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CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS ISOLADAS DO MOSTO DE UVAS
CABERNET FRANC DA REGIAO DE BENTO GONCALVES-RS

A elaboracdo de um bom vinho vai muito além do terroir. Depende fundamentalmente da
matéria prima e do processo de vinificacdo. Por isso a importancia do emprego de uma
linhagem adequada. As leveduras autOoctones, que sdo leveduras pertencentes a
microflora local desempenham um papel importante nesse processo visto que, estdo mais
adaptadas ao substrato, conferem uma particularidade ao vinho seja pelo aroma e
“buqué” ou teor alcodlico. Este trabalho teve por objetivo caracterizar as leveduras da
série T84 obtidas a partir do mosto de uvas Cabernet Franc da regido de Bento Gongalves,
RS. Todas as linhagens foram avaliadas quanto a velocidade de fermentacao, a producéo
de H2S, a capacidade de expressar a caracteristica killer e de exibir sensibilidade ao fator
killer. Os resultados mostraram que, das 49 leveduras da série T84, 45 linhagens
apresentaram fermentacdo semelhante as linhagens K1 e 1VVT e além disso, 20
leveduras das 49 nao apresentaram a formacao de H>S. As linhagens 117784 e 154784
expressaram caracteristicas killer em relacdo a linhagem 26B84 e, no teste de
sensibilidade, 29 das linhagens foram sensiveis as duas linhagens Killer, e apenas trés
leveduras nédo apresentaram sensibilidade a nenhuma linhagem padréao killer. A linhagem
144T84 apresentou-se neutra pois nao inibiu o crescimento de nenhuma linhagem padréo
e nao teve seu crescimento inibido por nenhuma linhagem Kkiller, mas formou H.S e
mostrou uma evolucédo de CO: abaixo de 5,2mg de CO: /h. A linhagem 117784, por ter
apresentado um comportamento distinto das demais, foi submetida a identificagdo por
PCR-RFLP. Foi identificada como Saccharomyces cerevisiae, confirmando os resultados
anteriores obtidos. A partir dos resultados apresentados, observa-se que as linhagens
117784 e 154784 sao killer apenas para linhagens de Saccharomyces cerevisiae,
possuindo a linhagem 117784 uma atividade killer mais agressiva. A linhagem 144784
identificada como Meyerozyma guilliermondii, possui caracteristica neutra. As linhagens
117784 e 154784 apresentam potencial enolégico adequado, podendo ser utilizadas em

indUstrias vinicolas.

Palavras-chave: Leveduras, H.S, Fermentagéo, Killer sensibilidade, Fator Killer,
PCR/RFLP

Abstract



CHARACTERIZATION OF YEASTS ISOLATED FROM THE CABERNET FRANC
GRAPE MUST OF THE REGION OF BENTO GONCALVES-RS

The elaboration of a good wine goes far beyond of terroir. It strongly depends upon the
grape quality used and on the vinification process. Therefore, it is important to use a
proper yeast for vinification. The autochthonous yeasts belonging a local microflora
play an important role in this process, since they are more adapted to to the local
substrate, and can enhance the aroma, the complexity and the typicity of the wine.
This work aimed to characterize the yeasts of T84 series, which were collected from of
grapes must of Cabernet Franc of Bento Goncalves region during the tumultuous
phase of vinification. All strains have been assessed for fermentation performance,
H2S production, killer skill and sensibility to the have presented similar fermentation
skill compared to K1 and 1VVT standard strains and 20 out of the 49 strains did not
produce H2S. The strains 117T84 and 154T84 have presented Killer factor with respect
to Saccharomyces cerevisiae 26B84 strains and according to the sensibility test, 29
were sensitive to two Killer strain and just three yeasts did not show any sensibility to
the Killer standard strain. The strain 144T84 presented neutral phenotype, because
the cells neither kill the sensitive strains nor are killed by the killer yeasts. The 117784
strain was identified by PCR/RFLP since it had shown atypical behavior. The
identification was confirmed as Saccharomyces cerevisiae, as previously identified.
The results show that the strains of Saccharomyces cerevisiae 117T84 and 154784
are killer, do not form Hz2S and the strain 117T84 presents a mor expressive Kkiller
activity. The strain 144784 was identified as Meyerozyma guilliermondii and has
neutral phenotype. The strains 117784 and 154T84 present an adequate enological
potential to be used for wine production.

Keywords: Yeasts, Hz2S, Fermentation, Killer Sensitivity, Killer Factor, PCR/RFLP
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1. INTRODUCAO

O vinho € uma bebida que transcende séculos, por ser sua criacdo antes
mesmo que a escrita (Alves et al., 2020). Além da uva e o terroir, para a elaboracao
de um excelente vinho é necessario que o processo fermentativo seja adequado,
sendo a levedura protagonista deste processo. As leveduras autéctones séo linhagens
adaptadas ao substrato local pois residem nos vinhedos, sdo elas que trazem a
particularidade do vinho de cada local. Apesar de terem disponiveis no mercado
leveduras de alto padrdo, ou seja, com alta taxa de conversao de aglUcar em etanol,
utilizar leveduras préprias do vinhedo traz inGmeros beneficios ao vinho produzido.
Como relata Silva et al. (2008) em seu trabalho, por serem adaptadas a matéria-prima
local e as condic¢@es climaticas as linhagens nativas agregam ao vinho caracteristicas

organolépticas unicas.

Antes de utilizar leveduras autdctones, é preciso caracterizar as mesmas, visto
que existem linhagens que formam compostos indesejaveis que conferem
caracteristicas desagradaveis ao vinho. O H2S é um desses compostos e que
apresenta um odor caracteristico de ovos podres. Outra caracteristica importante a
ser analisada no processo de selecdo de leveduras esta relacionada com a atividade
killer das linhagens. H4 no ambiente linhagens killer, sensiveis e neutras. Muitos
estudos mostram que linhagens killer promovem inibicdo de leveduras que causam
problemas na vinificacdo. Mas também é verdade que da mesma forma que inibem
0S microrganismos indesejaveis, afetam as linhagens desejaveis no processo de
elaboracdo de vinho, diminuindo-lhe a complexidade e reduzindo-lhe a tipicidade
regional. Por isso, o Laboratério de Microbiologia Aplicada (LMA) da Embrapa Uva e
Vinho defende o ponto de vista no qual o uso de linhagens killer assim como sensiveis
deve ser evitado no processo de vinificagdo. Procura-se por linhagens neutras. Na

sua falta, aconselha-se usar linhagens que sejam neutras para leveduras néo-
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Saccharomyces. Ha inUmeros estudos que relatam a acéo de linhagens killer sobre a

contaminagao.

Nem sempre linhagens autéctones possuem aptidao para elaborar um vinho de
qualidade. Desejando empregar tais linhagens se faz necessério isolar e realizar o
processo de caracterizag&do. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi realizar
a caracterizacdo de leveduras autdctones obtidas de mosto de uva Cabernet Franc
da regido de Bento Goncalves, durante a fase tumultuosa da vinificacdo, em processo

livre de contaminacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar leveduras autoctones obtidas a partir do mosto de uva da cultivar
Cabernet Franc da regido do Vale dos Vinhedos em Bento Gongalves (RS) em 1984,

durante a fase tumultuosa da vinificacdo, em processo livre de contaminacao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar da capacidade fermentativa das leveduras e velocidade de
fermentacéo;

o Avaliar da producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S) pelas linhagens;

o Avaliar da capacidade killer pelas linhagens da série T84 com relagéo as

linhagens Saccharomyces cerevisiae e ndo-Saccharomyces.
. Avaliar da sensibilidade das linhagens de leveduras da série T84 com
relacdo as linhagens Saccharomyces cerevisiae e ndo-Saccharomyces.
. Identificar das linhagens por biologia molecular das representantes de
grupos estabelecidos por meio de extracdo de DNA de leveduras,
PCR/RFLP da regiao ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 VINHO

De acordo com a portaria n° 229 de 25 de outubro de 1988 da Uni&o Brasileira
de Viticultura, por definicdo vinho é: “Bebida resultante da fermentacdo alcodlica
completa ou parcial da uva fresca, esmagada ou nao, ou do mosto simples ou virgem,
com um contetdo de alcool minimo de 7% (V/V a 20°C)” (Ministério da Agricultura,
1988).

