos de ensaio contendo agua
destilada estéril em uma concentracdo aproximada de 10’ células. A verificacdo da
concentracdo foi realizada por comparacdo a uma escala de linhas feitas em papel, conforme

preconizado por Der Walt e Yarrow (1984).

Figura 8 - Suspensdes de células

Fonte: Autor (2018)
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4.7 FITAS IMPREGNADAS COM ACETATO DE CHUMBO 3%

As fitas de papel filtro foram cortadas em tiras no tamanho de 0,5 x 7,5 cm e
embebidas em um volume de 100 mL de solucdo de acetato de chumbo 3%. Depois foram
acondicionadas em placa de Petri (14 cm). A placa foi esterilizada em autoclave por 30
minutos a 121°C. Em seguida, a placa de Petri com as fitas foi colocada na estufa a 80°C até a
secagem completa das tiras de papel filtro (SILVA; SILVA, 1984).

4.8 AVALIACAO DA PRODUGAO DE SULFETO DE HIDROGENIO (H,S)

Para a realizacdo do teste de capacidade de cada linhagem de levedura em produzir
H.S, as amostras foram colocadas em tubo de ensaio com tampa rosqueada contendo 9 mL de
mosto sulfito em triplicada. As fitas impregnadas com acetato de chumbo 3% foram postas na
parte superior do tubo, com metade da fita permanecendo dentro do tubo, e acima do meio
Mosto Sulfito (SILVA e SILVA, 1984). Nos tubos foi inoculado 1mL de suspensao de células
de cada uma das 50 leveduras da série GPEpU17 e 50 da série GPEpUf17. Os tubos foram
transferidos para estufa Lab-Line® Imperial 11 Incubator (USA), e incubados a 24°C. Como o
chumbo reage com o enxofre para formar sulfito de chumbo, esta reagéo faz com que a cor do
papel de filtro passe do branco para o marrom escuro/preto. Essa mudanca de cor das fitas
caracteriza a linhagem produtora de H,S. A producdo de H,S foi continuamente monitorada
por um periodo de 96 horas, analisando as fitas de papel de filtro e classificando as leveduras
produtoras em trés niveis: (0) nula; (1) baixa; (2) média; e (3) alta, de acordo com a
intensidade de coloracdo das fitas indicadoras.

4.9 TESTE DE VELOCIDADE DE FERMENTACAO.

Para o teste de velocidade de fermentacdo foi empregado o meio de cultivo MS com o
objetivo de avaliar a capacidade fermentativa de cada linhagem. A avaliacdo foi efetuada por
gravimetria (GIUDICI & ZAMBONELLI, 1992; LONGO et al., 1992; da SILVA et al.,
2011b) em tubos de ensaio (20 mL) contendo tampa rosqueavel (Vidrolabor®), previamente
esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 min. Foram adicionados: (9,0 mL) de meio MS e
(1,0 mL) de inéculo celular na concentracdo de 10 célulassmL de cada linhagem. A
fermentacdo foi conduzida a 24°C, com auséncia de agitacdo, em estufa Imperial II
Incubator® (Lab-Line, Melrose Park, USA) nos mesmos tubos de producdo de H,S. Os
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valores obtidos remetem ao CO, desprendido em intervalos de seis e 18 horas, no periodo de
96 horas (SILVA e SILVA, 1984). Os mesmos foram pesados em balanga analitica TKS
DJV300A, e os resultados das pesagens foram comparados a velocidade de desprendimento
de CO, das linhagens tomadas como padrdo 1VVT97 e K1, que apresentam potencial
fermentativo adequado. O acompanhamento do desprendimento de CO, foi realizado com
auxilio de planilha do Excel, contendo os valores da pesagem, a média aritmética da triplicata,
e 0 Ap=to-t1, onde t, corresponde ao peso médio no tempo inicial e t; equivale ao peso médio
no tempo subsequente. A partir dos valores de Ap, foram obtidos os graficos para
acompanhamento da fermentacdo (GIUDICI e ZAMBONELLI 1992; CIANI e FERRARO
1996; CIANI e FATICHENTI 2001).

5.0 DETECCAO DA CAPACIDADE KILLER

A determinacéo do fator killer foi realizada em duplicada em placas de Petri, contendo
meio MAB80:20 (SILVA et al., 2011) . Todo o processo de manipulacdo das linhagens, para
efetuar os testes, foi realizado em capela de fluxo laminar. As placas foram inicialmente
semeadas pipetando 0,1 mL de uma suspensdo com concentracdo de 10" células/mL das
linhagens sensiveis: 26B84, 21MCF14, 40MCF14, 50MCF14, 46TASL15 e 1GTRU15. As
células foram espalhadas com a alca de Drigalski flambada. As leveduras de linhagens padrédo
killer (k1, 1B e 91B) e as das séries GPEpU17 e GPEpUf17 foram transferidas como pontos
duplicados para cada placa ja semeada, com auxilio da al¢a estéril, uma pequena quantidade
de células das linhagens em teste, isto €, as 100 leveduras isoladas da uva cultivar Goethe. As
placas foram transferidas para a estufa incubadora a 24'C por 48 horas. O fator killer positivo
é indicado por uma formacdo de halo de inibicdo ao redor das leveduras sensiveis (SILVA,
1996).

5.1 TESTE DE SENSIBILIDADE

A sensibilidade das linhagens selecionadas contra as linhagens killer foi avaliada em
placas de Petri contendo o meio Mosto Agar MA80:20. Todo processo foi realizado em
capela de fluxo laminar. Inicialmente as placas foram semeadas pipetando 0,1 mL de uma
suspensdo de concentracdo de 10’ células/mL das linhagens de cada uma das séries GPEpU17
e GPEpUf17 e espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigalski. Logo apos, duplos pontos
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de indculo das seguintes linhagens conhecidas por apresentar capacidade Killer foram
aplicados sobre as linhagens das séries previamente espalhadas: C. diversa 40GCEpU16,
41GCEpU16, 19GTEpU16, 28GTEpUl6, 32GTEpUl6, 29MCF14, 10MBR2F14,
27TMBR2F14, 51MCF14, 52MCF14, 30MPB12, 12MPB12 44TASL15, 2GCEpU16,
8GCEpU16, 36GCEpUfl16, Sacch. cerevisiae 1B84, 91B84, K1, H’spora opuntiae
34GPEpU16, 13GTRU15, 7GTGU15, 33MCF14, 37GPEpU15 e H'’spora uvarum 28MCF14.
As linhagens da série GPEpUL7 e da série GPEpUfl7 também foram avaliadas quanto a
possibilidade de apresentar sensibilidade as leveduras killer de sua prépria série, as quais
foram transferidas em pontos duplicados, com auxilio de uma alca descartavel estéril. As
placas foram mantidas em estufa Imperial Il Incubator® (Lab-Line, Melrose Park, USA), a 24
°C por trés dias foi avaliado os resultados de sensibilidade.

5.2 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DAS LINHAGENS DAS SERIES GPEPU17 E
GPEPUF17

5.2.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A extracdo do DNA de 3 linhagens foi realizada a partir do congelamento e
descongelamento das suspensdes conforme descrito por Silva et al. (2012). Foi amplificada,
por PCR, a regido ITS do rDNA ITS1-5.8S-ITS2, com os primers (iniciadores) ITS1 (5 —
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G’3) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°)
(AGUSTINI et al., 2014). A reacdo de PCR é composta pela mistura dos seguintes

componente descritos na tabela 2, com 1 uL do DNA correspondente a cada amostra.

