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RESUMO

As leveduras sdo constantes alvos de estudo, de modo a tornarem-se um dos organismos mais
bem conhecidos, desde sua estrutura até sua sintese bioquimica. Para o setor enoldgico as
leveduras representam grande importancia devida sua atuagdo na transformacao dos actcares
em alcool e gas carbonico. Contudo, a biotecnologia moderna possibilita melhorar o
desenvolvimento das leveduras, otimizando os processos metabolicos e adequando as
caracteristicas almejadas nos produtos, neste caso, vinhos. Conhecer estes micro-organismos
propicia que as atitudes tomadas nas vinicolas sejam mais eficientes, tanto no &mbito fisico-
quimico quanto no sensorial. H& uma tendéncia mundial que os vinhos sejam elaborados de
maneiras mais tipicas, onde o emprego de leveduras autdctones vai de encontro com este
objetivo. Entretanto, a utilizacdo de leveduras comerciais (geralmente, Saccharomyces
cerevisiae) garante o sucesso da vinificagdo, pois evitam que compostos indesejaveis se
formem e o consumo dos agucares seja eficaz. Novas estirpes estdo sendo pesquisadas e uma
das maneiras mais consistentes de se obter resultados fidedignos s&o os estudos de todos os
processos que envolvem a genética das leveduras, passando pelos transcritos, estes originando
as proteinas, sendo estas envolvidas na producdo de distintos metabdlitos. Este trabalho faz
uma ampla abordagem sobre a importancia da biotecnologia, discutindo e exemplificando os
resultados obtidos por diversos autores ao longo de suas pesquisas. Outro aspecto avaliado é a
curva de crescimento das leveduras ao longo da fermentacdo, sendo elaborado um vinho
tranquilo no qual foram feitas contagens diérias sobre a microbiota existente. Do mesmo
vinho que foi elaborado retiraram-se amostras para extrair o DNA Total referente a cada
periodo da fermentacgdo alcoodlica. A extracdo de DNA é um dos primeiros passos para que 0S
estudos genéticos sejam feitos, bem como mutacbes e andlises especificas de cada gene.
Como resultados, constatou-se que a fermentacdo ocorreu de maneira eficiente, embora a
curva de fermentacdo tenha sofrido alteracdes quando comparada a outros trabalhos. Discutiu-
se a forma de adaptacdo das leveduras durante a fermentacdo alcodlica e quais ferramentas
podem auxiliar no processo fermentativo de acordo com cada fase. Em relacdo a extracdo de
DNA, esta ndo foi satisfatoria devido as condicGes que o procedimento foi aplicado.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; Curva de crescimento; Genémica; Extracdo de
DNA.



ABSTRACT

Yeasts are constantly targets of studies, and it makes them one of the most well known
organisms, from their structure to biochemical synthesis. Yeasts are very important in the
wine industry due their performance in the transformation of sugars into alcohol and carbon
dioxide. However, modern biotechnology makes the improvement of yeast cell growth
possible, optimizing its metabolic processes which improve desired characteristics in the finel
product, in this case, wines. With the knowledge that these micro-organisms provide,
technical can improve actions taken in the winemaking process, both in the physical and
chemical context as in the sensorial characteristics. There is a global trend of making typical
wine with the use of indigenous yeasts. However, the use of commercial yeast (typically
Saccharomyces cerevisiae) ensures the success of wine due to its capacity of preventing the
formation of undesirable compounds, ensuring the effective consumption of sugars. New
strains have been investigated and the most consistent way to obtain reliable results of the
studies are obtained with the knowledge of all processes involving yeasts genetics, through
the transcriptions envolving specific proteins which are involved in the production of various
metabolites. This work is about the importance of biotechnology on this processes, discussing
and illustrating the results obtained by various authors through their research. Another aspect
evaluated is the growth curve of yeast during fermentation process, through the analysis of
wine by daily countings of the existing yeast population on it. From the same wine were
collected samples to extract yeast Total DNA at each period of the alcoholic fermentation.
DNA analysis is one of the first steps taken in genetic studies, as well as possible mutations
and specific analysis of each gene. Results show fermentation occurred efficiently, even
though the fermentation curve has changed compared to other researches. It was discussed
adaptation form of the yeast cells during fermentation and which tools can enhance this
process according to each stage. The DNA extraction was not satisfactory due to the
conditions in which the procedure was applied.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; Growth curve; Genomics; DNA extraction.
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INTRODUCAO

O vinho difundiu-se como a bebida mais conhecida pela sociedade através dos
habitos milenares de seu consumo e, mais atualmente, dos estudos e pesquisas em prol da
melhoria do produto final. Elaborar vinhos envolve uma ampla sequéncia de transformacoes
bioguimicas, desconhecidas até poucos séculos, onde eram praticamente invidveis de serem
controladas. Com o0s conhecimentos adquiridos e os avancos (bio)tecnologicos tornou
possivel obter este controle através de praticas que vao desde o vinhedo, passando pela
elaboracdo do vinho, até sua maturacao e envelhecimento.

O vinho ¢ proveniente da fermentacdo dos acucares naturais das uvas (glicose e
frutose), originando etanol e dioxido de carbono. Este processo deve-se a intensa reproducao
de leveduras, naturais ou selecionadas, que possuem a capacidade de metabolizar
carboidratos. Entretanto, ndo somente a transformacdo de aclcares em alcool e CO, é tarefa
das leveduras na elaboracdo de vinhos, mas também agregar compostos aromaticos e
sensoriais no produto elevando sua complexidade, entre outras fungdes.

Estudos afirmam que a origem da elaboracdo de vinhos remonta as mais antigas
civilizacdes mediterraneas (ano 7000 a.C.) (TERRAL et al., 2010; BELDA et al., 2014).
Porém o conceito de levedura como micro-organismo responsavel pela fermentagéo alcodlica
foi descoberto no final do século XIX, a partir das pesquisas de Louis Pasteur e outros
investigadores (CHAMBERS & PRETORIUS, 2010; BELDA et al., 2014).

A inoculacdo de cultivos puros de leveduras selecionadas na elaboracao de vinhos foi
introduzida por Muller-Thurgau em 1890 (RODRIGUEZ, 2007; BELDA et al., 2014).
Entretanto, desde a década de 1970, a inoculacdo de culturas puras selecionadas de leveduras
no mosto tem melhorado a qualidade dos produtos. Durante a primeira metade do século XX
as leveduras do vinho eram selecionadas de forma quase empirica utilizando os métodos de
genética classica. A evolucdo da engenharia genética trouxe a possibilidade de mudancas nas
caracteristicas das leveduras com grande preciséo e estabilidade fenotipica.

As técnicas de DNA recombinante proporcionaram um grande avanco no campo da
genética molecular, fisiologia e biotecnologia, possibilitando a construgdo de cepas
comerciais alternando a expressdo de genes (super-expressdo ou delecdo de genes)
(PRETORIUS & HOQOJ, 2005). Estas descobertas e adaptagdes elevaram substancialmente a
qualidade dos vinhos, originando produtos com maior estabilidade microbiolégica e distintas

caracteristicas sensoriais superiores.
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Atualmente, sabe-se que a fermentagdo alcoolica e malolatica sdo grande parte do
sucesso dos processos de vinificagOes. Neste sentido, muitos estudos séo realizados ao longo
de anos para se tentar compreender e avaliar 0s micro-organismos envolvidos na elaboragéo
do vinho, aspectos de sua biologia, especificadamente a fisiologia, e suas capacidades de
interacdo com 0 meio e com as outras espécies. O somatdrio desses achados contribui para
que os processos de fermentagdes inoculadas fiquem cada vez mais eficientes e produzam
vinhos com qualidade sensorial aceitavel e seguramente reproduzivel (AMARANTE, 2005;
SANTOS et al., 2008).

Desta forma, para uma excelente vinificagdo faz-se necessario o conhecimento dos
micro-organismos agentes das transformacgdes bioquimicas no vinho, bem como ¢é
compulsoério o conhecimento dos efeitos proporcionados a partir da estrutura genética e
metabolitos produzidos por estes micro-organismos. Salienta-se que ha diversas alternativas
de incrementar e/ou diferenciar o vinho de maneira eficaz e segura. Assim, a utilizacdo de
leveduras especificas, ndo somente asseguram a qualidade do vinho como também podem ser

agentes aliados para 0 aumento da tipicidade do produto.
1.2 Objetivos

Revisar os aspectos genéticos do género Saccharomyces envolvidos no processo de
fermentacdo alcoolica de vinhos, principalmente S. cerevisiae e S. bayanus.

Quantificar as células de leveduras S. bayanus presentes em vinhos através do
crescimento padrdo em placas e também através da extragdo do material genético (DNA)
diretamente do mosto/vinho, como forma de acompanhamento da fermentagéo alcodlica e do

pleno desenvolvimento deste micro-organismo.
1.2.1 Objetivos especificos

Fazer uma revisdo bibliografica demonstrando o "Estado da Arte" da biotecnologia
enoldgica aplicada ao desenvolvimento de leveduras e vinhos. Acompanhar a fermentacéo

alcodlica com estabelecimento da curva de crescimento de Saccharomyces bayanus.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas gerais das leveduras

A etimologia da palavra levedura tem origem no termo latino levare com o sentido
de crescer ou fazer crescer, pois as primeiras leveduras descobertas estavam associadas a
processos fermentativos como o de paes e de mostos que provocam um aumento da massa do
pdo ou do volume do mosto pela liberagcdo de gas e formagdo de espuma. As leveduras tém
sido intensivamente estudadas, tanto na biologia celular quanto na molecular, como modelos
eucaridticos, e comparadas com a Escherichia coli como modelo procariético (SANTOS,
2009).