Apo6s a colheita das uvas nos vinhedos, as mesmas sdo levadas para o
processo conhecido como desengace cuja funcao € retirar qualquer material vegetal,
sejam folhas, ramos ou pedunculos, dos cachos de uva. Esta técnica tem por
finalidade limitar a adstringéncia, o amargor e o gosto desagradavel de herbaceo e de
secura no vinho (Guerra et al., 2005). Em seguida, esses cachos séo prensados, de
forma que a semente ndo seja triturada, dando origem ao mosto. O mosto, palavra
gue vem do latim mustum que significa “novo” ou “jovem” € o liquido turvo que contém
suco, casca e sementes da uva. E este mosto que ird sofrer transformacio
comandada pelas leveduras. A fermentagcdo alcodlica se da a partir da acdo das
leveduras sobre os acucares e a atividade desses agentes transformadores depende
também de outros componentes presentes no mosto. Ao produto dessa pronta

transformacao da-se o nome vinho.

3.2. UVA CABERNET FRANC

A cultivar Cabernet Franc (figura 1) € uma Vitis vinifera tinta oriunda da Franca
da regido de Bordeaux. Foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul pela Estacdo
Agronémica de Porto Alegre em meados de 1900 e, em 1920 ja estava sendo
produzida e comercialidade em Garibaldi pelos Irméos Maristas. Nas décadas de 70
a 80 ocorreu a maior producdo da mesma, se tornando a base do vinho tinto brasileiro
por ser consumido jovem e produzir vinhos com grande aromaticidade e pouca acidez

guando comparado com vinhos de Cabernet Sauvignon. Além disso, o vinho de
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Cabernet Franc apresenta coloracao vermelho-rubi, com aroma de vegetais e fruta e
ainda possui boa estrutura e equilibrio no paladar (Rizzon & Miele, 2001).

Figura 1 - Cacho da uva Cabernet Franc

Fonte: (WINER, 2020)

A partir deste periodo grandioso, sua producdo passou por um declinio e ndo
se sabe até hoje o real motivo que levou a este fato. Sendo de dificil adaptacéo,
possuindo clones de baixas qualidades e tendo sido dado grande incentivo aos vinhos
brancos, néo se torna dificil deduzir que estes fatores sdo as possiveis respostas para
esta questédo. Hoje em dia, sua producéo ainda ocorre, mas em pequenas quantidades
visto que os produtores encontraram cultivares mais adaptaveis no terreno acidentado
da Serra Gaucha. A area plantada com Cabernet Franc no Estado do Rio Grande do
Sul em 1995 era de 296,27 ha, atingindo uma area maxima de 413,37 ha em 2004 e
em 2015, a area era de 164,36 ha. Comparando os dados da Cabernet Franc com 0s

de Cabernet Sauvignon no mesmo periodo, no Estado do Rio Grande do Sul em 1995
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era de 423,64ha, atingindo uma area maxima de 1.868,48 ha em 2007 e em 2015, a
area de 1.028,68 ha (de Mello et al., 2017).

3.3 “TERROIR”

Convém conceitualizar, neste momento, o "terroir". Segundo (Tonietto, 2007),
a palavra terroir é antiga. Data de 1.229 e é resultante de modifica¢des linguisticas
(tieroir, tioroer), de origem latina "territorium”. E definido de acordo com alguns
dicionarios, como uma extensao limitada de terra com aptiddes agricolas. No conceito
referente ao vinho, ha significados do tipo: "Solo apto a producdo de um vinho",
"Terroir produzindo um grand cru", "Vinho que possui um gosto de terroir", "Um gosto
particular que resulta da natureza do solo onde a videira é cultivada". Possui, portanto
uma conotacao positiva em relagéo ao vinho. Mas, na Franca do século XIX, o termo
era pejorativo. Estava associado a um vinho que néo tinha o carater nobre (cru)
suficiente para ser consumido pelas pessoas da cidade. Vinho com "gosto de terroir"
era para ser consumido por gente do interior. A palavra "cru”, criadas por monges
franceses, embora se origine de crescer (croitre), esta relacionada ao que hoje se
chama agricultura de precisao. O termo "cru" estéa relacionado com tipificacdo, ou seja,
um vinho elaborado de uvas de uma determinada parte homogénea de um vinhedo,

com caracteristicas especificas independente de safras (Grizzo, 1997).

3.4 LEVEDURAS

Leveduras sdo microrganismos unicelulares pertencentes ao filo Ascomycota
do reino Fungi. A classificacdo dentro do reino € baseada em suas caracteristicas de
colonizagéo e a fisiologia de suas células. O filo Ascomycota, ou mais conhecidos
COmo ascomicetos, é 0 que possui maior numero de representantes e, em sua grande
maioria, produzem enzimas e diferentes metabdlitos que séo utilizados em setores
industriais, no caso do presente trabalho, na industria vinicola, elaborando vinho e

outros derivados fermentados de uva.
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Ha muito tempo as leveduras sao utilizadas para a realizacdo da fermentacao
alcoodlica com o intuito de produzir bebidas. A industria vinicola brasileira tem por rotina
empregar linhagens de Saccharomyces cerevisiae importadas. Esse comportamento
tende a equalizar a producdo o que € um grave equivoco. Deseja-se estimular a
diferenciacdo geografica dos vinhos. Este procedimento de uso de leveduras néo
ajuda no processo de discriminacao (Silva & Silva, 1983).

As pesquisas que envolvem coleta, isolamento, caracterizacao e identificacdo
possuem o claro intuito de selecionar leveduras a partir da microflora das regidées com
potencial vitivinicola. Hoje, € possivel a utilizacdo de leveduras autéctones, ou seja,
leveduras originarias da microflora de cada regido brasileira que vai do Vale do Séo
Francisco ao Pampa Gaucho que possuam algum tipo de Indicacdo Geografica ou em
vias de obtencgao da referida deferéncia. Estas leveduras atribuem ao vinho produzido
uma maior qualidade além de uma uniformidade dentro da mesma regido seja por
conferir aromas especificos ou pelo teor alcodlico ou ainda reduzindo os riscos da
presenca de compostos indesejaveis (Silva & Silva, 1983). Além do mais, o uso de
linhagens com caracteristicas conhecidas traz vantagens por permitir fermentacfes
completas e uniformes, promover clarificagdo mais rdpida e melhora a estabilidade
biolégica do vinho (da Silva & Dalarmi, 2003).

A baga da uva pode abrigar leveduras, bactérias lacticas e bactérias acéticas.
A guantidade relativa desses individuos depende do estagio de maturacédo da uva e
da disponibilidade de componentes nutricionais (Barata et al., 2012b; Bokulich et al.,
2016). Num processo de vinificacdo, ndo apenas as linhagens de Saccharomyces
cerevisiae desempenham papel importante e relevante. Ha outros géneros e espécies
que participam da vinificacdo, ha aqueles que por um lado ddo maior complexidade,
aroma e tipicidade ao vinho (Agustini et al., 2018) e por outro pode comprometer a
qualidade, formando substancias indesejaveis. As praticas enologicas afetam
sobremaneira a flora (Albertin et al., 2014) e o estado sanitario da uva pode apresentar
uma flora diferenciada daquela flora de uma uva sadia (Barata et al.,2008,2012a). O

emprego continuado de linhagens importadas reduz sobremaneira a diversidade e a
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importancia das linhagens autoctones (Beltran et al., 2002) assim como o uso de
fungicidas a base de cobre afetam a densidade populacional (Martins et al., 2014)

3.4 FERMENTACAO

A fermentacdo, em linhas gerais, € um processo bioquimico no qual um
composto organico transfere seus elétrons para um receptor final que também é um
composto organico. A glicose transfere quatro elétrons para duas moléculas de
acetaldeido para formar duas moléculas de uma outra substancia denominada etanol.
A conversdo de acucar em alcool etilico ocorre no citoplasma da célula e, de uma
forma geral, na auséncia de oxigénio. E, sem davida, o mais conhecido e 0 mais
popular dos processos fermentativos, mas é apenas um dos muitos que a célula
executa na sua rotina metabdlica. E um processo complexo que depende de varios

fatores internos e externos além das inUmeras enzimas e cofatores envolvidos.