Tabela 2 Composicdo do meio reacional para reacdo de PCR e amplificacdo da regido ITS

rDNA
Componentes Concentracéo
Agua de ultra pura 13,95 pL

Tampéo Tag DNA polimerase 10x 2,5 uL
Cloreto de magnésio 50 mM 75 pL
Nucleotideos trifosfatados 1mM 4,5 uL
Oligonucleotideos iniciadores F 20 pmol/uL 1,0 uL
Oligonucleotideos iniciadores R 2pmol/pL 4,5 L
Taq DNA polimerase SU/uL. 0,3 pL
DNA amostral 1,0 uL

Fonte: Autor (2018)
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A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador, nas seguintes condigdes:
iniciado com uma fase de desnaturacdo a 95°C por cinco minutos seguida por 40 ciclos com
as condigdes: 95°C por 30 segundos para a etapa de desnaturacdo, 60°C por 1 min para o
pareamento, 72°C um 1 min para a extensdo da cadeia. Depois desse ciclo ha uma fase a
72°C por 10 min para a extensdo final. Foram adicionados 2,1 pL do corante azul de
bromofenol a 4,5 ulL do produto de PCR, aplicados em gel de agarose (1,5%). Foi adicionado
0 marcador (Norgen-Canada, Low Ranger 100 pb, DNA Ladder), na aliquota de 4,5 uL, ¢ o
produto da PCR foi submetido a eletroforese horizontal na corrente elétrica de 120/110V, por
aproximadamente 2 horas (figura 13). O gel foi corado com solucdo de brometo de etidio na
concentragdo de 0,5 pg/mL por 20 minutos e foto documentado por meio de foto
documentador Biorad Molecularimager Gel DCOTM, empregando o software Image LabTM
Software (USA) (Biorad - USA).

5.2.2 Polimorfismo de fragmentos de restri¢cdo (PCR-RFLP)

A identificacdo de trés linhagens de leveduras uma da série GPEpUL17 e duas da série
GPEpUf17 foi realizada pela técnica de PCR-RFLP, o restante das leveduras foram
previamente identificadas por MALDI-TOF-MS. O resultado da amplificacdo por ITS1-5.8S-
ITS2, gerando o amplicon, foi submetido & atividade das enzimas de restricdo de forma
individual, com trés endonucleases de restri¢do, sendo elas: CFOI (5° C{GCG3’), Hinfl (5’
G|CTNA 3’) e Haelll (5 GG|CC 3”). As clivagens enzimaticas seguiram as orientagdes do
fabricante quanto ao tempo e ao meio reacional. As condicdes utilizadas para clivagem do

amplicon estdo indicadas na tabela 3
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Tabela 3 - Condi¢Oes das enzimas de restri¢cdo

REAGENTE VOLUME

Enzima Hinf | Hae Il1 CFOl
Agua ultrapura 3,5uL 3,5uL 3,65uL
Tampdo especifico 1,0pL 1,0pL 1,0pL
BSA - - 0,10pL
Enzima 0,5uL 0,5uL 0,25uL
Amplicon 5,0uL 5,0uL 5,0uL
Volume total 10uL 10pL 10pL
Tempo 1h 1h 1-4h

Fonte: Autor (2018)

A solucéo foi incubada em estufa a 37°C. O tempo necessario para clivar o amplicon
variou conforme a enzima, conforme descrito na tabela 3, foi adicionado 4,5 uLL do marcador
(DNA-LADDER - Low Ranger 100 pb — Norgen — Canada). Os produtos foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 3% a 90 V durante duas horas. O gel foi corado com
solugdo de brometo de etidio na concentragdo de 0,5 pg/mL, durante 20 minutos, visualizado
em luz UV e fotografado em fotodocumentador.

A identificacdo de géneros e espécies das leveduras da série GPEpU17 e GPEpUf17
foi realizada por meio dos resultados obtidos (PCR e RFLP) e sua comparacao com os valores

de pares de base presentes em bancos de dados (AGUSTINI et al., 2014)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

O isolamento de leveduras a partir do mosto de Uva da Cultivar Goethe Primo do Vale
da Uva Goethe em Urussanga- SC foi previamente realizado. Foram feitos dois isolamentos,
compreendendo, 50 linhagens de cada isolamento. As leveduras isoladas por testes de
caracterizagé&o.

Foram obtidas 31 linhagens de leveduras da série GPEpUfl7 com potencial para
vinificar e se encontram armazenadas em ultrafreezer a -80°C, incorporadas a Colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia Aplicada do Centro Nacional de Pesquisa
de Uva e Vinho da Embrapa (CNPUV).

6.2 VELOCIDADE DE FERMENTACAO

6.2.1 Demonstrativos gréaficos da velocidade de fermentacéo da linhagem GPEpUL17.

Das 50 linhagens selecionadas na série GPEpU17, nenhuma delas apresentou
potencial fermentativo compativel ao processo inicial de vinificacdo, porém poderdo ser
utilizadas como cultura mista com Saccharomyces cerevisiae. Os resultados podem ser
observados nas figuras 9 - 13, pela comparacdo na evolucdo do desprendimento de CO, das

linhagens isoladas frente as linhagens-padréo.
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Figura 9 - Evolugéo do desprendimento de CO, velocidade promovida pelas 10 primeiras
linhagens da série GPEpU17 e pelas linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Fonte: Autor (2018)

Figura 10 - Evolucéo do desprendimento de CO, promovida pelas linhagens 11GPEpU17 a
20GPEpUL17 e pelas linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 11 —Evolucéo do desprendimento de CO, promovida pelas linhagens 21GPEpU17 a
30GPEpUL17 e das linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 12 — Evolucéo do desprendimento de CO, promovida pelas linhagens31GPEpU17 a
40GPEpU17 e pelas linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 13 - Evolucédo do desprendimento de CO, promovida pelas linhagens 41GPEpU17 a
50GPEpUL17 e pelas linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Os resultados demonstraram que as linhagens da série GPEpU17 nas condicbes
experimentais adotadas no presente trabalho, restringe sua utilizacdo como principal agente na
elaboracdo de vinho. O fato de ndo apresentarem uma alta velocidade de fermentacao, ficam
caracterizadas ndo aptas para assumir o processo fermentativo, resultado ja era esperado, pois
a identificagdo taxonémica prévia feita por Maldi-Tof-MS e efetuada pela equipe do LMA
mostrou que 100% das leveduras ndo pertenciam a espécie Sacch. cerevisiae. Sabe-se que esta
espécie apresenta conversdo rapida, integral e eficiente do aclcar da uva, em etanol, dioxido
de carbono e outros componentes, como ésteres acidos voléateis e glicerol, é o papel principal
das leveduras vinicas. 1sso se da por meio de um processo complexo que envolve uma série de
enzimas e cofatores (SILVA, 2004). Isso ndo significa dizer que estas linhagens néo-
Saccharomyces por ndo exibir essa habilidade fermentativa ndo possam ser empregadas no
futuro em processos fermentativos mistos. Linhagem n&o-Saccharomyces, se empregadas em
associacdo com Saccharomyces cerevisiae, podem providenciar caracteristicas tipicas da
regido do vinho, pois permitem uma melhor qualidade do produto mesmo nao apresentando
uma velocidade fermentacdo significativa (ROMANO et al, 2003). Tradicionalmente,
leveduras autdctones sdo as que exercem essa transformacdo do mosto e a composi¢ado da
flora é de grande valia para conferir caracteristicas sensoriais tipicas ao produto final
(PRETORIUS, 2000).
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Segundo Barata; Malfeito-Ferreira e Loureiro (2012), as leveduras Hanseniaspora
spp, Candida spp, Metschnikowia spp e Pichia spp sdo as espécies de levedura mais
comumente encontradas nas bagas de uva, o que esta de acordo com a sua predominancia no
inicio da fermentacdo espontanea do mosto de uva. Chavan et al. (2009) também encontraram
predominantemente Hanseniaspora uvarum e Issatchenkia terricola no isolamento e

identificacdo de leveduras de uvas utilizadas na China.