As leveduras sdo fungos unicelulares eucariéticos pertencentes ao reino Fungi
(principalmente as classes Ascomicetos e Basidiomicetos), se multiplicam assexuadamente
por brotamento ou fissdo binaria e o tamanho de uma célula individual varia de 20 a 50 um de
comprimento e 1 a 10 um de largura (KAVANAGH, 2011; BARRERA, 2013).

A estrutura de uma levedura é representada através de uma célula eucaridtica tipica,
sendo que suas caracteristicas morfoldgicas dependem de cada espécie. Em geral, apresenta
forma ovoide, contudo pode se encontrar leveduras alongadas, esféricas, em forma de pera ou
limdo ou até mesmo triangular. Em cultura puras pode ser observado que existe uma varia¢do
no tamanho e forma de células.

Essas diferencas dependem da idade da cultura e do ambiente onde estdo. Nao
possuem flagelos ou outro 6rgao de locomocao e alguns podem ter um material composto por
polissacarideo viscoso, em torno da célula (GARCIA, 2004; BARRERA, 2013). A estrutura
tipica de Saccharomyces pode ser melhor observada na Figura 1.

Figura 1 - Saccharomyces cerevisiae vista em microscopio eletronico.

Fonte: Microbiology online, 2014.
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A faixa de tolerancia de pH inerente ao bom crescimento das leveduras varia entre 2
e 8, geralmente crescendo em temperaturas na faixa de 0 a 50 °C. Porém, as temperaturas
Otimas de crescimento estdo compreendidas entre 20 e 30 °C. As leveduras podem se
desenvolver em meio com concentragdes relativamente elevadas de solutos, havendo também
um tolerante grupo de leveduras ainda mais resistentes, chamadas de osmofilicas (GARCIA,
2004; BARRERA, 2013). Exemplo disto é o pleno desenvolvimento das leveduras em

mostos, este apresentando alta concentracdo de agucares.

2.2 A importéncia das leveduras para a industria enoldgica

A inoculacdo de leveduras selecionadas para elaboracdo de vinhos é muito utilizado
atualmente, evitando o desenvolvimento de micro-organismos contaminantes que poderdo
afetar negativamente no consumo total dos aclcares e na qualidade do produto final. Todavia,
Medina et al. (2012) destaca que estirpes selecionadas ndo suprimem completamente as
leveduras de inicio de fermentacdo, ou seja, ainda permanece a microbiota autdctone, com
origem nas proprias uvas.

A transformagdo do mosto da uva em vinho € um processo microbiano e como tal, é
importante que o en6logo conhega as leveduras e a bioquimica da fermentacdo como base
fundamental para a profissdo. A fermentacdo alcodlica (processo de conversdao dos principais
acucares da uva, glicose e frutose, em etanol e dioxido de carbono) é realizada por leveduras
do género Saccharomyces, em geral S. cerevisiae e S. bayanus (BOULTON et al., 2002).

Sabe-se que, pelo menos para o vinho a linhagem da levedura presente no processo
de fermentacdo € de crucial importancia para as caracteristicas do produto final.
Especialmente importante para a manutencdo da qualidade do produto é que este seja o0
resultado de uma fermentacdo por uma cepa capaz de predominar no processo (VICENTE,
2007). E importante identificar os géneros e espécies de leveduras relacionadas com o vinho
para compara-las entre si e sua contribuicdo ao vinho ou a uma vinicola, para prevenir
problemas que possam aparecer durante a fermentacdo e deterioracdo microbiana, avaliando
as diferentes leveduras para indculo (BOULTON et al., 2002).

Rankine (2000) e Schuler & Casal (2006) relatam que dentre as principais
caracteristicas preconizadas pelas leveduras selecionadas para a elaboragéo de vinhos, estéo:

— Vigor da fermentacdo: Quantidade maxima de etanol (%, v/v) produzido em fim de

fermentacdo. Desejavel: boa producdo de etanol;
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— Taxa de fermentacdo: Gramas de CO, produzido no decurso das primeiras 48 horas

da fermentacdo. Desejavel: inicio rapido da fermentacéo;

— Modo de multiplicagdo em meio liquido: Crescimento disperso ou floculante,
velocidade de sedimentacdo. Desejavel: Multiplicacdo de leveduras dispersa durante
a fermentacéo, ocorrendo sedimentacdo no seu final,

— Producdo de espuma: Altura de espuma produzida durante a fermentacdo. N&o
desejavel: producéo excessiva de espuma;

— Otimo de temperatura de fermentacdo: Termotolerancia e criotolerancia estio
relacionadas com as propriedades enologicas. A temperatura 6tima de fermentacao
situa-se entre 18 e 28°C;

— Acidez volatil ou producdo de acido acético: As estirpes selecionadas ndo devem
liberar mais de 100 a 400 mg.L™ durante a fermentac&o. N&o desejavel: producio em
excesso;

— Degradacgdo ou producdo de acido malico: O aspecto desejavel ou ndo da producéao
ou degradacdo dependem das caracteristicas do mosto. A degradacéo de &cido malico
varia entre 0 e 20% em funcéo da estirpe de S. cerevisiae;

— Producéo de glicerol: Subproduto favoravel e significativo da fermentacdo (5a 8 g.L"
1) contribuem para o aumento da dogura, corpo e volume do vinho;

— Produgdo de acetaldeido: Metabélitos favoraveis no caso do Jerez', vinho de
sobremesa e porto; critério importante de selecdo para as estirpes destinadas a
maturacdo do vinho. Também favorece na combinagdo dos compostos, fazendo com
que a cor e a estrutura perdurem;

— Esteres, alcoois superiores e compostos volateis: Metabolitos favoraveis que
influenciam fortemente o aroma do vinho de acordo com determinadas quantidades,
estando dependentes da presenca de precursores ligados a casta ou a maturacdo da
uva. Quantidades limitadas contribuem positivamente para as caracteristicas
sensoriais globais;

— Tolerancia e produgdo de SO,: Agente antioxidante e antimicrobiano. Desejavel:
capacidade e vigor fermentativo elevado em presenca de teores de SO, usuais em

enologia. Néo Desejavel: produgdo excessiva de SO,,.

! Jerez é o vinho elaborado na presenca de leveduras em sua fase de maturacéo em barricas, no qual fica em
contato com o oxigénio e desenvolve caracteristicas tnicas (GIRARD, 2008).
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— Produgdo de H,S: Determinada por coloragdo de colonias formadas em meio
indicador a base de bismuto de sulfito. O H,S ¢ prejudicial a qualidade do vinho, é

um dos defeitos com um nivel de deteccdo muito baixo (50 a 80 pg.L™"). Tem aroma

caracteristico de ovo podre;

— Resisténcia ao estresse: Tolerancia aos estresses acidos e osmoticos combinados;

— Resisténcia ao cobre: Fortes concentragbes em cobre podem originar paragens de
fermentagdo. Desejavel: Forte resisténcia ao cobre e capacidade de reduzir o teor em
cobre;

— Comeco rapido da fermentacdo: Permitindo o uso efetivo de recipientes para a
fermentacdo em tempos mais curtos;

— Fermentagcbes precisas e controlaveis: Evitando contaminacbes e paradas de
fermentacao.

— Conversdo eficiente dos acucares das uvas em &lcool: agUcares residuais
fermentaveis podem estimular o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes, interferindo na estabilidade microbiolégica do vinho;

— Caracteristicas de floculacdo previsiveis em certas condi¢6es: enfogque na elaboracéo
de vinhos espumantes, o que ndo permitira a sedimentacdo das leveduras no vidro da
garrafa.

A importancia da funcdo das leveduras e sua influéncia na composi¢do quimica dos
vinhos foram comprovadas através do estudo de diversas vinificacGes utilizando diferentes
cepas de S. cerevisiae aplicadas em mostos semelhantes. Este feito indica que a qualidade
final de um vinho é resultante da interacdo entre levedura e mosto (UGLIANO et al., 2006;
SWIEGERS et al., 2007; LOSCOS et al., 2007; ALVAREZ-PEREZ et al., 2012; BELDA et
al., 2014). Sendo a complexidade aromatica afetada pela cepa escolhida para o processo de

fermentacéo alcodlica e a maturacao sobre as borras finas sur lie?.
2.2.1 Leveduras selecionadas

Culturas starters ou culturas iniciadoras de fermentagcdo consistem na selecdo de
micro-organismos de alimentos com atividade metabdlica estavel e conhecida, portadores de

outras caracteristicas utilizadas para produzir alimentos e bebidas fermentadas de aparéncia,

2 Sur lie é o tempo em que os restos celulares das leveduras ficam em contato com o vinho, onde ocorre
degradacdo da parede celular e a liberagdo das manoproteinas e outros constituintes, o que melhora as
caracteristicas sensoriais (DARRICARRERE, 2006).
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corpo, textura e sabor desejaveis (RAY, 2004; SANTOS et al., 2008). Atualmente esse termo
abrange as formas de micro-organismos fermentadores inoculados ao meio também com
funcdo protetora contra espécies contaminantes (SANTOS et al., 2008; GERBAUX et al.,
2009). A “funcdo protetora” conferida pelas leveduras selecionadas estd relacionada a
capacidade destas leveduras competirem por substrato ou, até mesmo, elaborarem substancias
que possam ser toxicas as bactérias e as leveduras nao selecionadas.