3.5 SULFETO DE HIDROGENIO (H2S)

O sulfeto de hidrogénio, ou também conhecido como gas sulfidrico, € um
composto sulfurado que possui um odor muito caracteristico, semelhante a ovo podre
com um limiar de percepcao muito baixo em torno de 0,9 a 1,5 ppb (Laboratories,
2011), e portanto, um dos maiores problemas na elaboracao de vinhos (Linderholm &
Bisson, 2005; Kinzurik et al., 2015). Rankine (1963) afirma que o aroma de H2S é
formado de bissulfito e enxofre elementar mas ndo de aminoacidos e que a quantidade
formada pela levedura € inversamente proporcional ao tamanho da particula de
enxofre. Spiropoulos e Bisson (2000) verificaram que uma superexpressdo da
sulfidrilase OAS/OAH (O-acetilserina/O-acetilhomoserina sulfidrilase) resultou em um
nivel ligeiramente maior de cisteina numa determinada linhagem de Saccharomyces
cerevisiae comercial, especialmente em condicdes de altas concentracbes de
nitrogénio. Neste caso, houve o maior decréscimo na formacdo de H2S. Mostraram

também que ha uma relacdo entre os niveis elevados de cisteina e o baixo nivel de
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liberacdo de H2S. Isso indica que altos niveis de cisteina podem exercer uma maior
eficiéncia na incorporacéo de H2S. Por outro lado, tem sido observado que a cisteina
e a O-acetilserina estédo envolvidas com a regulacédo da assimilacdo do sulfato (Ono

et al., 1999) e assim, indiretamente, influenciam a formacéao de H2S.

A producdo de H2S depende da linhagem de levedura, do tipo de enxofre
inorganico presente no meio e do tipo de fungicida usado no vinhedo (Acree et al.,
1972). O numero de linhagens de leveduras produtoras de H2S é variado (da Silva,
1999; da Silva et al.,, 2011a, 2012b) e representa um sério problema durante a
elaboracao de vinhos, pois esta relacionada a graves defeitos de elaboracdo. Sendo
assim, é de fundamental importancia selecionar leveduras autdctones para o processo
de vinificacdo. Pois, além de serem utilizadas apenas aquelas que ndo formam H2S e
descartadas as demais formadoras e estarem adaptadas ao substrato podem produzir

aromas unicos o que fardo com que o vinho daquela regido seja singular.

3.6 FATOR KILLER E SENSIBILIDADE

O fator Killer € uma toxina descoberta por Bevan e Makower em 1963 (Bevan
& Makower, 1963) em Saccharomyces cerevisiae, mas ndo sendo uma caracteristica
exclusiva da mesma. Esta toxina € produzida por determinadas linhagens de
leveduras que, em contato com uma linhagem sensivel, ocasiona sua morte. A
identificacdo do individuo como Killer, sensivel e neutra depende de alguns fatores
como, as linhagens utilizadas, condi¢des de cultivo (Woods & Bevan, 1968; Tipper &
Bostian, 1984; Wilson & Whittaker, 1989; da Silva, 1996; da Silva et al., 2011c) e fase
de crescimento (Tipper & Bostian, 1984; Maldotti et al.,, 2015). Saccharomyces
cerevisiae possui quatro tipos diferentes de fator killer. Sdo eles, K1, K2, K28 e Klus
(Maqueda et al., 2012; Rodriguez-Cousino et al., 2013; Giesselmann et al., 2017,
Becker & Schmitt, 2017; Rodriguez- Cousifio & Esteban, 2017). O fator killer deste
género, independentemente do tipo de toxina killer € determinado por moléculas de
RNA encapsuladas localizadas no citoplasma celular e denominadas L-dsRNA e M-
dsRNA (Bostian et al., 1980; da Silva, 1994; Becker & Schmitt, 2017). Os plasmideos
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de L-dsRNA e M-dsRNA sdo genomas contendo dupla fita de RNA (dsRNA) de
tamanhos diferentes L (large) e M (medium). O L-dsRNA é quem codifica a formacéo
do capsideo polipeptidico que envolve os dois genomas, ou seja, 0 L-dsRNA e o M-
dsRNA (Bostian et al., 1980, 1983). A funcédo do M-dsRNA é sintetizar a proteina killer
e portanto, apresenta um unico ORF (open reading frame). O L-dsRNA, no entanto,
possui dois ORFs, o0 GAG e POL. O ORF1 codifica a capa proteica (gag) e o ORF2
codifica o RNA (pol) (Icho & Wickner, 1989; Dinman et al., 1991). Além disso, 0 M-
dsRNA confere a levedura a caracteristica de imunidade (Schmitt, 1995; Schmitt &
Breinig, 2006).

Embora haja no mercado linhagens de Saccharomyces cerevisiae killer para
elaboracéo de vinhos e tenham sido propagadas vantagens de utilizar tais linhagens
no processo fermentativo, da Silva (1996), chama atencdo para o fato de que uma
levedura deve ser selecionada para elaboracéo de vinhos pela sua aptiddo enoldgica
e ndo por ser killer. Esta afirmagédo tem sua base no fato de as linhagens Killer,
segundo Tipper & Bostian (1984) serem entidades ineficientes de controle. O uso de
tais linhagens em processos fermentativos ndo estéreis, como é o caso do vinho, da
ao vinicultor a impressao de uma seguranca de controle que néao existe (da Silva,
1996). O simples fato de haver linhagens neutras ja nos da uma boa ideia da
fragilidade do sistema killer. Uma das vantagens citadas esta vinculada ao controle de
linhagens que sé&o indesejaveis para a elaboracédo de vinho. Da mesma forma que as
linhagens killer podem inibir linhagens indesejaveis, podem também inibir linhagens
altamente desejaveis. Além do mais, linhagens killer, mesmo ineficientes, podem
alterar a microflora natural da uva, podendo diminuir as caracteristicas locais de
tipicidade do vinho. E aconselhavel, portanto, empregar sempre linhagens neutras
para a elaboracdo de vinhos. J& em casos onde se deseje usar linhagens killer no
processo de vinificacdo, que sejam utilizadas aquelas que nao apresentam

capacidade killer para linhagens ndo-Saccharomyces.
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3.7 IDENTIFICACAO POR PCR-RFLP

A biologia molecular é o ramo da biologia que se dedica ao estudo da estrutura
e funcéo do material genético (RNA e DNA) assim como seus produtos de expressao,
as proteinas. Suas técnicas foram sendo aperfeicoadas desde o inicio de 1970, sendo
em sua grande maioria técnicas que funcionam de acordo com a variacdo de
temperatura. A elevacao da temperatura, faz com que o DNA seja desnaturado, ou

seja, as pontes de hidrogénio sédo quebradas, resultando na separacao das fitas.

Uma das técnicas mais utilizadas na identificacdo de organismos é a PCR
(Polymerase Chain Reaction) — Reagcédo em Cadeira da Polimerase criada oficialmente
em 1985 por Kary Mullis (Pérez, 2013). Tem como base, uma série de reacoes
envolvendo alternancias de temperatura, uso de iniciadores (primers), emprego de
bases nitrogenadas, utilizacdo de uma enzima termoestavel obtida da bactéria
Thermus aquaticus, denominada de Taq Polimerase e o DNA alvo. E interessante
observar que esta técnica ja tinha sido descrita por Molineux 14 anos antes. Mas foi
tida como inoperante. Mesmo depois que Mullis oficialmente determinou os
procedimentos para a PCR, a Taq polimerase empregada era o fragmento de Klenow
de Escherichia coli, uma enzima termolabil, o que necessitava adicionar a enzima
depois de cada ciclo, devido a temperatura de desnaturacdo ser elevada (96°C).
Somente em 1988, foi introduzida a enzima termoestavel obtida da bactéria Thermus
aguaticus (Peake, 1989; Pérez, 2013).