6.2.2 Demonstrativos graficos da velocidade de fermentacéo da linhagem GPEpUf17.

Na série GPEpUfl7 50% das linhagens apresentaram alto potencial fermentativo
maior que as leveduras padrdo de LMA. O resultado é visivel quando comparado com a
evolugédo de CO; pelas linhagens padréo de referéncia Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e

K1. As tabelas a seguir mostrardo as velocidades de fermentacéo das linhagens GPEpUf17.

Figura 14 — Evolucéo do desprendimento de CO, promovida pelas das linhagens 1GPEpUf17
a 10GPEpUTf17 e das linhagens padréo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 15 — Evolucéo do desprendimento de CO, promovida pelas das linhagens
11GPEpUf17 a 20GPEpUf17 e das linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 16 - Evolucédo do desprendimento de CO, promovida pelas das linhagens 21GPEpUf17
a 30GPEpUf17 e das linhagens padréo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1

0,600

0,500

0,400

0,300

0,200

Desprendimento de CO2 (g)
o
3

o
o
S
S
[«38 |

Taxa de Fermentacdo Goethe Primo

24 30 48 54 72 90
Tempo (Horas)

—=—21GPEpUf17
—8—22GPEpUf17
o 23GPEpUf17
—8—24GPEpUf17
—=—25GPEpUf17
- 26GPEpUFL7
—=—27GPEpUf17
= 28GPEpUf17
—=—29GPEpUf17

=-30GPEpUf17
==

=i=1VVT

Fonte: Autor (2018)



53

Figura 17 - Evolucédo do desprendimento de CO, promovida pelas das linhagens
31GPEpUf17 a 40GPEpUf17 e das linhagens padrdo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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Figura 18 - Evolucédo do desprendimento de CO, promovida pelas das linhagens 41GPEpUf17
a 50GPEpUf17 e das linhagens padréo Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1
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De acordo com os valores alcancados pelas linhagens-padrdo K1 e 1VVT97, os cinco
graficos da série GPEpUfl7 demonstram que a fermentagdo comegou a ocorrer
aproximadamente nas primeiras 6 horas para todas as leveduras, mostrando uma Fase “lag”
curta, o que pode reduzir a atividade de microrganismos indesejaveis capazes de formar
produtos secundarios desagradaveis. Porém, 25 linhagens desta série (50%) ndo apresentaram

atividade fermentativa para que possam ser empregadas em processos de vinificagdo como
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agentes fermentativos dominantes. Os outros 50% das linhagens da série GPEpUf17 possuem
potencial fermentativo superior as leveduras padrdo LMA, género e espécie Saccharomyces
cerevisiae, todas com comportamento Killer e apenas a 4GPEpUf17 produziram baixo nivel
de H,S conforme ilustrado no quadro 1.

Diversos estudos relatam diferentes taxas de fermentacdo por leveduras a partir de
vinhedos e superficie de uvas maduras. Wlodarczyk et al. (2012), isolando leveduras das
cultivares Cabernet Franc, Ancellotta e Tannat da regido de Pinto Bandeira- RS, encontraram
somente 16 linhagens todas oriundas da cultivar Ancellotta, com potencial fermentativo para
elaboracdo de vinhos, ou seja, alta velocidade de fermentacdo, com caracteristicas neutras, em
relacdo ao fator Killer e nula producédo de sulfeto. Canossa et al. (2015), isolando leveduras
provenientes da cultivar Moscato Tradicional oriunda da regido de Farroupilha- RS,
encontraram apenas 3 linhagens com capacidade fermentativa 6% de 50 leveduras
caracterizadas. Lima et al. (2017) caracterizando leveduras da cultivar Malbec da regido de
Campo Belo do Sul-SC, obtiveram apenas 21 linhagens com atividade fermentativa 42% do
total de 50 leveduras.

A capacidade fermentativa esta relacionada a resposta de cada linhagem em relacdo a
fatores de estresse aos quais todas as leveduras sdo submetidas, como a alta producdo de
etanol e a disponibilidade de nutrientes (WLODARCZYK, 2013).

Quadro 1 — Linhagens da série GPEpUf17 com alto potencial enoldgico e evolugdo de CO,
comparado com linhagens padrdo 1VVT97 e K1

Linhagens Geénero e espécie (H2S) Killer CO2(9)
4GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae + k 0,6233
5GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5333
6GPEpUfL17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6433
8GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6700
10GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6600
11GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5470
14GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5870
20GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4830
22GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5430
23GPEpUf16 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4900
25GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5430
30GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4800
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31GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,4700
32GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,4430
33GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5870
34GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,6000
36GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,3400
40GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5930
41GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5300
42GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5030
43GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5200
46GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,6600
48GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,6000
49GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5800
50GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae k 0,5130
K1 Saccharomyces cerevisiae k 0,3170
Saccharomyces cerevisiae
1VVTI7 Embrapa 0,2730

Fonte: Autor (2018)

6.3 PRODUCAO H,S

Das 50 linhagens da série GPEpU17, apenas 16 linhagens apresentaram producdo de
(H2S) como mostrado na tabela 4, o que corresponde a 32%. As leveduras produtoras de H,S
estdo subdivididas de acordo com a producdo de sulfeto de hidrogénio por meio da notacao
indicativa de alta producdo(+++),média producdo(++) e baixa producdo (+), o restante 68%
ndo apresentou producdo de H,S, sendo classificadas como producdo nula(-). A figura 19
mostra um grafico do percentual de linhagens que desprendem sulfeto de hidrogénio. O
género da levedura, a composicdo do meio de cultura e 0 metabolismo de aminoécidos que
contém enxofre podem influenciar diretamente na quantidade de H,S produzida.

Os resultados de producdo de H,S apresentados pelas leveduras da série GPEpU17 se
assemelham aos apresentados por Sperotto et al (2016) que caracterizaram 47 leveduras
isoladas de uvas da cultivar Malbec de Campo Belo do Sul-SC, encontraram 31,91% de
produtoras de H,S. Canossa et al. (2014), observaram que em 100 linhagens de leveduras
isoladas das cultivares Malvasia Branca e Moscato Alexandria da regido de Farroupilha — RS,

61% das linhagens isoladas foram capaz de produzir H,S no meio Mosto Sulfito.



Tabela 4 - Producdo de H,S da Série GPE

Linhagem da série Geénero e espécie Nivel (H,S)
6GPEpU17 Issatchenkia terricola +++
10GPEpU17 Zigoascus meyerae +
15GPEpU17 Issatchenkia terricola +++
20GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
21GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
22GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
23GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
24GPEpU17 Issatchenkia terricola ++
25GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae ++
26GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
36GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae +
40GPEpU17 Issatchenkia terricola +++
41GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
43GPEpU17 Candida diversa +
44GPEpU17 Saccharomycopsis vini +
46GPEpU17 Issatchenkia terricola +++
47GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae +
49GPEpU17 Candida diversa ++

Fonte: Autor (2018)
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Figura 19 — Nivel de producéo de H,S pelas linhagens GPEpU17 isoladas da cultivar Goethe
Primo Epagri — Urussanga, SC
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Fonte: Autor (2018)

A avaliacdo das 50 linhagens da série GPEpUf17 mostra que apenas 11 leveduras
como mostrado na tabela 5 produzem sulfeto de hidrogénio, o que significa um porcentual de
22% de toda a linhagem. Esta série também é subdividida por nivel de producdo do gas
sulfeto ja explicado anteriormente e mostrado na figura 20.