As cepas de leveduras comerciais proporcionam inicio rapido da fermentacéo,
continuidade no processo e repetibilidade ao produto. Devem ser adquiridas unicamente de
provedores credenciados que controlem a viabilidade, contamina¢do e mutacdo das mesmas
(RANKINE, 2000). No entanto, nem sempre as espécies selecionadas de ambientes naturais
para iniciar um processo fermentativo portam todas as caracteristicas desejaveis para o
sucesso da fermentacdo. Desse modo, justifica-se 0 desenvolvimento de um longo trabalho
dos cientistas para estudar os aspectos pormenorizados de micro-organismos fermentadores e
de novas tecnologias de estudo de cepas com potencial enol6gico (SANTOS et al., 2008).

Como exemplo do impacto da selecdo de leveduras para vinificacdo podem ser
citadas a maioria das cepas de leveduras comerciais disponiveis no mercado. Geralmente
essas leveduras selecionadas requerem a adicdo de sais de aménio como fonte de nitrogénio,
pois ndo foram adaptadas as condi¢gBes naturais que constituem as uvas e 0 mosto que
possuem entre 100 a 250 mg.L™* de nitrogénio assimilavel.

Entende-se, que num processo de vinificacdo o excesso de nitrogénio deve ser
evitado, pois a disponibilidade de nitrogénio dada pela degradacdo incompleta pelas leveduras
pode promover a formacdo de compostos de risco para a salde humana, como carbamato de
etilo, e 0 aumento de residuos de aminodcidos tais como histidina, precursor de histamina
(alergénico). Além disso, o nitrogénio residual pds-fermentacdo alcoolica facilita o
desenvolvimento de micro-organismos contaminantes durante a maturacdo, enfatizando o
desenvolvimento de levedura Brettanomyces, cuja presenca também pode dificultar o controle
da fermentacdo alcodlica, ocasionando perda nas caracteristicas sensoriais do produto
(MEDINA et al., 2007; BARRERA, 2013).

E de fundamental importancia a compreensdo que o processo de absorcio de
nitrogénio pela levedura é limitado pelo etanol produzido pelos proprios micro-organismos.
Nesse sentido, uma levedura selecionada que suporte maiores teores alcoolicos durante a
fermentacgdo alcodlica também tem sua fisiologia adaptada para melhor absorver o nitrogénio,
com efeitos benéficos ao vinho que estd sendo elaborado. Outro aspecto relevante na

utilizacdo de leveduras selecionadas € o fator killer que estas possuem, sendo de extrema
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importancia para que a estirpe selecionada possa se desenvolver com rapidez, inibindo o
crescimento de contaminantes ou micro-organismos que ndo agreguem beneficios ao vinho.
Assim, o inicio da fermentacédo torna-se mais eficaz e ha menores possibilidades na perda de

qualidade do produto.

2.2.2 Leveduras autéctones

As fermentacGes espontaneas sdo aquelas produzidas de maneira natural, ou seja,
realizadas pelas leveduras provenientes das cascas das uvas, sem nenhum tipo de inoculacao
externa. Isto faz com que as fermentacdes espontaneas ndo sejam produto da acdo de uma
Unica espécie de levedura, e sim uma sucessao de espécies diferentes ao longo da fermentacédo
(TORIJA, 2002).

A microbiota autoctone é aquela naturalmente presente nas uvas e inclui espécies dos
géneros Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Kluyveromyces ou Metschnikovia.
Encontram-se em elevada concentracdo na superficie de uvas sds (10*-10° células/cm?), e s&o
responsaveis pelo inicio da fermentacdo alcodlica. Comparativamente, a levedura
fermentativa por exceléncia, Saccharomyces cereviseae, encontra-se em concentracdo muito
baixa no inicio da fermentacdo, mas devido a sua elevada tolerancia ao etanol consegue
rapidamente predominar apds os primeiros dias (cerca de 1 a 4 dias) do processo, sendo
geralmente a Unica espécie de levedura encontrada no final da fermentacdo (CASAL et al.,
2004).

A fermentacdo espontanea acontece quando ndo se adiciona cultivos iniciadores de
forma intencional e realiza-se a adicdo de pequenas doses de didxido de enxofre, permitindo o
desenvolvimento da microbiota autoctone o que pode contribuir para as caracteristicas
sensoriais do vinho. Torna-se aceitavel, quando ha acréscimo de complexidade ao vinho, ou
inaceitavel ao ponto de diminuir a qualidade, dependendo sobre tudo da variedade da uva, do
tipo de vinho e da microbiota realmente presente durante a fermentacdo (BOULTON et al.,
2002).

Para o controle da fermentacdo € possivel empregar leveduras selecionadas (ou
culturas de leveduras). Esta prética, porém, vai de encontro ao respeito pelo terroir®. Os

produtores de grandes vinhos compreenderam a importancia da utilizacdo de leveduras

* Terroir é revelado, no vinho, pelo homem, pelo saber-fazer local. Opde-se a tudo que é padronizacéo. E a
interacdo entre manejo no vinhedo, praticas de elaboragdo e caracteristicas Unicas de determinado produto
(TONIETTO, 2007).
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autoctones como elemento diferencial e exclusivo para obtencdo de maior complexidade
aromatica e gustativa (POUSSIER, 2010).

Quando se opta em adicionar uma cepa especifica de levedura esta ira predominar e
reprimir a microbiota autoctone, permitindo um melhor controle da microbiologia do processo
e consequentemente uma fermentacdo répida e previsivel, que se traduz na qualidade
reprodutivel do produto final, o vinho. Estas préticas evitam também paradas (“amuos”) na
fermentacdo, que se verificam por vezes em fermentagcdes espontaneas, por exemplo, em
consequéncia do uso excessivo de fungicidas durante a maturacdo das uvas (CASAL et al.,
2004).

Uma fermentacdo realizada por leveduras autdctones pode contribuir para a
tipicidade do vinho. Entretanto apresenta riscos de contaminacGes microbioldgicas ligadas a
higiene da vinicola e das caracteristicas quimicas dos mostos (GIRARD, 2004). De acordo
com Zoecklein et al. (2001) a elaboracdo de vinhos utilizando leveduras autdctones agrega
maior complexidade e intensidade, assim como uma estrutura ao paladar mais cheia e
redonda. Ressaltando a validade de se identificar novas leveduras que possam vir a ser
especificas de uma determinada regido e produzam vinhos com diferencas interessantes e

singulares.

2.3 Saccharomyces

O género Saccharomyces compreende 14 espécies. De interesse biotecnoldgico ha 4
espécies que se destacam: S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus e S. paradoxus. A
levedura Saccharomyces cerevisiae tém aproximadamente 5 a 10 um de didmetro. Sendo que
a sua reproducdo assexuada é de ocorréncia mais comum. Uma das caracteristicas principais
nesta reproducao é o fato de os novos organismos serem geneticamente idénticos (clones) aos
“progenitores” que lhes deram origem (BURKE et al. 1998; SANTOS, 2009).

O estagio final da fermentacdo espontanea é, invariavelmente, dominado pelo grupo
de leveduras alcool-tolerantes (Saccharomyces sensu stricto), o que justifica os intensos
estudos e investimentos para melhoria destas espécies. Uma vez que a levedura
Saccharomyces cerevisiae € encontrada quase que exclusivamente nos ambientes
fermentativos e € universalmente preferida como iniciadora de fermentacGes, ela tornou-se
conhecida como levedura vinica, sendo a principal responsavel pela fermentacdo alcoolica.
Entretanto, outras leveduras ndo-Saccharomyces, assim como espécies de Brettanomyces,
Schyzosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces, também podem estar presentes

durante a fermentac&o e podem se desenvolver (REDZEPOVIC et al., 2002).
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A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada rotineiramente em muitos
processos biotecnoldgicos tradicionais, incluindo panificagdo e producdo de vérias bebidas
alcoolicas. Consequentemente tem sido extensivamente estudada e assim, é considerado um
sistema de modelo para os efeitos metabodlicos, analise molecular e genética de organismos
eucarioticos. Devido ao seu status de GRAS (definicdo a seguranca alimentar e cientifica),
leveduras S. cerevisiae também sdo aplicadas em larga escala em processos dirigidos a
biomassa, tais como a producdo de fermento, extrato de levedura e outros aditivos
alimenticios (vitaminas, proteinas, enzimas e agentes aromatizantes) (BEKATOROU et al.,
2006).

2.4 Biologia molecular para estudo de S. cerevisiae em vinhos

S. cerevisiae durante muito tempo foi utilizada empiricamente como organismo
fermentador de mosto de uvas. As atuais técnicas moleculares para estudo desta levedura
permitiram dividir, didaticamente, os “momentos celulares” que podem afetar a levedura e,
consequentemente, os vinhos. Para melhor compreensdo destes processos, sdo descritas, a
partir de revisdo bibliografica, analises dos efeitos proporcionados ao vinho dos testes
executados com 4&cidos nucléicos (DNA e RNA - genbmica e transcriptdmica,
respectivamente), proteinas (protebmica) e metabdlitos produzidos (metabolémica).
Etimologicamente, 6mica tem origem na palavra "Omics" que significa o estudo global de
algo. Assim, a gendémica entende-se pelo estudo de todos 0s genes, a transcriptdmica de todos
os transcritos (RNA), a protedmica de todas as proteinas, e por fim, a metabolémica o perfil
metabolico de uma dada célula, tecido, fluido, 6rgdo ou organismo num dado instante
(NIELSEN et al., 2005; SANTOS, 2009).