O objetivo da técnica é aumentar milhares de vezes o numero de um segmento
especifico de DNA. Consiste em adicionar em um tubo de ensaio o0 DNA, os primers,
gue sdo DNAs iniciadores, as bases nitrogenadas e uma enzima DNA polimerase
termoestavel. Os primers séo fitas de DNA que possuem em torno de 20 bases
complementares (A, T, C, G) e que se ligam por complementaridade ao inicio da
sequéncia que deve ser multiplicada. No equipamento onde ocorre a PCR, a amostra
de DNA é desnaturada, ou seja, sua dupla fita separada, e esse processo é feito em
uma alta temperatura (94°C). Com as fitas ja separadas, a temperatura é resfriada e
0s primers conseguem formar as pontes de hidrogénio com a sequéncia alvo e para

finalizar o primeiro ciclo de reac6es a DNA polimerase adiciona nucleotideos que, por
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complementaridade, faz o alongamento da fita filha. Este mesmo ciclo é feito diversas
vezes, até que a quantidade de replicagdes seja satisfatoria. O numero satisfatorio de

ciclos que se atinge fica entre 25 a 40 ciclos.

Para que ocorra a caracterizacdo efetiva do DNA amostral, € quase sempre
necessario que se aplique a técnica de analise do Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism ou RFLP).
Neste procedimento, usam-se enzimas que possuem a capacidade de reconhecer
uma sequéncia especifica de bases de DNA (4 a 8 nucleotideos) e sequéncias
palindrémicas, que sdo seguimentos que possuem a mesma sequéncia, mas em
direcbes opostas. Nas sequéncias palindrdmicas a enzima faz cortes formando
diversos fragmentos de DNA (Botstein et al., 1980). E um método rapido no processo
de discriminacéo de géneros e de espécies de leveduras (Cadez et al., 2002; Caruso
etal., 2002; Bedrifiana et al., 2010), assim como também usado para identificar fungos
filamentosos (Martorell et al., 2005; Diguta et al., 2011; Gkatzionis et al., 2014).

A técnica é uma simples reacdo enzimatica. O produto da reacdo € aplicado
em gel de agarose e submetido a eletroforese, para separacao de fragmentos de
amplicon. A eletroforese provoca a migracdo dos fragmentos para o polo positivo
devido a carga negativa do DNA e a diferenca de potencial aplicada. Os fragmentos
sao, dessa forma, separados por tamanho. Depois de separados, os fragmentos sé&o
submetidos ao brometo de etidio, visualizados e documentados sob luz ultravioleta
(Andrade et al., 2006; Agustini et al., 2014).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Microbiologia Aplicada
pertencente ao Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho (CNPUV) - Embrapa, sob

supervisédo do pesquisador Dr. Gildo Almeida da Silva.
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4.1.1 Embrapa Uva E Vinho

A Embrapa Uva e Vinho é uma unidade descentralizada da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) que é vinculada ao Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A unidade situa-se em Bento Goncalves, Rio

Grande do Sul que é conhecida como a Capital Brasileira do Vinho.

O inicio de suas atividades foi em 1942 quando houve a criacdo da Estacao de
Enologia de Bento Goncalves, que era uma das trés estacdes experimentais do
Laboratdrio Central de Enologia criado em 1937 com sede no Rio de Janeiro. Em 1969
integrou-se a rede IPEAS (Instituto de Pesquisas e Experimentacdo Agropecuéria do
Sul) e mudou seu nome para Estacdo Experimental de Bento Goncgalves. Apés a
criacdo da Embrapa em 1972, durante uma reunido da Diretoria Executiva da
Embrapa em 1975 criou-se a Unidade de Execucédo de Pesquisas de ambito Estadual
(UEPAE) de Bento Gongalves. Entdo em 1985 recebeu uma nova misséo, passando
para Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (CNPUV) que se mantém até hoje.
Em 1992 a Estacdo Experimental de Fruticultura de Clima Temperado (EFCT), criada
em 1981 e até entdo vinculada a Embrapa de Clima Temperado, vinculou-se a
Embrapa Uva e Vinho e no ano de 1993 ocorreu a criagédo da Estagdo Experimental
de Viticultura Tropical (EVT) em Jales, Sdo Paulo (Embrapa, 2020).

4.1.2 Laboratério De Microbiologia

O laboratorio realiza atividade com microrganismos de interesse agroindustrial
(Embrapa, 2020a). Os estudos desenvolvidos com leveduras autéctones, que séo
aquelas encontradas naturalmente no ambiente, ocorrem para que sejam
selecionadas para os mais diferentes usos no setor agroindustrial. Entre estes usos
esta a selecao de leveduras que juntamente com a cultivar e o terroir tipificam o vinho

de uma determinada regiao.

Todos 0s microrganismos isolados, e todo o pessoal envolvido nas pesquisas
com esses microrganismos, sdo cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). O SisGen
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gerencia o patriménio genético e do conhecimento tradicional associado e esti
vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (Ministério do Meio Ambiente, 2020).

4.2 COLETA E ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

As leveduras da série T84 foram isoladas da cultivar Cabernet Franc em 1984
na regido do Vale dos Vinhedos no municipio de Bento Gongalves. Os procedimentos
de colheita das bagas e isolamento de leveduras foram realizados pela equipe do
Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho. O isolamento das
leveduras foi realizado em mosto durante o estadio da fermentacédo tumultuosa da

vinificacdo. A metodologia de isolamento € descrita por da Silva & Silva (1987).

4.3 PRESERVACAO NO ULTRA FREEZER

A preservacdo das leveduras apds isolamento ocorre em ultra freezer a
temperatura de -80°C. As leveduras foram retiradas do ultra freezer, descongeladas e
reativadas. A reativacdo ocorreu em ambiente estéril, utilizando camara de fluxo
laminar, Trox (Brasil), onde pipetaram-se 35 puL de solucdo para tubo de ensaio com
meio mosto agar inclinado e levou-se para a estufa de crescimento (24°C) (Labline

Imperial Il, USA) por 48 horas.

Durante todas as andlises, conforme a levedura estava sendo utilizada, era
realizado o processo de repicagem ou espalhamento das mesmas. O procedimento
de repicagem consiste na transferéncia do tubo de ensaio contendo a levedura para
0 outro apenas com o mosto agar inclinado. Todo o procedimento foi realizado em

ambiente estéril.

4.4 MEIOS DE CULTURA

Para a realizacdo das atividades foram utilizados trés tipos de meio de cultura:

1) Meio mosto &gar segundo da Silva (1996), utilizado para a manutencédo das culturas
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de leveduras; 2) Meio mosto 80:20, segundo da Silva et al. (2011c) e 3) Meio mosto
sulfito segundo da Silva & da Silva (1984).

4.4.1 Meio Mosto Agar

O meio mosto agar foi utilizado para a replicacdo de leveduras e a conservacao
das mesmas. Para o preparo de um litro de meio de cultura foram separados dois
frascos de Erlenmeyer, um de 1000 mL para a preparacdo da solucdo A e outro de
500 mL para a preparacdo da solugdo B. As solucbes devem ser preparadas em
separado para que ocorra o endurecimento adequado do meio de cultura contendo
agar. Para a solucédo A pesaram-se 10g de extrato de levedura Difco, USA, 250 mL
de mosto de uva Lorena, 250 mL de &gua destilada e algumas gotas de Luftal
(Simeticona, 75 mg/mL) para que nao houvesse a formacgéo de bolhas. Para a solugao

B pesaram-se 20g de agar e 500 mL de agua destilada.

As solucdes foram levadas para a esterilizacéo na autoclave horizontal FABBE,
(modelo 104, Brasil) a 121°C por 30 min e, posteriormente, 0os dois frascos foram
misturados em ambiente estéril. Por fim, verteu-se nos tubos de ensaio (17cm X

1,5cm) e estes foram inclinados conforme representado na figura 2.