Os resultados relativos a producdo de H,S na série GPEpUf17 podem ser comparados
com o trabalho realizado por Lima et al (2017), caracterizaram 10 leveduras produtoras de
H.S (20%), entre as 50 linhagens isoladas de uvas da cultivar Malbec de Campo Belo do Sul-
SC.

Saliento que neste estudo e nos estudos citados de Canossa et al. (2014), Sperotto et al.
(2015) e Lima et al (2017) os testes foram efetuados em meio Mosto Sulfito, porém, a
concentracdo de sulfeto de hidrogénio nestes trabalhos foram diferentes aos encontrados nas
séries GPEpUL7 e GPEpuF17. Esta diferenca de variacdo pode estar associada a variedade da

cultivar na qual as leveduras foram isoladas e aos géneros aos quais estas pertencem.

Tabela 5 - Producédo de H,S da Série GPEpUf17

Linhagem da série Geénero e espécie Nivel (H,S)
2GPEpUf17 Candida diversa +++
3GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae +
AGPEpUfL7 Saccharomyces cerevisiae +++
16GPEpUT17 Issatchenkia terricola +




17GPEpUf17 Issatchenkia terricola +
26GPEpUf17 Starmerella bacillaris +
27GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae +
29GPEpUf17 Candida diversa ++
35GPEpUT17 Hanseniaspora opuntiae ++
37GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae +
38GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae +

Fonte: Autor (2018)
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Figura 20 - Nivel de producdo de H,S pelas linhagens GPEpUf17 isoladas da cultivar Goethe

Primo Epagri — Urussanga, SC
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Fonte: Autor (2018)

Observa-se gque entre as duas séries analisadas o percentual quantitativo de leveduras

que produzem H,S variam significativamente, mas, a maioria das linhagens ndo produziu

sulfeto de hidrogénio, e a minoria produtora, caso esteja presente durante o processo de

vinificacdo podera comprometer a qualidade do produto.

6.4 FATOR KILLER

No teste para identificacdo da presenca do fator Killer, mostrado na figura 21 e na

figura 22, foram utilizadas linhagens sensiveis ndo-Saccharomyces; Candida californica

40MCF14, Issatchenkia

terricula  21MCF14, H’spora

uvarum

S0MCF14,
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Zygosaccharomyces bispora 46 TASL15, Pichia fermentans 1GTRU15 e uma Saccharomyces
cerevisiae 26B84.

No estudo realizado entre as 50 linhagens da série GPEpU17, foi observadado a
presenca do fator killer somente em seis leveduras (Issatchenkia terricola 6GPEpU17,
25GPEpU17, 40GPEpUL7, 46GPEpU17, Candida diversa 43GPEpU17, 49GPEpU17,), o que
corresponde a 12% das linhagens.

O resultado deste presente trabalho assemelha-se ao estudo realizado por Schauren et
al (2016) analisando o perfil de 49 leveduras isoladas de uvas Goethe Tradicional, cultivadas
na regido Vales da Uva Goethe em Urussanga — SC, que encontraram apenas 2,4% de
linhagens killer. Canossa et al caracterizando 100 leveduras provenientes de uvas das
cultivares Malvasia Bianca e Moscato Alexandria oriundas da regido de Farroupilha- RS,

observaram que apenas 7 % apresentavam comportamento killer.

Figura 21 - Halo de morte provocado por leveduras isoladas no teste de fator killer GPEpU17
X levedura sensivel ndo-Saccharomyces 1GTERU15

Fonte: Autor (2018)

A andlise da presenca de leveduras Killer na série GPEpUf17, revela que 29 linhagens
possuem fator Killer (C. diversa: 2GPEpUf17, Sacch. cerevisiae: 4GPEpUf17, 5GPEpUf17,
6GPEpUfl7, 8GPEpUfl7, 10GPEpUfl7, 11GPEpUfl7, 14GPEpUfl7, 20GPEpUf17,
22GPEpUfl7, H’spora opuntiae: 23GPEpUf17, Sacch. cerevisiae: 25GPEpUfl7, H'spora
opuntiae: 28GPEpUfl7, C. diversa: 29GPEpUfl7, Sacch. cerevisiae: 30GPEpUf17,
31GPEpUf17, 32GPEpUf17, 33GPEpUfL7, 34GPEpUfL7, H spora opuntiae: 35GPEpUf17,
Sacch. cerevisiae: 36GPEpUf17, 40GPEpUf17, 41GPEpUfl7, 42GPEpUfl7, 43GPEpUT17,
46GPEpUfl17, 48GPEpUfl7, 49GPEpUfl7, 50GPEpUfl7), o equivalente a 58% das

linhagens
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O estudo realizado por Lima et al (2017) na regido de Campo Belo do Sul-SC, com
leveduras da cultivar Malbec, mostrou que 88% dos microrganismos isolados apresentaram
fendtipo Killer. Teixeira et al (2016) analisaram o perfil de 46 leveduras autdctones
encontradas na uva Sauvignon Blanc, isoladas de um parreiral localizado em Campo Belo do
Sul SC, encontraram 13,4% de leveduras com comportamento killer.

A utilizacdo de leveduras neutras € preconizada por alguns autores, pois elas s&o
responsaveis pela formagdo de aromas diferenciados, uma vez que possuem capacidade de
resistir a acdo das linhagens killer e ndo impedem o desenvolvimento das linhagens presentes
no inicio da fermentacdo (SILVA 1996) e (CANOSSA et al. 2012). Em um processo
fermentativo, a habilidade para producdo de toxina Killer pode conferir vantagens seletivas
sobre linhagens competitivas sensiveis e contaminantes, no entanto, Silva (1996) salienta que
as leveduras devem ser selecionadas por suas caracteristicas enologicas e nao por sua

atividade killer.

Figura 22 - Halo de morte provocado por leveduras isoladas no teste de fator killer
GPEpUf17 X levedura sensivel Saccharomyces cerevisiae 26B84

Fonte: Autor (2018)

6.5 AVALIACAO DAS LINHAGENS SENSIVEIS E NEUTRAS

A sensibilidade das linhagens da série GPEpU17 foi examinada perante as linhagens
padrdo killer ndo-Saccharomyces : C. diversa 2GCEpU16, 8GCEpU16, 36GCEpUf16,
40GCEpUl6, 41GCEpUl6, 44TASL15, 19GTEpUl6, 28GTEpUl6, 32GTEpU1L6,
29MCF14, 51MCF14, 52MCF14, 30MPB12, 12MPB12, 10MBRZ2F14, 27MBR2F14;
H’spora wuvarum 28MCF14, H’spora opuntiae 33MCF14, 13GTRU15, 7GTGU15,
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37GPEpU15, 34GCEpU16 e Sacch. cerevisiae padrdo killer 1B84, 91B84, K1, como
demonstrado no quadro 2, as quais foram transferidas em pontos duplicados, com auxilio da
alca de estéril calibrada. As placas foram colocadas em incubadora microbioldgica a 24°C por
48 horas para o crescimento. O resultado positivo para sensibilidade ao fator Killer foi
observado por meio da formacéo de halo de inibicao de crescimento (SILVA, 1996).