Durante as décadas de 80 e 90, foi investido muito tempo e esforco no
sequenciamento do cédigo genético de diversos organismos, com o intuito de se elucidar
completamente o mecanismo de funcionamento celular em nivel molecular. No entanto, apds
todo este esforco, ficou evidente que o conhecimento das sequencias de todos 0s genes de um
organismo nao € suficiente para se entender todos 0s mecanismos moleculares de uma célula.
Por esta razdo, na era pos-gendmica, ou era pds-sequenciamento, 0s cientistas estdo
recorrendo & bioquimica classica para buscar ferramentas que auxiliem na elucidacdo da
funcdo dos milhares de genes que foram sequenciados, mas que permanecem com a fungéo
desconhecida (VILLAS-BOAS et al., 2006).

Como consequéncia, surgiu uma nova area nas ciéncias bioldgicas, conhecida como

Genbmica Funcional, que tem como objetivo primordial determinar fungdes para os diversos
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genes sequenciados. Basicamente, a funcdo de um gene é determinada quando sdo
identificados 0s seus respectivos produtos génicos, ou seja, RNAm, proteinas e metabolitos
(VILLAS-BOAS et al., 2006).

Durante décadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae foram os primeiros
organismos mais bem caracterizados sob o ponto de vista genémico e fisioldgico (PISKUR et
al., 2004; SANTQOS, 2009). Esta levedura possui aproximadamente 6.200 genes, 20.000 tipos
de RNAm, além de 500.000 proteinas, sendo que o conjunto destas partes celulares
originaram cerca de 590 distintos metabdlitos (FORSTER et al., 2003; PISKUR et al., 2004;
SANTQOS, 2009).

O genoma de S. cerevisiae foi o primeiro genoma eucariotico a ser sequenciado e
sera provavelmente o primeiro organismo a ter revelado o0s seus constituintes
transcriptbmicos, protebmicos e metabolémicos. Dado o fato de numerosos aspectos
fisiol6gicos estarem sujeitos a uma regula¢do multigene complexa (organizacdo dos genes em
clusters* ou genes que tenham regulagdo conjunta), a compreensdo do processo de expressao
dos genes no decurso da fermentacdo do vinho contribuira para o conhecimento da
composicao genética das estirpes de leveduras comerciais e influenciard o melhoramento das
estirpes enoldgicas através da engenharia genética. Estas abordagens sdo também as mais
adaptadas para demonstrar que as alteragdes introduzidas ndo originam efeitos colaterais
inesperados ou adversos, como por exemplo, a produgdo de substancias toéxicas (SCHULER
& CASAL, 2006).

A informacdo obtida através da analise dos genomas completos, transcriptomas,
proteomas e metabolomas das leveduras enolégicas ira aumentar, sem duvida, a
especificidade dos correntes métodos com os quais as estirpes de arranque de fermentacédo sao
geneticamente selecionadas para a producdo de tipos e de estilos de vinhos particulares.
Contudo, a engenharia genética continua a ser o Unico método viavel que oferece a
possibilidade de alterar uma caracteristica enoldgica existente, introduzir uma caracteristica
nova e de eliminar uma caracteristica indesejada sem afetar adversamente outras propriedades
desejaveis (PRETORIUS, 2003).

Conforme avanca o conhecimento sobre o vinho através da funcionalidade das
leveduras e seu possivel controle biotecnologico, estdo surgindo novas linhas de pesquisas,

pretendendo manter o equilibrio biologico inerente ao processo de vinificagdo. Isto se deve a

* Cluster é compreendido como agrupamento de genes distintos numa mesma regido do genoma. (Ferreira,
2001).
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exaustiva exploracdo das bases fisioldgicas e bioquimicas (FLEET, 2008; BELDA et al.,
2014).

Binneck (2004) relata que existe um crescente reconhecimento e entendimento de
qgue metodologias baseadas na sequéncia de DNA terdo que ser complementadas pela analise
direta dos produtos codificados pelos genes; os RNAs e as proteinas. Sabe-se que conhecer a
sequéncia de um genoma ndo garante que as proteinas codificadas por esse genoma possam
ser imediatamente determinadas (por exemplo, por homologia com proteinas, ja conhecidas
de outros organismos).

H& uma estimativa baseada nos genomas completos que cerca de 30% do contetdo
génico de um organismo seja de proteinas especificas deste. E claro que esse nimero tende a
diminuir @ medida que mais e mais genomas vao sendo sequenciados, mas mostra a
dificuldade em proceder-se a uma anotacdo automatizada (confiavel e completa) dos
genomas. A utilizacdo integrada dessas ferramentas possibilitard o entendimento de como os
produtos desses genes atuam conjuntamente para regular as atividades do organismo (RUBIN
et al., 2000; BINNECK, 2004).

Esta exemplificada na Figura 2 a interacao existente entre as omicas, observando sua
acdo em conjunto, uma dependendo da outra, sendo que sua atuacdo serd obtida no produto

final, neste caso, o vinho.

Figura 2 - O funcionamento celular em nivel molecular
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Fonte: adaptado de Villas-Boas (2006)

A informag&o codificada no DNA é transcrita em uma molécula de RNA mensageiro
gue € traduzida em uma molécula de proteina que, quando ndo exercendo um papel estrutural,

ird catalisar uma ou mais rea¢Ges quimicas dentro e/ou fora da célula, sendo, portanto
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responsavel pela transformacdo de pequenas moléculas quimicas chamadas de metabdlitos.
Os metabolitos, por sua vez, regulam a atividade das proteinas e o processo de transcri¢do e
traducdo, além de servirem de substratos para modificacdo e sintese das proteinas e lipideos e
a sintese de DNA e RNA. Portanto os metabdlitos sdo os produtos finais do metabolismo
celular (VILLAS-BOAS et al., 2006).

2.5 Genbmica aplicada a S. cerevisiae e vinho

A gendmica se caracteriza pelo estudo dos genes e suas funcdes. A sua chegada, com
0 projeto genoma humano no final da década de 1980, alavancou toda a revolucéo atual no
campo da biologia. Muitas expectativas e investimentos tém sido empregadas na genémica,
visando aplicacbes nas areas da industria farmacéutica, agricultura, producdo de energia,
protecdo do meio ambiente e melhoramento dos produtos alimenticios. Mas a determinacéo
da sequéncia completa de varios genomas ndo é o final da historia. E apenas o comego,
principalmente pelo fato de que mecanismos biologicos ndo podem ser inferidos
simplesmente a partir do conhecimento da sequéncia sem o auxilio de outras estratégias de
estudo, ou seja, das 6Gmicas em geral.

A engenharia genética tornou-se uma possibilidade confiavel para o melhoramento
das leveduras. Estd técnica permite modificar um micro-organismo para que suas
propriedades sejam otimizadas ou que seus defeitos sejam eliminados (PRETORIUS, 2000;
GIUDICI et al., 2005; BELDA et al., 2014). Todavia, as técnicas de modificacbes genéticas
exigem certificacdo, principalmente na industria alimentar. Contudo, além do controle de
extrema necessidade para produzir alimentos com Organismos Geneticamente Modificados
(OGM) ha uma tendéncia na utilizacdo de micro-organismos naturais, com énfase na
elaboracdo de vinhos (SCHULLER & CASAL, 2005; BELDA et al., 2014).

A sequéncia completa do genoma de S. cerevisiae é conhecida: Tem um genoma
relativamente pequeno e compacto (12.100.000 pb) (cerca de 13.000 Kb), um grande nimero
de cromossomos (16 cromossomos que variam em comprimento entre 200 a 2200 kb), um
reduzido numero de genes (cerca de 6000 genes codificadores de proteinas), pouco DNA
repetitivo e poucos introns (PRETORIUS, 2003).

Pretorius (2003) afirma que a selecdo classica das cepas e 0s métodos de
modificacdo, tais como a selecdo de variantes, a mutagénese, a hibridacdo (cruzamento,
cruzamento esporo-célula, citoducdo e fusdo de esferoplastos), sdo baseados principalmente

numa aproximacgao pouco especifica. Com esta aproximacao, grandes regides gendmicas ou
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genomas completos sdo recombinados e reestruturados. Contudo, estes métodos ndo séo
suficientemente especificos para alterar as leveduras enoldgicas de uma forma bem controlada
e podem provocar o desenvolvimento de algumas propriedades das estirpes, comprometendo,
no entanto, outras caracteristicas desejaveis.

Schuler & Casal (2006) apontam que a selecdo clonal de cepas de Saccharomyces
isoladas a partir do meio natural em zonas viticolas de reconhecido interesse é sempre 0 ponto
de partida de qualquer programa de selecdo de leveduras naturais. As modificacGes
introduzidas num processo de transformacdo genética de uma levedura ndo devem modificar
as caracteristicas essenciais da atividade microbiana no processo de fermentac&o.

Vale ressaltar que dentro de um processo de evolugdo genética natural, leveduras sdo
capazes de se adaptar aos mais diferentes ambientes em funcdo da evolucdo natural, no
entanto, estudos moleculares mostraram que mutacdes adaptativas incluindo a geracdo de
novos alelos de nucleotideos podem ser formadas (CUBILLOSET et al., 2011; SALINAS et
al., 2012).

Dentro do estudo do genoma, existe a gendmica comparativa. Esse ramo vem se
tornando cada vez mais comum dada a quantidade de sequéncias de genomas sendo
produzidas, tem o objetivo de comparar todo o conteGdo de DNA do genoma de um
organismo particular com outros genomas ja conhecidos. Através dessa analise pode ser
possivel identificar diferencas, tanto no contelido génico quanto ndo génico, que podem ser
responsaveis por importantes propriedades fenotipicas ou evolutivas, como patogenicidade,
reacOes a condicdes ambientais adversas, proximidade taxondmica entre grupos e até mesmo
a aquisicdo (ou manifestacdo) de determinados comportamentos individuais (BINNECK,
2004).