Figura 2 - Preparac¢do dos tubos de ensaio para a replicagdo e manutencédo de leveduras com mosto
agar inclinado.
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Fonte: Autora, 2020

4.4.2 Meio Mosto 80:20

O meio mosto 80:20 é utilizado para os testes Killer e de sensibilidade (da Silva
et al., 2011c). E composto por 80% de mosto de uva Lorena e 20% de ELNC (extrato
de levedura ndo comercial) que é preparado segundo da Silva & de Almeida (2006).
O meio foi preparado separadamente em dois Erlenmeyer, para a producao de dois
litros de meio de cultura sdo necessarios para a solucdo A um frasco de Erlenmeyer
de 2000 mL e para a solugédo B um frasco de Erlenmeyer de 500 mL. Para o preparo
da solucéo A, foram medidos em proveta 1600 mL de mosto de uva Lorena com pH
ajustado em 4,5 e pipetados 24 mL de azul de metileno 0,5%. Para a solucéo B foram
medidos 376 mL de ELNC e adicionados 10 g de agar. As solucbes foram levadas
para a esterilizagdo na autoclave horizontal a 121°C por 30 min e, posteriormente, 0s
dois frascos foram misturados em ambiente estéril. Por fim, verteu-se nas placas de

Petri conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3 - Preparacao das placas de Petri para teste Killer e sensibilidade com mosto 80:20

Fonte: Autora, 2020.

4.4.3 Meio Mosto Sulfito

O mosto sulfito é utilizado para o teste de velocidade de fermentacdo e
producgédo de H2S (da Silva & da Silva, 1984). Para a preparacao de dois litros de meio
de cultura foram pesados e adicionados em um frasco de Erlenmeyer de 2000 mL, 29
de sulfito de sédio, 20g de triptona e adicionado 2000 mL de mosto de uva Lorena.
Apbs a esterilizacdo do meio em autoclave horizontal a 121°C por 30 min e, em
ambiente estéril, pipetaram-se 9 mL do meio em tubos de ensaio com tampa de acordo

com a figura 4.
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Figura 4 - Preparacdo dos tubos de ensaio para o teste de velocidade de fermentac&o e producéo de
H2S.

Fonte: Autora, 2020.

4.5 PREPARO DAS SUSPENSOES DE CELULAS

As suspensodes de células, ou também chamados de indculos, foram utilizadas
para o teste de fermentacdo e como tapete no teste de sensibilidade. O procedimento
consiste em dissolver uma algada recém-crescida de leveduras em tubo de ensaio
com tampa rosqueavel contendo agua destilada esterilizada de modo a fornecer uma
concentracdo aproximada de 107 células/ mL. A verificacdo da concentracédo foi

realizada pelo método descrito por Walt & Yarrow (1984), conforme figura 5.
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Figura 5 - Verificagcdo da concentracdo da suspenséo e células seguindo o método de Der Walt e
Yarrow (1984).

Fonte: Autora, 2020.

4.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE SULFETO DE HIDROGENIO

A avaliacdo ocorreu em tubo de ensaio de rosca contendo 9 mL de mosto
sulfito e sobre ele foi pipetado 1 mL da suspenséo de leveduras (indculos) de interesse
na concentracdo de 107 céls/mL. Para a deteccdo da formacédo de H2S foi fixado na
tampa do tubo uma fita de papel de filtro previamente impregnada com solucdo de
acetato de chumbo 3%. A avaliacdo ocorre juntamente com o teste de velocidade de
fermentacdo e os resultados aparecem apos 48h em estufa de crescimento a
temperatura de 24°C. Em caso de resposta positiva para a producédo do H2S, a fita
muda de coloracéo (branca para marrom/preto), sinalizando a formacao de sulfeto de

chumbo (PbS) conforme reacéo descrita abaixo.
Pb(CH3COO)2 (s) + Hz2S (g) 2 CH3COOHg) + PbS¢s)

As leveduras foram classificadas em trés niveis, de acordo com a intensidade
da coloragéo da fita. As linhagens néo produtoras foram classificadas com (-), e para
aguelas que produziram H2S foram dadas as notacdes de (+) para baixa, de (++) para
média e de (+++) para alta producao.
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4.6.1 Preparo Das Fitas Impregnadas Com Acetato De Chumbo 3%

As fitas foram preparadas com papel filtro de tamanho 0,5 x 7,5 cm e foram
mergulhadas em solucdo saturada de acetato de chumbo 3%. Para o preparo da
solucdo foram pesados 4,5g de acetato de chumbo e diluidos em 150 mL de &gua. O
recipiente contendo as fitas e a solucéo foram levadas a estufa (24°C) para a secagem
completa do liquido (da Silva & da Silva, 1984).

4.7 TESTE DE VELOCIDADE DE FERMENTACAO

O teste foi realizado para avaliar a capacidade fermentativa de cada linhagem
de levedura. A avaliacao da velocidade de fermentacao foi realizada em triplicata, em
tubos de ensaio com rosca previamente esterilizados em autoclave por 30 min em
temperatura de 121°C. Nos mesmos foram colocados 9 mL de mosto sulfito e 1 mL
de suspensédo de levedura. O processo de fermentacao foi conduzido em estufa a
24°C, sem agitacdo e nos mesmos tubos foi efetuada a avaliacdo de formacao de
H2S. Esta avaliagdo durou 96 horas e, com leituras feitas em intervalos de 6 e 18
horas. A avaliacéao foi efetuada por gravimetria (Giudici & Kunkee, 1994; Vaughan-
Martini & Martini, 1998; Pellegrini et al., 1999; Jolly et al., 2003; Ciani et al., 2006;
Butzke & Park, 2011; da Silva et al., 2011b). Os valores obtidos s&o correspondentes
ao desprendimento de CO: e os resultados foram digitados em planilha do Excel, para

calcular a média aritmética das repeticfes e os valores de A dos pesos das amostras.

4.8 DETECCAO DA CAPACIDADE KILLER

O teste foi realizado em placas de Petri contendo meio mosto 80:20 e
previamente marcadas conforme figura 6. As placas foram semeadas pipetando 100
uL de uma suspensédo de células contendo 107 céls/mL de cada linhagem padrdo
(Tabela 1). As células foram espalhadas com al¢ca de Drigalski flambada em bico de

Bulsen (figura 7).



Figura 6 - Placa de Petri marcada para a realiza¢&o dos testes de sensibilidade e Killer

Fonte: Autora, 2020.

Tabela 1 - Linhagens de leveduras sensiveis utilizadas como “tapete” no teste Killer da série T84
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LINHAGENS
26B84
40MCF14
21MCF14
50MCF14
46TASL15
1GTRU15
3GPEpUf17
7MCBS17

GENERO E ESPECIE
Saccharomyces cerevisiae
Candida californica
Issatchenkia terricola
Hanseniaspora uvarum
Zygosaccharomyces bisporus
Pichia fermentans
Hanseniaspora opuntiae
Candida californica

Fonte: Autora, 2020.



31

Figura 7 — Espalhamento da suspenséao de células com al¢a de Drigalski na placa de Petri

| 4 /' /{

Fonte: Autora, 2020.

As leveduras de interesse foram, em duplicata, colocadas sob forma de massa
pontual sobre um tapete de células sensiveis padrdo (Tabela 1), previamente
plagueadas. Cada dupla de pontos corresponde a uma levedura da série T84 em teste
(Figura 8). Foram também empregadas as linhagens Saccharomyces cerevisiae
padrao K1, 1B e 91B como massa pontual para servir de padrao killer e assim avaliar

a adequacao do meio de cultura.

Ao fim da repicacéo de todas as leveduras, as placas foram transferidas para a
estufa por 48h em temperatura de 24°C. O resultado ser& considerado positivo para
capacidade killer quando a colbnia killer estiver rodeada por um halo de inibicao
formado pela auséncia de crescimento da linhagem sensivel padrao utilizada como
“tapete” (da Silva, 1996).
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Figura 8 - Replicacdo das leveduras de interesse

Fonte: Autora, 2020.