O resultado de sensibilidade da série GPEpU17 demonstra que apenas 15 destas
leveduras  (10GPEpU17, 11GPEpU17, 13GPEpUl7, 14GPEpUl7, 16GPEpU17,
17GPEpULl7, 18GPEpUl7, 21GPEpU17, 22GPEpUl7, 23GPEpUl7, 35GPEpU17,
38GPEpUL7, 45GPEpUL7, 47GPEpU17, 50GPEpU17) correspondendo a 30%, sdo sensiveis
a linhagens killer padrdo LMA, como demonstra o quadro 2.

Uma nova avaliagdo de sensibilidade foi realizada em placas de Petri contendo meio
Agar Mosto 80:20, com o objetivo de encontrar linhagens da série GPEpU17 sensiveis a suas
proprias leveduras killer, como mostrado na figura 23. A avalicdo mostrou que apenas 14
linhagens (H ’spora opuntiae: 1GPEpU17, 2GPEpU17, 3GPEpU17, 4GPEpU17, 5GPEpU17,
Issatchenkia terricola 6GPEpULl7, H’spora opuntiae: 11GPEpU17, 12GPEpUL7,
13GPEpUL7, 14GPEpU17, S. vini 16GPEpUl7, H'spora  opuntiae: 19GPEpU17,
27GPEpUL7, Issatchenkia terricola: 40GPEpUL7), o correspondente a 28%, sdo sensiveis as
suas proprias linhagens Killer. O total de linhagens sensiveis de toda série GPEpU17 as
leveduras killer padrdo de LMA ou killer da mesma coleg&o € de 50%.

Portanto, as linhagens que apresentaram resultado negativo para ambos 0s testes

(capacidade Killer e sensibilidade) foram classificadas como neutras (K'R").

Figura 23 - Sensibilidade da levedura 19GPEpUf17 as Killer GPEpU17

Fonte: Autor (2018)



Quadro 2 — Linhagens caracterizadas sensiveis as linhagens killer especificas
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Linhagens sensiveis Género e espécie Killer
1GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17,
2GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17,
3GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17,
AGPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 46GPEpU17,
5GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae 40GPEpU17, 46GPEpU17,
6GPEpU17 Issatchenkia terricola 25GPEpU17,
10GPEpU17 Zygoascus meyerae 33MCF14.
11GPEpU17 Saccharomycopsis vini 25GPEpU17, 33MCF14

25GPEpUL7, 40GPEpUL7,
12GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 46GPEpU17, K1,

25GPEpU17, 8GCEpU16, K1,

13GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14

25GPEpU17, 40GPEpUL7,
14GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, 33MCF14

25GPEpU17, 8GCEpU16, K1,

16GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14
17GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, K1, 33MCF14
18GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae K1, 33MCF14

25GPEpU17, 40GPEpU17,
19GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 46GPEpU17,
21GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
22GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
23GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
27GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17,
35GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
38GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
40GPEpU17 Issatchenkia terricola 25GPEpU17,
45GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14
47GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14
50GPEpUL17 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14

Fonte: Autor (2018)
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Através dos métodos de comparacdo aplicados nas linhagens da série GPEpUL17 para
avaliar a velocidade de fermentacdo e producdo de H,S, ficou constatado que ocorreu uma
baixa velocidade fermentativa em toda linhagem e com pouca formagdo de H,S. Porém,
ficaram caracterizadas 19 linhagens neutras, que equivale a 38%, como mostrado no quadro 3,
por ndo serem afetadas pelo fator killer e nem apresentarem um efeito letal contra outras
linhagens. Com este resultado é possivel saber quais delas poderdo ser empregadas em

culturas mistas na producéo de vinho por terem apresentado uma baixa atividade fermentativa

Quadro 3 -— Linhagens das série GPEpU17 neutras ndo enoldgicas e evolucdo de CO,

comparado com linhagens padrdo 1VVT97 e K1

Linhagens neutras Geéneros e espécie (H2S) CO2(9)
7GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200
8GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300
9GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1100
15GPEpU17 Issatchenkia terricola +++ 0,1200

20GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200
24GPEpU17 Issatchenkia terricola ++ 0,1200
26GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1130
28GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1270
29GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300
30GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1230
31GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1100
32GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1170
33GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200
34GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300
36GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200
37GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,0970
39GPEpUL17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200
41GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200
42GPEpU17 Saccharomycopsis vini - 0,1170
44GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200
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48GPEpUL7 Hanseniaspora opuntiae - 0,1133

K1 Saccharomyces cerevisiae 0,4230

1IVVT Saccharomyces cerevisiae 0,3330
(Embrapa)

Fonte: Autor (2018)

Para detectar a sensibilidade (K'R) das linhagens da série GPEpUfl7 frente a
leveduras de comportamento Killer (K'R"), foram utilizadas as mesmas linhagens padrio
Killer citadas no teste de sensibilidade realizado para serie GPEpU17. A avaliacdo de
sensibilidade foi feita em placas de Petri contendo meio Agar Mosto 80:20, nas quais foram
semeadas uma linhagem da colecdo da série GPEpUf17 por placa, pipetando-se 0,1 mL de
uma suspensdo de células com concentracéo de 107 células/mL, depois foi a vez das linhagens
padrdo killer serem transferidas em pontos duplicados, com auxilio da alca de estéril. As
placas prontas foram levadas a incubadora microbiologica a 24°C por 48 horas para
crescimento dos microrganismos. O resultado positivo para sensibilidade ao fator killer foi
observado pela formacdo de halo de inibicdo de crescimento (SILVA, 1996). O resultado
mostrou que 24% das linhagens (H spora opuntiae 3GPEpUf17, 7GPEpUf17, 18GPEpUf17,
19GPEpUf17, 21GPEpUfl7, 27GPEpUfl7, 28GPEpUfl7, 35GPEpUfl7, 37GPEpUfl7,
38GPEpUf17, 47GPEpUf17) sdo sensiveis a pelo menos uma das linhagens killer padréo
LMA(quadro 4).

Um novo estudo avaliativo para sensibilidade da série GPEpUfl7 foi realizado
utilizando o mesmo meio de cultura ja referido anteriormente, com o objetivo de encontrar
linhagens sensiveis as 29 linhagens killer da mesma série encontradas no item 6.4 (Teste
Killer GPEpUf17), demonstrativo de sensibilidade GPEpUf17 vs GPEpUf17 killer como

mostrado na figura 24 e figura 25.
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Figura 24 — Sensibilidade da levedura 3GPEpUf17 as Killer GPEpUf17

Fonte: Autor (2018)

Figura 25 — Sensibilidade da levedura 7GPEpUf17 as Killer GPEpUf17

Fonte: Autor (2018)

O resultado do teste de sensibilidade desta cole¢cdo demonstrou que seis linhagens da
espécie H’spora opuntiae (3GPEpUfl7, 7GPEpUfl7, 13GPEpUfl7, 18GPEpUfl7,
19GPEpUf1l7, 47GPEpUfl7) sdo sensiveis a linhagens killer da série GPEpUfl7. As
leveduras 3GPEpUfl7 e 7GPEpUfl7 foram sensiveis a 26 leveduras killer da série
GPEpUf17 e linhagens killer padrdo LMA como mostrado no quadro 4. A linhagem H 'spora
opuntiae 3GPEpUfl7, que juntamente com a linhagem 7GPEpUfl7 tiveram  maior
sensibilidade ao fator killer e foram integradas ao agrupo de leveduras padrédo de sensibilidade
e ja estdo sendo utilizadas no LMA da Embrapa uva e vinho. O teste de sensibilidade

mostrou 15 leveduras sensiveis na série GPEpUf17, o que corresponde a 30%.