Em distintas regides do mundo, diversos pesquisadores buscam caracterizar
genomicamente as leveduras, no intuito de identificar especificas caracteristicas enoldgicas
em cepas de Sc que possam ser diferenciais, agregando valor ao produto (terroir,
denominagdo de origem). TOFALO et al. (2014), trabalhando com cepas de Sc na Italia,
demonstrou uma pequena mutacdo num gene da levedura, determinada por pressao de selecao
especificas de um vinhedo, que pode determinar o desempenho da levedura e o curso da
fermentagdo alcodlica, sem afetar o crescimento celular.

Como exemplos de estudos gendmicos aplicados a enologia podem ser citados 0s
trabalhos de ZHANG et al. (2015) que, na Nova Zelandia, caracterizaram S. uvarum de
mostos e que apresentaram genes tolerantes ao sulfito. Ibafiez et al. (2014) analisando 6

diferentes S. cerevisiae, encontrou diferencas entre todas as cepas estudadas, relacionando



27

familias de genes que, embora ndo essenciais a vida da levedura, podem determinar
importante papel na adaptacgéo a distintas condi¢des ambientais, como por exemplo, tolerancia
ao etanol. DI TORO et al. (2015), demonstraram variabilidade genética em Brettanomyces
bruxellensis e atribuiram a biodiversidade a ambientes vinicolas regionais, indicando que cada
regido tem sua microbiota especifica, seja positiva ou negativa ao vinho.

Jennifer et al. (2013) gerou um hibrido a partir do cruzamento entre uma levedura S.
cerevisiae e S. mikatae (ideal para a elaboracdo de vinhos e outra ndo utilizada,
respectivamente). Esta hibridacdo favoreceu o pleno consumo dos agucares (S. cerevisiae) e
contribuiu para as caracteristicas sensoriais gerais do vinho (S. mikatae), denotando
compostos associados as espécies ndo-Saccharomyces. Este hibrido de S. cerevisiae e S.
mikatae tém o potencial para produzir vinhos complexos, semelhantes aos de fermentacao
espontanea, proporcionando a salvaguarda de uma levedura comercial.

Harsch et al. (2013) aplicou uma pesquisa no qual selecionou 67 genes responsaveis
pela liberagdo de tidis volateis em vinho Sauvignon Blanc. O trabalho aborda que a delecdo
de 17 destes genes afeta na liberacdo de compostos aromaticos (frutas tropicais), podendo
reduzir ou aumentar a producdo em até duas vezes. Os genes deletados estavam envolvidos no
metabolismo de nitrogénio e enxofre pelas leveduras.

A producao de sulfeto de hidrogénio por leveduras € um problema frequente durante a
elaboracdo de vinhos, produzindo odor caracteristico a ovos podres. Portanto, € importante
selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae que nao liberem sulfeto de hidrogénio
durante a fermentacdo. Wlodarczyk et al. (2012) avaliou 120 linhagens de leveduras isoladas
das cultivares Cabernet Franc, Tannat e Ancellotta do municipio de Pinto Bandeira (RS) e sua
relacdo a formacéo de sulfeto de hidrogénio e capacidade de fermentacdo. Todas as linhagens
com alta taxa de fermentacdo ndo produziram sulfeto de hidrogénio, representando 13,3%.
Apenas uma destas formou sulfeto de hidrogénio em pequena quantidade. Alta producdo de
sulfeto de hidrogénio foi encontrada em 35,8% das linhagens isoladas, sendo estas também
caracterizadas por baixa capacidade fermentativa. Somente 16 linhagens mostraram potencial

para elaborar vinhos sem aromas desagradaveis provocados pelo H,S.
2.5.1 Polymerase chain reaction (PCR)

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (traducdo literal) consiste em
amplificar determinada sequencia de genes através da utilizacdo da enzima polimerase e

primers (sequencia de pb) especificos, onde atraves de varios ciclos de temperatura se obtera
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0 produto da PCR. Gonzélez et al. (2006) e Belda et al. (2014) descrevem que a partir da
técnica de PCR e em fungdo dos tamanhos obtidos referentes aos pares de base (pb) restritos
por enzimas especificas, € possivel identificar a nivel de espécie um grande nimero de

leveduras distintas.

2.6 Transcriptdmica aplicada a S. cerevisiae e vinho

O produto inicial da expressdo génica em um organismo € conhecido como
transcriptoma e se caracteriza por uma colecdo de moléculas de RNA mensageiro cuja
informac&o bioldgica é requerida pela célula em um determinado momento. Essas moléculas
de mRNA sdo sintetizadas a partir de genes que codificam proteinas e, assim, direcionam a
sintese do produto final da expressao génica, o protedma, que especifica a natureza das
reacGes bioquimicas que a célula esta apta a realizar. Um ponto importante a notar é que o
transcriptoma nunca € sintetizado de novo, isto €, ndo comeca do zero. Cada célula recebe
parte de seu transcriptoma materno quando é formada pela divisdo celular, e depois é
responsavel pela manutencgdo e adaptagdo do transcriptoma conforme os diferentes estagios de
sua vida e o tipo de diferenciacdo tomado (BINNECK, 2004).

Binneck (2004) descreve que 0s avancos tecnoldgicos baseados na Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), no intenso sequenciamento de DNA e na sintese de novos
acidos nucléicos, tém contribuido para o desenvolvimento de técnicas de quantificacdo de
MRNA em larga escala, em muitos casos em escala gendmica, possibilitando que centenas ou
milhares de genes sejam estudados em paralelo em vez de um gene de cada vez.

A abundancia do mRNA nem sempre é bem correlacionada com a abundéncia da
proteina, a atividade das proteinas codificadas pelos mMRNAs € regulada a varios niveis apos a
sua expressdo, por exemplo, a localizacdo subcelular e/ou a extensdo em gue as proteinas sao
pos-traducionalmente modificadas, ndo sdo reveladas pela medicdo da abundancia do mRNA
(BINNECK, 2004).

Um exemplo significativo e de facil entendimento é a pratica de chaptalizar o
mosto/vinho, pois a levedura Saccharomyces tem desenvolvido varios mecanismos de
deteccdo e sinalizacdo celular para garantir ndo s6 a absorcdo eficiente de aglcar, mas
também para diminuir a utilizacdo de fontes de energia para a metabolizacdo destes agucares,
favorecendo a produgéo de etanol (ROLLAND et al., 2002; FRICK et al., 2005). S. cerevisiae
produz uma enzima (B-D-frutosidase), capaz de hidrolisar a sacarose em glicose e frutose.

Esta enzima tem sido um paradigma para o estudo da sintese de proteinas e regulacdo da
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expressdo do gene, pois a invertase é codificada por um ou véarios genes SUC (SUCL1 para
SUC5 e SUC7), SUC2 sendo o locus mais comum encontrado em quase todas as estirpes de
S. cerevisiae, inclusive em outras espécies de leveduras intimamente relacionadas, tal como S.
bayanus (NAUMOV et al., 1996; KORSHUNOVA et al., 2005). Estes genes SUC geraram
dois mMRNAs diferentes, um de maior e outro de menor expressao, onde o transcrito mais
curto ainda ndo foi sequenciado, pois € reprimido por concentragdes elevadas de sacarose ou
seus produtos de hidrdlise (glicose e frutose). Desta forma quando aglcares sdo adicionados
no mosto/vinho que possuem baixo teor de agucares naturais da uva, torna-se mais efetiva a
metabolizacdo do mesmo (BADOTTI et al., 2008). Tais fendmenos demonstram que o
processo genético celular em leveduras pode ser regulado pelos teores de agUcares,
influenciando significativamente os teores de RNA transcrito e traduzido, impactando nos
efeitos nos ambientes onde a levedura esta inserida.

A producgdo de &cido acético durante a fermentagdo do vinho é uma questéo critica
para vinicolas uma vez que a qualidade sensorial do vinho pode ser afetada pela quantidade de
acido acético que contém. Walkey et al. (2012) descobriu que uma sequencia especifica de
RNAmM codifica uma enzima que propicia a producdo de acido acético. Para a comprovacao
deste resultado o gene foi deletado, fazendo com que a levedura produzisse menores
quantidades de acido acético.

2.7 Protebmica aplicada a S. cerevisiae e vinho

Para entender a funcdo de todos os genes de um organismo, € necessario conhecer
ndo sé quais genes sdo expressos, quando e onde, mas também quais sdo 0s produtos da
expressao e em que condigOes esses produtos (proteinas) sdo sintetizados. A protedbmica tenta
descrever o conjunto completo de proteinas produto da expressdo do genoma e fornece
informacdes importantes para complementar os estudos de transcriptdmica e metabolémica
(JAMES, 1997; BINNECK, 2004).

Muitas proteinas importantes na biologia humana foram descobertas em estudos
homologos em leveduras, onde incluem proteinas do ciclo celular, e processos enzimaticos. O
estudo deste cenario torna-se um fator bastante importante, pois de uma maneira geral sera
possivel interligar as mudancas fisiologicas observadas nas leveduras, quando induzidas com
os erros de descodificacdo do mMRNA, com o metabolismo das células (SANTOS, 2009).

Estudos protebmicos podem ajudar a relacionar o genoma e o0 proteoma de

determinadas funcdes celulares, pois sdo complementares a estudos direcionados a gendémica
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e a transcriptdmica, uma vez que a totalidade de RNAm néo é perfeitamente correlacionada
com a expressédo do gene (GIGY et al., 1999), ou seja, nem todo RNA tem fungéo definida na
atividade celular. Trabalzini et al. (2003) relata que estudos que abordem o proteoma das
leveduras destinadas a elaboracéo de vinhos ainda séo desconhecidos, no entanto ha demanda
por conhecimentos correlacionados para otimizar os processos industriais através da aplicacdo
de biotecnologias. Esta mesma pesquisa constata que a resposta protedmica relacionada a
estresses ambientais envolve tanto a inducdo, quanto a repressdo de proteinas especificas,
contudo a maior parte das proteinas que constituem a célula é produzida na fase exponencial
(log).