4.9 TESTE DE SENSIBILIDADE

O teste foi realizado em placas de Petri contendo meio mosto 80:20,
previamente marcadas conforme mostra a figura 6. As placas foram semeadas,
pipetando 100 pL de uma suspensédo de células de leveduras da série T84 (ANEXO
A), contendo 107 céls/mL. Estas foram uniformemente espalhadas sobre a superficie
do meio sélido de modo a formar um tapete de células. Sobre estas leveduras foram
colocadas, sob forma de massa pontual e em duplicata, as 25 linhagens de leveduras
killer apresentadas na Tabela 2. Ao fim da repicagem de todas as leveduras, as placas
foram levadas a estufa por 48h em temperatura de 24°C. O resultado sera
considerado positivo quando a colbnia Killer estiver rodeada por um halo de inibicao
formado pela auséncia de crescimento da linhagem da série T84 utilizada como tapete
(da Silva, 1996).



Tabela 2 - Linhagens killer para teste de sensibilidade
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Identificagcao
1

© 00 N O O b WODN

N N NN NNRR R R R B R R B
O B W N P O © 0 N o 00 M W N B O

Linhagens
1B

91B

K1
10MBR2F14
27TMBR2F14
28MCF14
29MCF14
33MCF14
51MCF14
52MCF14
30MPB12
12MPB12
13GTRU15
7GTGU15
44TASL15
37GPEpU15
34GPEpU15
2GCEpU16
8GCEpU1l6
36GCEpU16
40GCEpU16
41GCEpU16
19GCEpU16
28GCEpUl6
32GCEpU16

Género Espécie
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Candida diversa

Candida diversa
Hanseniaspora uvarum
Candida diversa
Hanseniaspora uvarum
Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora uvarum
Candida diversa
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora uvarum
Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Candida diversa

Fonte: Autora, 2020.
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4.10 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DAS LINHAGENS

A extracdo de DNA da linhagem selecionada para a PCR consistiu em congelar
e descongelar a suspenséo de células, seguindo o procedimento descrito por da Silva
et al. (2012a). Foi amplificada a regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, (Agustini et al., 2014)
com os primers ITS1 (5-TCC GTA GGT CCT GCG G’3) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’) (White et al., 1990). A PCR foi realizada com os componentes

e nas concentracoes referidas na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes do meio reacional da PCR

Componentes Concentracao

Agua ultra pura 13,95 pL
Tampéao Tag DNA polimerase 10x 2,5 uL
Cloreto de Magnésio (MgzCl) 50mM 0,75 pL
Nucleotideos trifosfatados 1mM 4,5 L
Oligonucleotideos iniciadores F 20pmol/uL 1,0 uL
Oligonucleotideos iniciadores R 2pmol/uL 1,0 uL

Taq DNA polimerase 5U/uL 0,3 uL

Fonte: Autora, 2020.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador PTC-100 (M. J.
Research, California, USA), iniciada por uma fase de desnaturacao a 95°C por 5 min

seguido por 39 ciclos com as condi¢fes descritas na figura 9.
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Figura 9 - Condi¢bes programadas no termociclador para a realizacéo da PCR.

95°C por 30 seg: 60°C por 1 min: §, 72°C por 1 seg:
Desnaturagao Pareamento Extensao da cadeia

Fonte: Autora, 2020.

Depois desses 39 ciclos, a reagdo entra na sua ultima fase que compreende
uma extenséo a 72°C por 10 minutos. Apos este processo o produto da ampliagdo, ou
amplicon, foi misturado ao corante (Purple (6X) B7024S, New England, BioLabs) e
aplicado ao gel de agarose 1,5%. O gel foi submetido a eletroforese horizontal na
corrente elétrica de 120/110V por aproximadamente 1,5 horas, como mostra a figura
10. O gel foi corado em solugdo de brometo de etidio na concentragéo de 0,5 puL/mL
por 30 minutos. As bandas foram visualizadas e fotografadas para documentacao,
utilizando o fotodocumentador Biorad Molecularimager Gek DCOTM, equipado com o
software Image LabTM Software (USA) (Biorad-USA).

Figura 10 - Gel de agarose 1,5% sendo submetido a eletroforese.

Fonte: Autora, 2020.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VELOCIDADE DE FERMENTACAO

Os resultados de velocidade de evolucdo de CO: referentes as 49 linhagens
da série T84 e comparacao com a velocidade das linhagens padrdo Saccharomyces

cerevisiae 1VVT97 e K1 podem ser visualizados nas figuras 11, 12, 13, 14 e 15.

Conforme pbde ser observado em todas as figuras, a fermentacéo teve seu
inicio nas primeiras 24 horas. Aparentemente, o inicio da fermentacdo parece ser
muito demorado, mas na realidade ndo, se levarmos em consideracgao varios fatores,
como a elevada concentracdo de acucares, a presenca de O:z dissolvido na massa
liquida no inicio do processo devido a agitacdo do tubo para a homogeneizacédo, a
adaptacao das linhagens ao processo fermentativo, pois estavam todas em condi¢bes
aerdbicas, a dissolucdo do CO2 na massa liquida e o préprio método de avaliacao,
que foi por gravimetria. Comportamento semelhante € observado na pratica enologica.
Dentre as 49 linhagens, 45 (98,8%) apresentaram valores de desprendimento de CO:
semelhantes aos das linhagens padrao 1VVT97 e K1. Apenas cinco (10,2%) linhagens

da série apresentaram desprendimento de CO2 menor que o equivalente a 8,3 mg/h.
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Figura 11 - Comparacgdo da taxa de fermentacéo entre as leveduras 104784 a 114784 e as linhagens
padrdo Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e K1.

Taxa de Fermentacdo das Leveduras 104784 a 114784
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 12 - Comparacéo da taxa de fermentacéo entre as leveduras 115784 a 124784 e as linhagens
padrdo Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e K1.

Taxa de fermentagao das leveduras 115T84 a 124T84
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Fonte: Autora, 2020.
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Figura 13 - Comparagdo da taxa de fermentacdo entre as leveduras 125784 a 134784 e as linhagens
padrdo Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e K1.

Taxa de fermentagao das leveduras 125T84 a 134T84

100
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 14 - Comparacao da taxa de fermentagéo entre as leveduras 135784 a 144784 e as linhagens
padrdo Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e K1.

Taxa de fermentagao das leveduras 135784 a 144784
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Fonte: Autora, 2020.



39

Figura 15 - Comparacgdo da taxa de fermentacao entre as leveduras 145784 a 154784 e as linhagens
padrdo Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e K1.

Taxa de fermentacao das leveduras 145T84 a 154T84
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Fonte: Autora, 2020.

Entre as linhagens que apresentarem altos valores de desprendimento de CO>
e consequentemente, em condicdes anaerdbicas, alta producéo de etanol (C2HsOH),
apenas duas mostraram comportamento Killer com relacdo a linhagem
Saccharomyces cerevisiae 26B84, que foram as leveduras 117784 e 154T84. Se néo
for possivel encontrar linhagens neutras com o perfil fermentativo semelhante a estas
duas linhagens, estas podem ser empregadas para a elaboracdo de vinho. No
entanto, ainda € necessario e importante verificar o comportamento destas duas

linhagens com relagéo a producéo de H2S.

Com relacdo ao potencial fermentativo, como visto na figura 16, estas se
equivalem as linhagens padrédo 1VVT97 e K1. Ha séries de linhagens isoladas de uva
de diferentes cultivares e de locais distintos com baixa ou nula incidéncia da espécie
Saccharomyces cerevisiae, 0 que leva a séries de linhagens com baixa atividade na
evolugao de CO: (Canossa et al., 2012, 2014, 2015; Bruneli et al., 2017). As interagdes
entre 0s microrganismos do vinho se dao entre levedura-levedura, levedura-fungo
filamentoso e levedura- bactérias (Fleet, 2003), mas deve se considerar também

outras interacbes, como fungo filamentoso entre si, bactérias entre si, bactérias-
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fungos filamentosos. Ha ainda outros fatores que interferem na incidéncia de
espécies, como a maturacdo da uva (Fleet, 2003) e os tratamentos fitossanitarios
(Martins et al., 2014).