Quadro 4 — Linhagens da série GPEpUf17 sensiveis a proteina killer
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Linhagens

sensiveis

Geénero e espécie

Killer: killer

1GPEpUf17

NI

33MCF14,

3GPEpUf17

Hanseniaspora opuntiae

2GPEpUf17, 4GPEpUf17, 5GPEpUf17,
6GPEpUf17, 8GPEpUf17, 10GPEpUf17,
11GPEpUf17, 14GPEpUf17, 20GPEpUf17,
22GPEpUf17, 23GPEpUf17, 25GPEpUf17,
30GPEpUf17, 31GPEpUf17, 32GPEpUf17,
33GPEpUf17, 34GPEpUf17, 36GPEpUf17,
40GPEpUf17, 41GPEpUf17, 42GPEpUfl7,
43GPEpUf17, 46GPEpUf17, 48GPEpUfl7,
49GPEpUf17, 50GPEpUf17, 8GCEpU16,

K1, 13GTRU15, 33MCF14,

7GPEpUfL7

Hanseniaspora opuntiae

2GPEpUf17, 4AGPEpUfL7, 5GPEpUfL7,
6GPEpUf17, 8GPEpUf17, 10GPEpPUfL7,
11GPEpUf17, 14GPEpUf17, 20GPEpUf17,
22GPEpUf17, 23GPEpUf17, 25GPEpUfL7,
30GPEpUf17, 31GPEpUf17, 32GPEpUfL7,
33GPEpUf17, 34GPEpUf17, 36GPEpUfL7,
40GPEpUf17, 41GPEpUf17, 42GPEpUf17,
43GPEpUf17, 46GPEpUf17, 48GPEpUfL7,
49GPEpUf17, 50GPEpUf17, 8GCEpU1S6,

K1, 33MCF14,

13GPEpUf17

Hanseniaspora opuntiae

6GPEpUfL7

15GPEpUfL7

Hanseniaspora opuntiae

25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,
13GTRU15, 33MCF14,

16GPEpU17

Hanseniaspora opuntiae

13GTRU15, 33MCF14,

18GPEpUfL7

Hanseniaspora opuntiae

8GCEpU16, K1, 33MCF14, 33MCF14,

19GPEpUfL7

Hanseniaspora opuntiae

40GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 33MCF14,

21GPEpUf17

Hanseniaspora opuntiae

25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,
13GTRU15, 33MCF14,
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27GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, K1, 33MCF14,
28GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae K1, 13GTRU15, 33MCF14,
35GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae | 25GPEpUf17, 40GPEpUf17, 8GCEpU16,
K1, 13GTRU15, 33MCF14,

37GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,
38GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,
47GPEpUf17 | Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,

Fonte: Autor (2018)

No trabalho realizado com a linhagem GPEpUf17 para avaliar a sensibilidade ao fator
Killer ou a presenca do mesmo fator, formacdo de H,S e velocidade fermentativa obtivemos
resultados importantissimos em toda a série. A velocidade de fermentacdo demonstrada por
algumas linhagens foi superior a das leveduras padrdo Saccharomyces cerevisiae K1 e 1VVT
(Embrapa) conforme item (6.2.3), poucas formaram H,S e por fim, foram observadas
linhagens neutras.

As leveduras sdo classificadas neutras quando apresentam resultado negativo para
ambos os testes (capacidade killer e sensibilidade). Nessas condigdes, dentro da série
GPEpUTf17, 8 linhagens 16% sdo neutras, e entre as neutras 25% s&o produtoras de sulfeto de
hidrogénio (+) e 75% ndo produtoras de H,S (-), conforme quadro 5. Desta forma fica
evidente que nenhuma das linhagens neutras da série GPEpUfl7 apresentam potencial
fermentativo frente as leveduras fermentativas padrdo de LMA (KI, 1VVT97).

Os resultados do teste de sensibilidade do presente trabalho assemelham-se a estudos
realizados por Sperotto et al( 2016), no qual os autores isolaram leveduras da cultivar Malbec
de Campo Belo do Sul-SC, encontraram 12,77% de linhagens sensiveis ao fator killer e
87,23% das linhagens obtiveram o comportamento neutro. Frare (2017), caracterizando 50
linhagens autdctones obtidas de parreirais da cultivar Merlot no municipio de Santana do
Livramento — RS, encontrou 30% de linhagens sensiveis a toxina Killer e 70% neutras por ndo
matarem e serem eliminadas pela toxina killer. CANOSSA et al. (2012), avaliando leveduras
isoladas das cultivares Cabernet Sauvignon e Merlot de Pinto Bandeira, Bento Gongalves
verificaram que nenhuma linhagem apresentou comportamento positivo para sensibilidade.

Além dos fatores ambientais tipicos da regido de origem das leveduras, a atividade
Killer depende também da interagcdo entre a populacdo microbiana existente na microflora da

uva (CANOSSA, 2015). As leveduras sensiveis a toxina killer, dependem de alguns fatores,
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tais como: tipos de toxinas que as linhagens killer produzem; bem como a fase de crescimento
da mesma (BARTUNEK et al., 2001).

Quadro 5 — Linhagens da série GPEpUf17 neutras ndo enoldgicas e evolugdo de CO,
comparado com linhagens padrdo 1VVT97 e K1.

Linhagens Neutras Género e espécie (H,S) CO2(9)
9GPEpUfL7 Starmerella bacillaris - 0,1633
12GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,2370
17GPEpUf17 Issatchenkia terricola +++ 0,1030
24GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1270
26GPEpUf17 Starmerella bacillaris + 0,0970
39GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1200
44GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1130
45GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1300
K1 Saccharomyces cerevisiae - 0,3170
1VVT9I7 Saccharomyces cerevisiae - 0,2730
(Embrapa)

Fonte: Autor (2018)

6.6 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS PREVIAMENTE SELECIONADAS DAS
SERIES GPEpU17 E DA SERIE GPEpUf17

Os critérios utilizados para a escolha da identificacdo das leveduras da série GPEpU17
e da série GPEpUf17 foram baseados nos comportamentos que expressaram durante os testes
de fermentacdo, producdo de H,S, fator killer, sensibilidade a este fator e neutralidade.

Para efeito de investigacdo e por ndo terem sido identificadas por MALDI-TOF-MS,
foram consideradas as seguintes leveduras: 24GPEpU17(neutra e com média producdo de
H,S) e 42GPEpU17 (neutra e com alta producdo de H,S). Estas sdo da série GPEpU17. A
unica levedura da serie GPEpUf17 isolada para identificagcdo foi a 1GPEpUf17(sensivel a
linhagem 33MCF14). A identificacdo das leveduras se baseou no perfil eletroforético de
bandas em gel de agarose, com fragmentos de tamanhos estimados (PCR). A diferenciacéo
das espeécies foi efetuada por PCR-RFLP, com a aplicacdo das enzimas de restricdo Cfol ,
Hinfl e Haelll (Figura 26).
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Figura 26 - PCR - Perfil eletroforético da regido ITS1-5.8S-ITS2 amplificada pelos
iniciadores ITS1 e ITS4. M (marcador molecular); 1- LGPEpUf17; 2- 24GPEpU17; 3-
42GPEpU17.