N&o somente o estresse causado pelo teor alcodlico pode afetar a expressdo de
proteinas, mas também a interferéncia do vacutolo celular de Saccharomyces cerevisiae, pois
possui 0 poder de degradar algumas proteinas. Outro aspecto que interfere na mudanca
protebmica das leveduras é a auséncia de glicose, conforme demonstrado por Trabalzini et al.
(2003), que testaram a adicdo de proteassoma, que apresenta-se como um complexo de
proteinas que tem por finalidade degradar outras proteinas diminuindo seu tamanho
molecular, assim a sua acdo foi mais eficaz nas primeiras horas de reproducdo celular, sendo
concomitante com a quantidade disponivel de glicose ao meio.

A protedmica depende da extragdo, separagdo, visualizagdo, identificacdo e
quantificacdo das proteinas presentes em um organismo ou tecido, em um determinado
momento. Todos esses estagios tém limitacbes (BINNECK, 2004).

Como exemplos de estudos protedmicos, destaca-se os de Moreno-Garcia et al.
(2014), que, ao analisar proteinas mitocondriais de diferentes cepas de S. cerevisiae, verificou
que ndo s6 as proteinas, como também metabdlitos originados na mitocéndria estavam
relacionados com tolerancia ao etanol, respiracdo celular, manutencdo do genoma
mitocondrial e apoptose, condi¢des intimamente relacionadas a fermentacdo alcoolica e
elaboracao de vinhos.

Destacam-se também os estudos envolvidos com o fator killer, fator este mediado por
proteinas (especialmente de Sc) e extremamente importante no declinio da microbiota
autéctone no inicio da fermentagdo. Mostert & Divol (2014), observaram que “proteinas
killer” produzidas por Sc em vinho tem um espectro de agdo contra outras leveduras Sc e
também especies de Candida. Esta especificidade tem relagdo com o conjunto proteico
presente nas cepas sensiveis, uma vez que os receptores do fator killer foram manoproteinas e

glucanas presentes na parede celular destas cepas.
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2.8 Metaboldmica aplicada a S. cerevisiae e vinho

A funcéo de um gene é determinada quando se identificam todos 0s seus respectivos
produtos genéticos, ou seja, mMRNA, proteinas e metabdlitos (NIELSEN et al. 2005;
SANTOS, 2009). Com esta necessidade, surge uma nova etapa e um novo estudo, O
metaboloma (0 mais recente dos omas), sendo este o estudo do conjunto de todos 0s
metabolitos (pequenas moléculas, como hormdnios, metabdlitos secundarios, etc.), que
podem ser encontrados numa célula/organismo (ERIKSSON et al. 2004; SANTOS, 2009). A
metabolomica tem como objetivo compreender 0os organismos vivos de forma integrada e
coerente, em vez de olhar para organismos isolados, dissecados em partes moleculares
(LINDON et al.,, 2007; SANTOS, 2009). A metaboldomica fundamenta-se muito bem
relacionando na globalidade todos os outros estudos, “omics”, desde os genes as proteinas, e
ndo se restringe somente a uma componente (SANTOS, 2009).

Para o metabolismo, mais precisamente nas reacbes metabdlicas, as enzimas sao
vitais porque permitem a realizacdo de reacGes desejaveis controlando 0s processos
adjacentes, como também regulam as vias metabdlicas em resposta a mudancgas no ambiente
celular ou a sinais de outras células. Cada enzima pode sofrer regulacdo da sua atividade,
aumentando-a, diminuindo-a ou mesmo interrompendo-a, de modo a modular o fluxo da via
metabolica em que se insere. Ocorrendo uma alteracdo numa das vias metabolicas todas as
outras vias ficam alteradas resultando assim num stress a célula ou organismo (CAMPBELL
1999; SANTQOS, 2009).

Num estudo metabolémico, as técnicas mais usadas para analise das amostras sdo
duas: a ressonancia magnética nuclear (NMR) e a espectrometria de massa (MS). Estas duas
técnicas sdo as mais usadas na deteccdo e analise de metabolitos celulares, embora diferentes,
por vezes complementam-se. Espectrometria de massa: Esta técnica combina a possibilidade
de detectar pequenas quantidades de compostos conhecidos em amostras bioldgicas
complexas. Além disso, a combinacdo da espectrometria de massa com outras técnicas de
separagdo (cromatografia e electroforese) tornou esta técnica uma ‘“arma” poderosa na
identificacdo e analise quimica de amostras biologicas complexas (SANTOS, 2009).
Ressonancia magnética: fundamentam-se no facto de esta técnica representar uma ferramenta
poderosa devido a informacdo estrutural que nos fornece acerca da presenca de pequenas
moléculas organicas, e ainda a existéncia de um grande nimero de metabolitos catalogado em

base de dados. A ressonancia magnética nuclear quando comparada com a espectrometria de
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massa apresenta-se como uma técnica ndo invasiva permitindo guardar as amostras para
estudos futuros (DUMAS et al. 2006; SANTQOS, 2009).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Elaboracéo do vinho

O trabalho foi realizado na Vinicola Experimental e no laboratério de Microbiologia
da Universidade Federal do Pampa — Campus Dom Pedrito. O vinho foi elaborado a partir do
mosto extraido de uvas Isabel, Jacquez e Moscato Embrapa, oriundas da Serra Galcha,
inicialmente para a elaboracdo de suco utilizando panelas extratoras a vapor, pois no periodo
em que a pesquisa foi aplicada era a entressafra, impossibilitando o uso de uvas frescas,
totalizando assim 15 litros de mosto. A elaboracdo de suco por este método apresenta
peculiaridades, tendo em vista que o vapor pode interferir no produto fazendo parte de sua
constituicdo além de pasteurizar o mosto, evitando contaminacdes indesejadas e a ndo adicao
de conservantes.

A vinificacdo ocorreu de maneira convencional aplicada a vinhos brancos,
ressaltando que o corte entre as trés cultivares originou um vinho de coloracdo rosé. A
primeira etapa da vinificacdo constituiu-se em homogeneizar os sucos e deixa-los em repouso
por 4 horas, fazendo com que as borras em suspensé@o precipitassem, melhorando o aspecto
visual do mosto, além de evitar que aromas herbaceos fossem agregados ao vinho.

No momento da homogeneizacdo foi adicionado metabissulfito de potassio na
dosagem de 50 mg.L™?, para evitar oxidacdes. Apos, adicionou-se 3 g.HL™ de enzima
pectolitica, respeitando um intervalo minimo de 30 minutos para que o SO, ndo afetasse na
acdo da enzima e vice-versa. Esta enzima propicia a quebra da pectina, desta maneira
liberando constituintes de coloracdo, aromas e estrutura ao vinho.

Dada a baixa concentracdo de acucares (média de 13,48 °Babo) realizou-se a
chaptalizacdo® do mosto adicionando para evitar um vinho com graduacdo alcodlica
sensorialmente desagradavel (7,82% v/v). Ao total, foram adicionados 787,5 g de sacarose,
para 0 aumento de 3°GL, de acordo com a legislagdo vigente (Decreto n° 8.198 de 2014) para

chaptalizar vinhos comuns.

> Chaptalizar 0 mosto é a pratica de adicionar acucares, com objetivo de corrigi-lo para que a graduagio
alcodlica aumente (Lei do Vinho n° 9.610/98).
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Apos a chaptalizacdo, se reidratou e multiplicou no pé de cuba® a levedura comercial
S. bayanus (Maurivin PDM®), logo inoculando-a no mosto para que a fermentagéo alcoélica
iniciasse. A quantidade de levedura comercial utilizada foi de 40 g.HL™, sendo a dosagem
méaxima recomendada pelo fabricante, onde 6 gramas de levedura seca ativa foram necessarias
para fermentar os 15 litros de mosto. A re-hidratacdo e a multiplicacdo ocorreram com a
adicdo de 60 mL de agua a 36°C, sendo dobrado o volume do pé-de-cuba com o mosto, até
que este representasse 10% do volume total de mosto a ser fermentado, logo sendo adicionado
em um garrafdo de vidro de 20 litros de capacidade (Figura 3), tampado com Valvula de
Muller. A fermentacdo alcodlica ocorreu em sala climatizada, mantendo a temperatura a
16°C.

Figura 3 — Mosto em fermentacdo alocado em garrafdo de 20 litros de capacidade

Fonte: Autor, 2014

Ap0s 24 horas separou-se 0 mosto em fermentacdo em 3 repeticOes, ja encontrando-

se em fermentacdo acentuada (Figura 4), com a finalidade de evitar paradas de fermentacao.

® pé-de-cuba refere-se a reidratacdo e multiplicacdo das leveduras para que o comeco da fermentacdo alcodlica
tenha inicio o mais rapido possivel.
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Figura 4 - Mosto em fermentacéo alcodlica

Fonte: Autor, 2014
Cada repeticao foi representada por um garrafdo de vidro de 5 litros de capacidade

(Figura 5).