Figura 16 - Comparacao da taxa de fermentacdo entre as leveduras 117784 e 154784 e as leveduras
padrdes K1 e 1VVT97.

Taxa de Fermentagao das leveduras 117T84 e 154784
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Fonte: Autora, 2020.

Para as leveduras 109784, 135T84, 138T84 e 144T84 que apresentaram baixo
desprendimento de COz, o resultado ja era esperado pois se tratavam de linhagens
nao-Saccharomyces. Leveduras do género Meyerozyma guilliermondii nao
apresentam altas taxas de conversao de glicose a etanol embora fermentem agucares
e assimile muitas hexoses, dissacarideos, poliis e acidos organicos (Kurtzman &
Suzuki, 2010). A linhagem 126T84 apesar de pertencer a espécie Saccharomyces

cerevisiae apresentou desprendimento de CO2 de 0,04 g.

5.2 PRODUCAO DE H2S

A producdo de H2S das 49 leveduras selecionadas da série T84 esta

demonstrada na figura 17. Destas, 20 linhagens nao apresentaram a formacao de H2S
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0 que corresponde a 42,8%. Isso significa que mais da metade das leveduras isoladas
produzem H2S. Observou-se que 22 linhagens de Saccharomyces cerevisiae sao
produtoras de H2S e com taxas de evolucdo de CO: elevadas. Esse quadro é
preocupante e reforca a necessidade do uso imediato de elevadas concentracdes de
linhagens selecionadas logo apds 0 esmagamento da uva no processo de vinificagao.
Os valores porcentuais de 120 linhagens com potencial de formacdo de H2S
encontrada por Wlodarczyk et al. (2012); Wlodarczyk (2013) foi de 35,8% e
aumentando o namero de linhagens para 175, o percentual de linhagens produtoras
aumentou para 48%. Isso mostra que a incidéncia de linhagens com potencial para
formar Hz2S é um fenbmeno frequente mesmo levando em conta diferentes regides e
safras distintas. Valores bem mais elevados no niumero de linhagens produtoras de
H2S podem ser encontrados. Nas safras de 2003, em vinhedos de Cabernet
Sauvignon no Vale dos Vinhedos, observou-se que 79% das linhagens apresentavam
potencial de formacéo de sulfeto de hidrogénio (da Silva & Dalarmi 2003) e no Vale
do Rio S&o Francisco foram isoladas 218 linhagens onde 70% das linhagens foram
produtoras de H2S (da Silva et al., 2011a).

Figura 17 - Porcentagem de linhagens da série T84 comparado ao nivel de producgédo de H2S

Nivel de producdo de H,S da série T84
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Fonte: Autora, 2020.
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As linhagens Saccharomyces cerevisiae 117784 e 154T84 exibiram aptid&do
enoldgica, podendo, portanto, participar de processos fermentativos na elaboracéo de
vinhos. Estas duas linhagens ndo apresentaram formacao de H2S e mostraram boa

evolucédo de CO2, como visto na Tabela 4.
Tabela 4 - Evolugdo de CO:ze producéo de H:S das linhagens da Série T84.

(continua)

Linhagens HoS  CO:2 Espécie

104 - 0,920 Saccharomyces cerevisiae
105 - 0,907 Saccharomyces cerevisiae
106 ++ 0,897 Saccharomyces cerevisiae
107 ++ 0,920 Saccharomyces cerevisiae
108 ++ 0,850 Saccharomyces cerevisiae
109 +++ 0,050 Meyerozyma guilliermondii
110 - 0,837 Saccharomyces cerevisiae
112 - 0,853 Saccharomyces cerevisiae
113 + 0,910 Saccharomyces cerevisiae
114 + 0,880 Saccharomyces cerevisiae
115 ++ 0,887 Saccharomyces cerevisiae
116 - 0,867 Saccharomyces cerevisiae
117 - 0,89 Saccharomyces cerevisiae
118 + 0,857 Saccharomyces cerevisiae
119 - 0,900 Saccharomyces cerevisiae
120 + 0,893 Saccharomyces cerevisiae
121 - 0,847 Saccharomyces cerevisiae
122 ++ 0,800 Saccharomyces cerevisiae
123 ++ 0,853 Saccharomyces cerevisiae
124 - 0,813 Saccharomyces cerevisiae

125 - 0,943 Saccharomyces cerevisiae




126 ++ 0,04 Saccharomyces cerevisiae
127 +++ 0,887 Saccharomyces cerevisiae
128 +++ 0,040 Meyerozyma guilliermondii
129 + 0,863 Saccharomyces cerevisiae
130 + 0,827 Saccharomyces cerevisiae
131 ++ 0,897 Saccharomyces cerevisiae
132 - 0,897 Saccharomyces cerevisiae
133 - 0,890 Saccharomyces cerevisiae
134 - 0,890 Saccharomyces cerevisiae
135 +++ 0,05 Meyerozyma guilliermondii
136 - 0,87 Saccharomyces cerevisiae
137 +++ 0,86 Saccharomyces cerevisiae
138 +++ 0,05 Meyerozyma guilliermondii
139 + 0,87 Saccharomyces cerevisiae
140 - 0,89 Saccharomyces cerevisiae
141 ++ 0,87 Saccharomyces cerevisiae
142 +++ 0,91 Saccharomyces cerevisiae
143 - 0,87 Saccharomyces cerevisiae
144 +++ 0,04 Meyerozyma guilliermondii
145 ++ 0,853 Saccharomyces cerevisiae
146 ++ 0,837 Saccharomyces cerevisiae
147 - 0,863 Saccharomyces cerevisiae
148 ++ 0,870 Saccharomyces cerevisiae
149 - 0,830 Saccharomyces cerevisiae
150 +++ 0,857 Saccharomyces cerevisiae
151 ++ 0,857 Saccharomyces cerevisiae
153 - 0,87 Saccharomyces cerevisiae
154 - 0,79 Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Autora, 2020.

Onde (-) significa nulo, (+) baixa, (++) média e (+++) alta producéo de H-S.

43
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5.3 LINHAGENS KILLER E SENSIVEIS AO FATOR KILLER

No teste de deteccdo da presenca de linhagens Killer foi observado que
apenas duas linhagens das 49 apresentaram halo de inibicdo de crescimento com
relacdo a linhagem padrdo Saccharomyces cerevisiae 26B84, ou seja, a
Saccharomyces cerevisiae 117784 e a 154T84, o que pode ser confirmado na Figura
18, onde estas linhagens estédo indicadas com uma seta. A presenca de espécies de
leveduras killer nos mais diferentes habitats € um fendmeno frequente. Podem ser
encontradas no ambiente (Abranches et al., 1997; Criseo et al., 1999; Buzzini &
Martini, 2000; Agnolucci et al., 2007), em aguas marinhas (Chi et al., 2010), vinicolas
(Villalba et al., 2016) e na superficie de uvas (da Silva, 1996; Agnolucci et al., 2007;
Csoma et al., 2010; Comitini & Ciani, 2011; Wlodarczyk et al., 2015; de Almeida et al.,
2016). Mas pode também haver casos onde ndo se observa linhagens killer numa
determinada comunidade de leveduras (da Silva et al., 2011a; Bonet et al., 2015;
Sperotto et al., 2016). Cuinier & Gros (1983) também mostraram que na Franca a
frequéncia de linhagens killer varia de 80 a 100% na Bourgogne e Beaujolais, de 0%
em Touraine e, nas demais regides, a frequéncia € intermediaria. Como a detecc¢éo
de linhagens killer depende de uma série de fatores, incluindo a linhagem sensivel
gue se utiliza e as condi¢des de avaliacdo (Tipper & Bostian, 1984), € plenamente
justificavel a variagdo no numero de individuos, assim como a auséncia ou presenca

de linhagens killer num determinado grupo de leveduras.
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Figura 18- Placas com o tapete formado pela linhagem Saccharomyces cerevisiae 26B84 e os halos

de inibicao provocados pelas linhagens Saccharomyces cerevisiae 117784 e 154T84.

Fonte: Autora, 2020.