Fonte: Autor (2018)

A PCR mostrou que as linhagens podem pertencer a géneros e espécies diferentes
(Figura 26). Seguramente, a linhagem 24GPEpU17 pertence a um grupo distinto. A levedura
1GPEpUf17(1) apresentou banda em aprox. 600 pb, a 24GPEpU17(2) em aproximadamente
400 pb e a 42GPEpU17(3) em aprox. 590 pb. Os valores de pares de base obtidos por PCR
indicam mais de um possivel género (Tabelas 6 e 7), fazendo-se necessério a utilizagdo de

RFLP para a identificacdo das mesmas.

Tabela 6 - Tamanho, em pares de bases, dos produtos de ITS-PCR para as possiveis espécies
na identificagdo da linhagem 1GPEpUf17

ITS-PCR (pb) Espécie Referéncia
595 Cryptococcus heveanensis | Agustini et al., 2014; Lv et al,. 2013
600 Sporobolomyces salmonicolor | Esteves-Zarzoso et al.,1999
600 Rhodotorula mucilaginosa | Heras-Vazquez et al., 2003

Guamén-Burneo e Carvajal-Barriga et
604 Rhodosporidiobolus ruineniae al., 2009

Fonte: Autor (2018)


http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/fd10862d455097003e6fdf15ccb2c097/synonym/f9ba833fd4578ea5a4abbd6499a17d06
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Tabela 7 - Namero de pares de bases do amplicons obtidos por ITS-PCR e as possiveis
espécies para a identificacdo da linhagem 24GPEpU17

ITS-PCR (pb) Espécie
390 Candida akabanensis
390 Metschnikowia pulcherrima
420 Issatchenkia terricola
430 Candida californica
450 Issatchenkia hanoiensis
450 Pichia kluyveri

Fonte: Autor (2018), adaptado de Agustini et al. (2014)

Em seguida, as 3 linhagens ndo identificadas foram submetidas a PCR-RFLP para
analise dos fragmentos gerados pela digestdo efetuada com as enzimas de restricdo Cfol,
Hinfl e Haelll (Figura 27).

Figura 27 - Perfil eletroforético dos fragmentos de restricao das linhagens 1GPEpUf17(1)
com Haelll, 24GPEpU17, com Cofl (2), com Hinfl (3) e 42GPEpU17(4), com Haelll.

Fonte: Autor (2018)

A levedura 1GPEpUf17, que apresenta um numero de pares de base de 600 pb,
quando foi empregada a enzima de restricdo Haelll, foi observado um fragmento de DNA em
aproximadamente em 590 pb, indicando que ndo houve clivagem. Sugere-se empregar outras

enzimas de restricdo como, Hinfl, Cfol, Mbol e Ddel encaminhar para sequenciamento da
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regido D1/D2 do rDNA. Por ser de coloracdo rosa, pode-se pensar em Sporobolomyces
(Sporidiobolus) ou Rhodotorula. As espécies Rhodotorula mucilagenosa (Heras-Vazquez et
al.., 2003) e Sporobolomyces salmonicolor (Esteves-Zarzoso et al., 1999) exibem 600 pb na
reacdo de PCR, o mesmo numero aqui obtido. Como na reacdo de PCR-RFLP, empregando a
enzima Haelll, eram esperadas trés bandas de 410:140:95 para Sporobolomyces salmonicolor
(Esteves-Zarzoso et al., 1999) e duas bandas de 390:210 para Rhodotorula mucilaginosa
(Esteves-Zarzoso et al., 1999), e como sO foi possivel detectar uma banda com 590 pb,
conclui-se que a linhagem 1GPEpUf17 precisa ser sequenciada. Neste caso, serd sequenciada
a regido D1/D2 do rDNA para a correta identificacao

A levedura 24 GPEpU17 mostrou fragmentos de aproximadamente 110 pb, 90 pb,
80 pb, 70 pb e 60 pb com a enzima Cfol e aproximadamente 220 pb e ,100 pb para a enzima
Hinfl, o que segundo Agustini et al. (2014) e Granchi et al. (1999) sugerem ser uma levedura
da espécie Issatchenkia terricola. Com relacdo a enzima de restricdo Hinfl, Settanni et al.
(2012) encontrou apenas uma banda de 225 pb. Isso mostra a variacdo que uma linhagem
pode apresentar com uma determinada enzima. Guaman-Burneo e Carvajal-Barriga (2009)
encontraram diferentes pares de base para Rhodosporidiobolus ruineniae. Os valores
encontrados pelos autores foram 604, 626 e 627. Isso pode ser verdadeiro também para a
reacdo de PCR. Para a espécie Candida stellata pode-se obter pela reacdo de PCR amplicons
com 500 (Guillamén et al., 1998) , 480 (Nisiotou et al., 2007) 475 (Esteves-Zarzoso et al.,
1999; Sabate et al., 2002). E comum em estudos de identificacio por PCR-RFLP haver relatos
sobre diferentes tamanhos de amplicons e, também, a existéncia de perfis de restricdo
distintos quando linhagens sdo analisadas dentro de uma mesma espécie (ESTEVE-
ZARZOSO et al., 1999; PHAM et al., 2011).

De acordo com os fragmentos de restricdo obtidos com a clivagem do DNA pela
enzima Haelll, que ocorreu em aprox. 390 pb, 140 pb e 70 pb sugere-se que a levedura
42GPEpUL7 pertenca a espécie Saccharomycopsis vini, conforme dados do LMA. Segundo
Barata et al. (2008), esta espécie apesenta um amplicon de 690 pb e, sob a acdo da Haelll,
fragmentos de 380, 150 e e 80 pb.

A utilizacdo da PCR-RFLP para identificar trés leveduras mostra o resultado na
tabela 8 que apenas duas puderam ser identificadas, relacionando a cada linhagem, a espécie e
0 género junto com as caracteristicas estudadas durante este trabalho. As demais leveduras de
cada série foram identificadas por MALDI-TOF-MS, seguindo procedimentos definidos por
Agustini et al. (2014).


http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/fd10862d455097003e6fdf15ccb2c097/synonym/f9ba833fd4578ea5a4abbd6499a17d06
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Desta forma, a técnica de sequenciamento é fundamental para garantir as corretas

designac0es as linhagens estudadas (Agustini et al., 2014).

Tabela 8 — Identificagdo das linhagens das séries GPEpUf17 e GPEpU17
Linhagens Resultado do Genotipo Capacidade | killer | Sensivel | H,S
com ITS1E ITS2 Fermentativa
1GPEpUf17 Né&o identificada Baixa ) (+) Nula
24GPEpU17 Issatchenkia terricola Baixa ) ) Médi
a
42GPEpU17 Saccharomycopsis vini Baixa ) ) Alta

Fonte: Autor (2018)

6.7 VIABILIDADE ECONOMICA

O trabalho de caracterizacdo da colecdo leveduras isoladas do mosto de uvas Goethe
Primo Epagri Urussanga 2017 foi desenvolvido na Embrapa Uva e Vinho no laboratorio de
Microbiologia Aplicada em Bento Gongalves-RS, foi realizado durante o periodo de 23 de
Abril a 10 Novembro de 2018.