Figura 5 - Repetigdes experimentais em garrafoes de 5 litros de capacidade

Fonte: Autor, 2014

A fermentacdo alcodlica ocorreu em 10 dias, sendo acompanhada pela densidade do
liquido, teor de solidos solUveis totais (°Brix) e teor de agucares (°Babo). Utilizando
densimetro, refratdmetro digital e balanca hidrostatica eletronica.
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3.2 Curva de crescimento das leveduras em fermentacao alcéolica

A concentracdo celular durante o periodo de fermentacdo alcodlica foi realizada
técnica de Spread-Plate’, utilizando o meio de cultura Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD
- 5% glicose; 5% peptona; 2,5% extrato de levedura; 5% agar), fornecendo os nutrientes
necessarios para o crescimento de leveduras. Amostras de mosto foram coletadas com
intervalos de 24 horas. DiluicBes decimais seriadas foram realizadas até 10 (até o 4° dia de
fermentacdo) e 10°° (até o final da fermentagéo), durante os 10 dias de fermentacéo, sendo 1
mL de cada diluicdo semeada em superficie (spread plate). Na sequéncia, as placas de petri

foram incubadas em estufa a 28°C para o crescimento das colonias durante 48 horas.

Figura 6 - Exemplificacdo sobre o método de diluicdo de amostras

1m 1 ml 1.ml 1 mil 1.ml

Cada tubo
contém 9 ml
de caldo de
cultura

Inéculo original

1:10.000 1:100.000

Fonte: CARVALHO, 2010

3.3 Amostras para a extracdo de DNA

Durante a fermentacdo alcoolica foram armazenadas amostras do mosto/vinho para
gue o DNA das leveduras presentes pudesse ser extraido. Retirou-se 50 mL de mosto/vinho
em cada uma das repeticdes 3 vezes ao dia, no intervalo de 10, 6 e 8 horas até o final da
fermentacdo alcodlica. As amostras foram codificadas e armazenadas, congelando-as em
tubos Falcon de 50 mL de capacidade e devidamente esterilizados. No momento de sua
utilizacdo para a extracdo do DNA as amostras eram separadas em microtubos de 2 mL de

capacidade.

’ Na técnica “Spread-Plate” 0 meio de cultura ja se encontra na placa e 0s microrganismos sdo colocados por
cima do meio e sdo espalhados com o auxilio da Alca de Drigalsky (VIEIRA, 2008).
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3.3.1 Protocolo de extracgéo de DNA a partir do vinho

O protocolo de extracdo de DNA foi adaptado do método descrito por Anchorena-
Matienzo (2002). 2 mL da amostra de mosto/vinho foi alocado em microtubos com
capacidade de 2 mL. Centrifugou-se a 15.000 rpm (rotagcdes por minuto), durante 20 minutos
a 4°C. Apos, descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de tampéo de extracdo (Tris
HCI 1 M, NaCl 5M, EDTA 0,5 M, SDS 10% e Agua ultra pura; pH da solucéo - 8,0) seguida
de nova centrifugacdo (10.000 rpm; 10 minutos; 4°C). A seguir, eliminou-se o sobrenadante.

Na sequencia foi adicionado 200 uL de tampdo de extragdo, 200 uL de pérola de
vidro (0,5 mm de didmetro) e 300 uL de solugdo Fenol, Cloroférmio e Alcool Isoamilico
(25:24:1), levando os tubos para o vortex por 40 segundos. Apos, centrifugou-se novamente
(13.000 rpm; 10 minutos; 4°C). A fase superior obtida foi repassada para outro microtubo,
adicionando em seguida 1 mL de alcool absoluto gelado, além de 100 pl de NaCl 3 M,
deixando repousar por 1 hora no congelador (-20°C).

Ap6s, centrifugou-se a amostra (13.000 rpm, 8 minutos; 4°C) e descartou-se o
sobrenadante. O pellet foi seco em temperatura ambiente, em fluxo laminar. Ressuspendeu-se
0 pellet em 40 pL de tampao TE, além de 1 uL de RNAse. O DNA obtido foi visualizado sob
luz ultra violeta apds eletroforese em gel de agarose 1% adicionado de brometo de etidio em

comparagdo com o marcador de massa molecular de Ladder 1 KB (Ludwig Biotec).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento das leveduras durante a fermentacéo alcodlica

Para estimar o teor alcoolico do vinho, multiplicou-se o °Babo existente no mosto
(referente ao teor de agUcares) pelo fator 0,58, conforme descrito por (GIOVANINNI, 2003).
As caracteristicas do mosto antes da chaptalizagdo estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas iniciais do mosto antes da chaptalizagao.

Item R1 R2 R3
Solidos Solaveis Totais (°Brix) 15,94 15,88 15,8
°Babo 13,54 13,49 13,42
Densidade (20°C) 1.065 1064 1064
pH 3,18 3,34 3,21
Acidez Total (meg.L™) 74,8 72,8 73,4
Alcool provavel (°Babo x 0,58) 7,85 7,82 7,78

Fonte: Autor, 2014

Apbs a adicdo de agUcares, obteve-se um mosto com melhores caracteristicas, com a
finalidade de promover uma fermentacdo adequada, no qual o percentual alcodlico provavel
médio foi de 10 % v/v. O aporte de agUcar originou maiores concentracdes de carboidratos,
desta maneira aumentando o teor alcodlico devido a sintese metabdlica das leveduras. Na
Tabela 2 é possivel observar o nimero de colénias contabilizadas no decorrer da fermentacao
alcoolica (FA).

A Tabela 2 esta dividida em blocos relacionados aos dias de fermentacao (10 dias) e
as repeticbes utilizadas (R1, R2 e R3). Para que a curva de crescimento fosse obtida,
selecionaram-se as repetices que apresentaram padrfes de crescimento mais proximos aos
citados por Carvalho (2010), onde se preconiza placas com crescimento superior a 50 coldnias
e inferior a 250 col6nias, logo multiplicado pelo valor de diluicdo para que seja estimada a
guantidade de células existentes. Em vermelho, estdo os resultados utilizados para o

desenvolvimento da curva de crescimento, onde o valor aproximado foi melhor retratado.
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Tabela 2 — NUmero de coldnias contabilizadas ao longo da fermentag&o alcodlica.

DiluicGes

Dial-R1 85 6 1 0 0 0 -

Dial-R3 83 6 2 0 0 0 -

Dia2-R1 > > > > 501 92 -

Dia2-R3 > > > > 428 169 -

Dia3-R1 > > > > 628 272 -

Dia3-R3 > > > > 553 177 -

Dia4-R1 > > > > 2084 649 -

Dia4 - R3 > > > > > 031 -

Dia5-R1 > > > > > 616 -

Dia5-R3 > > > > > 569 -

Dia6-R1 > > > > > 1705 655

Dia6-R3 > > > > > 1011 >

Dia7-R1 > > > > > > 397

Dia7-R3 > > > > > > 660

Dia8-R1 > > > > > > 408

Dia8-R3 > > > > > 60 26

Dia9-R1 > > > > > > >

Dia9-R3 > > > > > > 67

Dial1l0-R1 > > > > > > 177

Dia 10 - R3 > > > > > > 225

( > ) Referente ao elevado crescimento de col6nias, impossibilitando a contagem. ( - ) Ndo houve semeadura.
FA: fermentacdo alcodlica. Fonte: Autor, 2014
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Os resultados inerentes a curva de crescimento podem ser observados no Grafico 1.
E possivel visualizar a curva de crescimento de leveduras durante fermentagdo alcéolica e

teores de alcool provavel nos distintos dias de fermentacao.

Gréfico 1 - Desenvolvimentos das leveduras durante fermentacdo alcodlica associada a
producéo de alcool estimado.
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Fonte: Autor, 2014

Observando a curva de crescimento de leveduras durante a fermentagdo (10 dias)
evidencia-se uma semelhanca a curva de crescimento descrita por SANTOS (2009), com uma
fase de adaptacdo (fase lag) até aproximadamente o 5° dia do processo, um crescimento
exponencial (fase log) do 5° para 0 6° dia e uma fase de declinio entre 0 7° e 10° dia. Como a
atividade das leveduras é extremamente dindmica, é possivel supor que, com determinacGes
em intervalos mais reduzidos (6 ou 12 horas) a curva ficaria ainda melhor determinada.
Analisando o percentual de alcool provavel é possivel observar que as concentracdes foram
sempre crescentes, com o apice (9% v/v aproximadamente) no 10° dia de fermentagdo. O
acompanhamento do desenvolvimento das leveduras é importante para prever
comportamentos celulares atipicos, particularmente com o risco da paralisacdo da

fermentacao.
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4.1.1 Fase de laténcia (LAG)

E caracterizada pela adaptacio da célula do micro-organismo ao novo meio, quer seja
através da inoculagdo ou contaminacdo. Esta fase é influenciada pela idade da cultura,
quantidade de células inoculadas, tipo de micro-organismo, caracteristicas do alimento e meio
ambiente (pH, oxigénio, composi¢cdo do meio, substancias inibidoras, etc.) (CARVALHO,
2010).

Se desejarmos elaborar alimentos, e também vinhos, a partir de micro-organismos,
devemos entdo oferecer as condic¢des ideais para que estes passem 0 menor tempo possivel na
fase de laténcia (lag), entrando imediatamente na fase logaritmica (log). Ao contrario, se
desejarmos conservar o alimento, devemos evitar a multiplicacdo, dando condicoes
desfavoraveis a multiplicacdo (CARVALHO, 2010). Este fato pode ser exemplificado pela
adicdo de SO, ap6s a fermentacdo alcoolica, evitando que bactérias acido-laticas se
reproduzam.

Ap06s o indculo das leveduras percebeu-se uma acentuada liberacdo de gas carbonico,
indicando que a fermentacdo ja estava iniciada. Vazquez-Lima et al. (2014), aborda que a
liberacdo de CO, é acentuada desde a fase inicial até a exponencial, porém ha o declinio na
fase estaciondria. Este periodo coincide com uma reducdo substancial do teor de azoto do
meio. Ao final da fase exponencial ocorre um apice na producdo de CO,, logo comecando a
diminuir gradativamente. Em relacdo a pesquisa, foi observado que a liberacdo de CO2
comecou a decair ao final do 5° dia.