Com relacéo a sensibilidade das linhagens sensiveis da série T84, observou-
se que apenas as linhagens Saccharomyces cerevisiae 117784, 144784 e 154784
foram resistentes a acao das 25 linhagens killer padréo exibidas na Tabela 2. Todas
as outras apresentaram sensibilidade a pelo menos uma das linhagens killer padrao.
Isto nos mostra que 93,9% das linhagens exibem sensibilidade a alguma linhagem
killer. Estes resultados indicam que mesmo sendo da mesma espécie, muitas
linhagens apresentam um certo grau de diferenciacdo entre elas, quando se

consideram a velocidade de evolugéo de COz e producgao de H2S.

A Figura 19 mostra, quais as linhagens padréo killer foram capazes de matar
e quantas linhagens da série T84 foram mortas por estas linhagens. Pode-se observar
gue a maioria (29) apresentou sensibilidade a duas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae killer padrdo. Duas linhagens (105T84 e 109T84) apresentaram

sensibilidade a 4 linhagens padrdo, mas de forma diferenciada (Figura 19). O cenario
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com relacdo a frequéncia de linhagens sensiveis ndo parece ser diferente daquele
observado para linhagens killer. Mostra também importantes variagfes. Podem ser
encontradas linhagens sensiveis numa proporcao entre 0 e 10% (Bruneli et al., 2017),
entre 10 e 20% (Sperotto et al., 2016), entre 21 e 30% (de Souza Tavares et al., 2014)
e acima de 30% (Sangorrin et al.,, 2007). Ha relatos onde ndo se encontraram
linhagens sensiveis (Wlodarczyk et al., 2015).

Figura 19 — Numero de linhagens sensiveis as linhagens killer padrdo. 1- Saccharomyces cerevisiae
1B84; 2- 91B84; 3- K1, 8- Hanseniaspora uvarum 33MCF14; 11- Candida diversa 30MPB12.

Frequéncia de linhagens com sensibilidade diferenciada
as linhagens killer padrao

Linhagens killer

10 15 20 25 30

Numero de linhagens sensivels correspondentes

Fonte: Autora, 2020.

As linhagens 117784 e 154784 sao linhagens Kkiller, como pode ser
comprovado claramente na Figura 18. A partir disso, uma nova avaliacdo de
sensibilidade foi realizada, utilizando como tapete as leveduras isoladas da série T84
e colocadas em cima as leveduras 117784 e 154T84 que apresentaram fator killer. A
levedura 117T84 apresentou uma atividade killer mais forte, como pode ser visto na
Figura 20, inibindo o crescimento de 40 das 48 linhagens, sendo, portanto, uma
candidata a integrar as leveduras Kkiller padrdo do Laboratorio de Microbiologia

Aplicada da Embrapa. As leveduras sédo consideradas neutras quando apresentam
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resultado negativo para ambos os testes (killer e sensibilidade), ou seja, nao
apresenta capacidade killer e nem sensibilidade ao fator killer. A linhagem 144784,
gue no teste killer o resultado foi negativo e no de sensibilidade também foi negativo,

foi a Unica linhagem neutra deste grupo de 49 linhagens da série T84.

Figura 20 - Teste Killer utilizando as linhagens 117784 e 154784 como tapete.

Sensibilidade das linhagens série T84 as
linhagens killer 117784 e 154784
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Fonte: Autora, 2020.

5.4 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS

Os critérios para a escolha da identificacdo da levedura da série T84 foi
baseado no comportamento que a mesma expressou durante o0s testes de
sensibilidade e fator Killer. A confirmag&o da identidade da linhagem 117784 como
sendo Saccharomyces cerevisiae foi efetuada por PCR/RFLP. A PCR mostrou que a
117784 apresentou banda de aproximadamente 850 pb, o que corresponde a
Saccharomyces cerevisiae (Granchi et al.,, 1999; Fernadez-Espinar et al., 2000;
Agnolucci et al.,, 2007), podendo também atingir 880 pb (Guillamén et al., 1998;
Esteve-Zarzoso et al., 1999; Heras-Vazquez et al., 2003; Korabecna et al., 2003;
Stringini et al., 2008; Lv et al., 2013; Agustini et al., 2014).
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Figura 21 — Perfil eletroforético da regido ITS1-5.8-1TS2| crds-ITS2 amplificado pelos iniciadores ITS1
e ITS4.

850pb

Fonte: Autora, 2020.

M (marcador molecular) e 1 (linhagem 117T84).

5.5 DENDROGRAMA

Apbs ter sido efetuada todas as avaliacdes propostas, as linhagens foram
agrupadas de modo a identificar as similaridades e as diferencas entre elas,
considerando todos os resultados obtidos. Para esta analise, foi feito um dendrograma
com todas as 49 linhagens da série T84. Dendograma, que vem do grego que significa
“arvore”, tem por objetivo hierarquizar itens. O HCA (Hierarchical Cluster Analysis) é

um meétodo estatistico para classificar uma série de itens e agrupar individuos de
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acordo com suas similaridades. O dendrograma da Figura 22 foi criado com R program
(R Core Team, 2020), utilizando o pacote do dendextend (Galili, 2015; da Silva, 2020)
do Laboratério de Microbiologia Aplicada especificamente para observar a formacao
dos grupos metabolicamente relacionados, independentemente do grupo taxonémico

das linhagens.

O dendrograma é dividido em dois grandes grupos. No primeiro grupo estao
todas as linhagens que produziram pelo menos nivel um de H2S. Este grupo situa-se
na parte superior do dendrograma que vai da linhagem 115T84 até a linhagem
135T84, no sentido horario. As linhagens 115T84 e 129794 formam um grupo
intermediario porque s6 diferem entre si no quesito formacdo de H2S. A linhagem
115T84 produz nivel dois e a 129T84 forma nivel um. O segundo grupo é formado por
aquelas que tiveram producdo com um nivel maximo de um, que vai, no sentido
horario, da linhagem 117784 & linhagem 114T84. Pela distancia euclidiana
empregando a média, obteve-se uma correlacdo cofenética de 0,84 e, por Bray-Curtis,
0,89. As linhagens que ndo mostram ramificagdo entre si se comportam exatamente
da mesma forma. Ha vérios casos no dendrograma. Observando apenas as linhagens
117T84 e 154784, estas estdo no mesmo nivel porque so foi incluido na analise de
cluster o comportamento dessas linhagens em relacéo as linhagens padrdo. Se fosse
considerada a capacidade killer das duas linhagens com relacéo as linhagens da série

T84, seguramente estariam separadas por uma boa distancia.

Figura 22 — Dendrograma das linhagens da série T84104-154 com relacdo a evolugdo de COz, niveis de

H2S, capacidade killer e sensibilidade ao fator killer de linhagens padréo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que, das 49 linhagens,
5 ndo apresentaram alta taxa de fermentacao, 20 ndo apresentaram producao de HzS,
2 linhagens apresentaram fator Killer e 1 apresentou carater neutro. Além disso, nem
todas as linhagens de leveduras presentes na baga da uva sdo adequadas a
elaboracao de vinhos. Por isso que, se for necessario empregar linhagens autoctones
para conferir aos vinhos regionais caracteristicas singulares, € necessario, antes de
mais nada, isolar, caracterizar, selecionar linhagens e usar apenas aquelas que
apresentem aptiddo enolégica adequada. De preferéncia, que sejam neutras com
relacdo, especialmente, as linhagens nao-Saccharomyces. Neste caso, s6 duas
linhagens apresentaram tal caracteristica, a 117784 e a 1541784, com preferéncia para
a linhagem 154T84.
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(continua)

Linhagens isoladas do mosto

LINHAGENS
104784
105784
106784
107784
108784
109784
110784
112784
113784
114784
115784
116784
117784
118784
119784
120784
121784
122784
123784
124784
125784
126784
127784
128784
129784
130784

GENERO E ESPECIE

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
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131784
132784
133784
134784
135784
136784
137784
138784
139784
140784
141784
142784
143784
144784
145784
146784
147784
148784
149784
150784
151784
152784
153784
154784

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Zygosaccharomyces bisporus

Saccharomyces cerevisiae