Com a intencdo de verificar os efeitos econémicos na realizacdo da pesquisa para o
processo de caracterizacdo de leveduras, durante os 2 meses de duracdo do trabalho, foram
consideradas as seguintes condi¢fes para a soma dos custos: remuneracdo de mao-de-obra
qualificada para a realizacdo do trabalho; aquisicdo de equipamentos laboratoriais e compra
de matérias e reagentes. Entretanto os valores aqui apresentados sdo simplesmente
especulativos, pois a Embrapa e a Epagri buscam alcancar a toda comunidade com prestacao
de servigos essenciais de informacdo ou pesquisa gratuita, com objetivo de melhorar a
qualidade de vida do produtor fornecendo informacdes técnicas e cientificas de como executar
de maneira precisa e adequada 0 manejo de seu produto.

Os custos totais para a realizacdo do projeto estara divido em custos relativos para a
aquisicdo de equipamentos e material de laboratério utilizado nas etapas de caracterizacdo de

leveduras que se encontram detalhados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Custos relativos a aquisi¢do de equipamentos utilizados para a caracterizacdo de
leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga — SC 2017

Equipamentos Custos (R$)
Autoclave 20.000,00
Balanca Analitica 12.550,00
Cuba de Eletroforese 2.400,00
Capela de Fluxo Laminar 30.500,00
Estufa de Secagem 3.400,00
Incubadora Microbioldgica 3.900,00
Micropipetas (1, 5e 10 pL) 1.000,00
pHmetro 3.000,00
Termociclador 32.000,00
Transiluminador 59.000,00
Fonte de Energia 1.700,00
Vortex 1.200,00
Alca de cromo/niquel 2.150,00
Alca de Drigalski 550,00
Frascos Erlenmeyers 6.000,00
Microtubos tipo Eppendorf — 1.000 unidades 200,00
Papel filtro 200,00
Provetas (250 e 500mL) 2.000,00
Sacos plasticos 20,00
Tubos de ensaio (30mL) 1.000,00
Tubos de ensaio com tampa rosqueavel 1.500,00
Total Material = 184.270,00

Fonte: Autor (2018)

Nota: Os valores foram  pesquisados no Portal de compras governamentais

(https://www.comprasgovernamentais.gov.br)

Os custos apresentados na tabela 10 sdo correspondentes a preparacdo dos meios de
cultivo e o restante das analises utilizadas para o isolamento, caracterizacdo, identificacdo e

manutencdo das leveduras para vinificacéo.


https://www.comprasgovernamentais.gov.br/
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Tabela 10 — Custos relacionados a aquisicao de reagentes e material biol6gico utilizados para
a caracterizacdo de leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga — SC 2017

Reagentes e Material Bioldgico Custos (R$)

Acetato de chumbo 220,00
Agar 240,00

Agarose 1.900,00
Agua ultra pura 400,00
Azul de bromofenol 25,00
Azul de metileno 37,00
Brometo de etidio 290,00

dNTPs 7.050,00
Enzima de restri¢do Cfol 280,00
Enzima de restricdo Haelll 280,00
Enzima de restricao Hinfl 280,00
Extrato de levedura 750,00

Extrato de levedura ndo comercial 5,00
liquido (ELNC)
Glicerol 80,00
Iniciador ITS1 60,00
Iniciador ITS2 60,00
Kit tampdo 10x + MgCI2 600,00
Marcador molecular 220,00
Mosto de uva “BRS Lorena(500Ml) 5,00

Sulfito de sodio 570,00
Taq Polimerase 250,00
Triptona 380,00

Total = 13.982,00

Fonte: Autor (2018)
Nota: Os wvalores foram pesquisados no Portal de compras governamentais
(https://www.comprasgovernamentais.gov.br)

O presente trabalho devera conter em seu quadro executivo uma equipe especializada

em microbiologia aplicada, com elevado nivel de conhecimento e experiéncia em biologia

molecular, sendo composta no minimo por: pesquisador; analista; técnicos em laboratoério e
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estagiarios, cada um executando tarefas distintas na realizacao das diferentes etapas descritas
do presente projeto. Engenheiros de Bioprocessos e Biotecnologia presentes nesse quadro
operacional adicionariam conhecimento por meio de sua ampla capacidade e dominio
multidisciplinar em fermentac6es, biologia molecular entre outros, atuando em varios campos
de execucdo nessa pesquisa, assumindo a coordenacdo total durante a realizacdo dos
trabalhos.

A presenca do estagiario de graduacao seréa de executar os inimeros encargos da rotina
do laboratdrio sob o acompanhamento do Engenheiro de Bioprocessos e Biotecnologia. Este
executara entre muitas outras tarefas, as de plaqueamento das linhagens, preparacdo do
inéculo, inoculagdo, pesagem diaria dos tubos e repique das linhagens.

Os custos da méo de obra de todos os profissionais mencionados acima se encontram

descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Recursos humanos necessarios a realizacdo dos experimentos para a
caracterizacdo de leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga — SC

Profissional Tempo de servigo Salario Mensal Salario Total
(5 meses) (R$) (R$)
Engenheiro de Bioprocessos e
Biotecnologia 2 meses 17.326,00 34.652,00
01 Laboratorista 2 meses 12.150,00 24.300,00
01 Técnico de Laboratorio 2 meses 4.600,00 9.200,00
01 Estagiério 2 meses 610,00 1220,00
Total = 2 meses 34.686,00 69.372,00

Fonte: Autor (2018)

Nota: Os valores aqui referenciados foram coletados no portal da transparéncia Embrapa
(https://www.embrapa.br/acessoainformacao/empregados-publicos)

O resultado do presente estudo é relevante, pois, verificou-se a caracteristica enoldgica
em varias leveduras, por apresentarem alto potencial fermentativo. Uma linhagem com perfil
enoldgico semelhante as linhagens promissoras dessa série, a linhagem 37GTEpUf17, ja esta
sendo empregada por vinicultores do vale da uva Goethe. Logo, o trabalho desenvolvido foi
financeiramente viavel e seus custos de elaboracdo foram bem empregados, visto que a
caracterizacdo foi realizada de maneira adequada, permitindo a inclusdo das linhagens no
Banco de Dados da Embrapa (AleloMicro) assim como aumentando as alternativas e

disponibilidade de linhagens aptas a elaboracéo de vinhos da Regido do Vale da Uva Goethe.
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Isto proporciona bem social aos agricultores de Urussanga-SC que elaboram vinhos com
Indicagéo de Procedéncia (IP).

Considerando o valor médio de venda, no mercado brasileiro, de uma garrafa de vinho
branco da varietal Goethe, elaborado na regido de Urussanga, “Vinho Branco de Mesa Seco —
Casa Del Nonno Nobile Goethe”, no valor de R$ 45,00 (Vinicola Casa Del Nonno) sera
imprescindivel & comercializacdo de aproximadamente 5950 garrafas de 750 mL deste vinho
para custear todo o trabalho, deste modo, o volume é considerado pequeno para vinicolas de
médio a grande porte.

As leveduras nacionais selecionadas podem possibilitar aos produtores acesso a
tecnologia com um significativo incremento na qualidade dos vinhos por eles elaborados,
além de reducdo nos custos de producdo decorrentes de problemas comuns na prética vinicola
(SILVA e SILVA 1984).



77

7 CONCLUSAO

A caracterizacdo de leveduras é de extrema importancia para a producdo de vinho de
qualidade. Neste estudo ficaram caracterizadas linhagens com alto potencial fermentativo,
porém com comportamento Killer. As linhagens neutras aqui caracterizadas nao apresentam
capacidade de fermentacdo. Contudo, podem ser usadas como culturas mistas junto com
Saccharomyces cerevisiae comercial.

As leveduras presentes nas bagas de uva nem sempre apresentam aptiddo enologica

adequada a elaboracéo de vinhos.
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