Muller et al. (2007) pesquisou sobre a curva de crescimento de Saccharomyces,
relatando que o crescimento celular foi nulo devido a adaptacdo das células na fase lag,
havendo um aumento gradual do crescimento, sendo que nesta fase toda a populagdo comeca
a se dividir em um intervalo regular médio de tempo. Correlacionando informacdes, o
crescimento foi também é considerado gradativo.

Fator importante para o sucesso da fermentacdo alcodlica € o controle de oxigénio
presente no meio, geralmente sendo mais bem controlado quando se elabora vinhos brancos,
mais sensiveis a oxidacdes. Para que o tempo da fase lag seja diminuido, aportar oxigénio é
uma opcao benéfica. Exemplo disto é relatado no trabalho de Portell et al. (2010), onde se
testou o crescimento de leveduras Saccharomyces cerevisiae até 0 momento em que a curva
de crescimento tornou-se estavel (fase estacionéria), fazendo comparacGes a presenca de
oxigénio e a sua auséncia (micro fermentagdes ocorridas a 27°C). Como resultados aponta-se

gue em meio anaerébio a fase estacionaria teve inicio apds 40-50 horas apds o inicio da
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fermentacdo, j& as amostras que estiveram em contato com o oxigénio a fase estacionaria
comecou em aproximadamente 20-30 horas, sendo que o efeito do oxigénio aumentou em
30% o numero de células de leveduras. Considera-se entdo que 0 oxigénio maximiza o
processo de fermentacdo, fato este amplamente conhecido. Contudo, o oxigénio favorece que
mais células sejam desenvolvidas, culminando em maiores quantidades de manoproteinas e
polissacarideos liberados ao vinho, podendo favorecer préaticas enoldgicas, tais como a
Battonage®.

Embora a fase de laténcia seja relatada como um periodo de adaptacdo dos micro-
organismos, em relagdo ao vinho, as leveduras conseguem ser efetivas de forma que a
metabolizacdo dos agucares do mosto € bastante eficaz. Neste estudo a liberacéo de etanol, da
mesma forma que gas carbénico, foi consideravel, indicando que a fermentacdo alcodlica
ocorria dentro do esperado.

A fase lag foi retratada por uma excelente concentracao celular, porém o crescimento
exponencial foi retardado por diversos fatores, tais como baixa temperatura de fermentagao
(16°C) e a auséncia de nitrogénio prontamente assimilavel, pois ndo houve a insercdo de
insumos que propiciassem este substrato. Uma pratica que poderia ter otimizado o comeco da
fase log, seria a insercdo de oxigénio ao meio, através trasfegas em ciclo aberto, entretanto na

elaboracdo de vinhos brancos e roses, hé possibilidades de oxidaces.

4.1.2 Fase logaritmica (LOG)

Quando os microrganismos encontram as condigdes ideais para a sua multiplicacao,
da-se o fim da fase de laténcia (lag) e inicia-se a fase logaritmica (log), também conhecida
como fase exponencial, por se tratar de um crescimento em progressao geométrica. Uma
célula se divide e da origem a outra e assim sucessivamente (CARVALHO, 2010).

Esta fase é caracterizada pelo crescimento acelerado e a predominancia de células
jovens que apresentam seu maximo potencial metabdlico. Com o aumento populacional ha
esgotamento de nutrientes e/ou alta concentracdo de metabdlitos tdxicos que limitara a
multiplicacdo, pondo fim a fase de crescimento exponencial, ou seja, a fase logaritmica
(CARVALHO, 2010).

® Gabbardo (2009) descreve que para favorecer a autdlise usa-se a técnica de “battonage”, que nada mais é do
gue agitar os sedimentos contidos nos vinhos (restos celulares das leveduras) através de uma remontagem em
ciclo fechado.
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No gréfico esta exemplificado que a fase logaritmica coincide com a fase estacionaria,
ocorrendo entre 0 5° e 0 6° dia. Muller et al. (2007) observou como resultado uma inclinagdo
acentuada da curva de crescimento, atribuida a fatores e condicGes favoraveis ao
metabolismo, onde a formacdo de unidades funcionais celulares € maxima. O consumo de
substrato também é maximo nesta fase, pois visa suprir as necessidades celulares na
fermentacdo alcodlica onde uma molécula de glicose é convertida em duas moléculas de
ATP’s gerando energia para a célula fase exponencial.

A primeira e a segunda fase de fermentacédo (lag e log, respectivamente) talvez sejam
as mais determinantes no sucesso de uma vinificacdo. Nestas fases h4 uma grande exigéncia
por fatores de sobrevivéncia (oxigénio, aminodcidos, etc.). Segundo Vazquez-Lima et al.
(2014) a concentracdo de compostos nitrogenados comeca a diminuir ap6s 60 horas do inicio
da fermentacdo e ird diminuindo conforme o teor alcoolico v aumentando. Portanto, fazer um
aporte de aminodacidos a partir da metade da fermentacdo alcodlica ira assegurar 0 consumo
eficaz da mesma.

Na producdo de vinho espumante pelo método tradicional, apés a segunda
fermentacao ocorre a autélise das leveduras. Para que a segunda fermentagdo ocorra é comum
que se faca o pé-de-cuba. Raga et al. (2014) em seu trabalho fez comparativos entre a
utilizacdo de nitrogénio exdgeno e o natural proveniente dos residuos celulares das leveduras
da primeira fermentacdo. Os resultados apontaram que o nitrogénio (<30 mg N/I) oriundo das
préprias leveduras é capaz de suprir as necessidades das leveduras de segunda fermentacédo
com mais eficcia que o nitrogénio exdgeno.

Em relacdo a biomassa, esta aumenta em maiores proporcdes na fase logaritmica,
mantendo-se estavel ao longo da fermentacdo e ao final comegou a abrandar, como era o
esperado (VAZQUEZ-LIMA et al., 2014).

As fermentacdes realizadas a baixas temperaturas, isto €, 10-15°C pode ndo s6
melhorar a producédo e a retencdo de compostos volateis do sabor, mas também aumentam a
possibilidade de retardar ou parar o processo. Chiva et al. (2012) estudou a atividade de 10
genes relacionados a adaptacdo de Saccharomyces na fermentacdo alcodlica em baixas
temperaturas, e como resultados relata que ha uma sequencia de genes que promovem maior
resisténcia da levedura ao frio, principalmente na fase lag e na fase exponencial, onde as
células estdo favoraveis, pois embora haja nutrientes em grandes quantidades as células ainda
estdo em processo de aclimatagdo/adaptacdo. Para que isto fosse comprovado, os genes foram
super-expressados e em outro momento, adicionados em outra estirpe, que apresentou

similaridades.
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4.1.3 Fase estacionaria

E caracterizada por células velhas, mais resistentes a condicdes adversas, no qual a
reproducdo nao € tdo intensa. Nessa fase, o nimero de células viaveis € igual ao numero de
células inviaveis (CARVALHO, 2010). Na fase estacionaria ndo ha producdo acentuada de
gas carbobnico e a producdo de etanol torna-se mais lenta. Este acontecimento se da pela
auséncia de grandes quantidades de agucares e 0 esgotamento das fontes de nitrogénio. Fato
interessante € que na fase estacionaria o consumo de frutose é mais eficiente até que ha seu
esgotamento, culminando ao maximo de concentracdo de etanol ao meio (VAZQUEZ-LIMA
etal., 2014).

Os resultados obtidos refletem na auséncia do estabelecimento da fase estacionéria,
muito provavelmente afetada pela semeadura em tempos mais longos (a cada 24 horas).
Santos (2009) afirma que, embora as fases geralmente ocorram quando acompanha-se 0
crescimento de micro-organismos, estas ndo sao iguais, pois como avalia-se organismos vivos
cada situacdo deve ser avaliada particularmente. A fase estacionaria também podera ser mais
rapida se a temperatura nao for controlada, o que ndo ocorreu durante a fermentacdo desta

pesquisa, onde a temperatura foi mantida em 16°C.
4.1.4 Fase de declinio

Com o aumento da adversidade do meio, as células morrem em ritmo acelerado (fase
de declinio, destruicdo ou morte), dando fim ao ciclo microbiano (CARVALHO, 2010). O
final da fermentacdo se deve ao esgotamento das fontes de carbono entre outros fatores de
suma importancia. A glicose é a fonte de carbono preferido pelas leveduras, sendo
metabolizado antes da frutose e, obviamente, com mais facilidade que a prépria sacarose, esta
precisando ser hidrolisada para que seu consumo seja realizado (VAZQUEZ-LIMA et al.,
2014).

Em relacdo ao trabalho, para que os resultados fossem melhor expressos deveria haver
0 acompanhamento da morte dos micro-organismos até que a concentracdo celular de
leveduras Saccharomyces bayanus fosse infima, assim afirmando com maior exatiddo o final

da fermentacdo alcodlica.
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4.2 Consumo dos acucares durante a fermentacao alcoolica

Tilloy et al. (2014) descreve que ha uma tendéncia no mercado mundial de vinhos
para que o teor alcoolico seja mais baixo. Ao longo dos ultimos vinte anos, o conteudo de
alcool nos vinhos aumentou consideravelmente (cerca de 2% v/v), como um resultado do
elevado teor de agUcar nas uvas, sendo colhidas com maior grau de maturacdo. Uma estratégia
viavel relatada pelo mesmo autor Tilloy et al., (2014) é a utilizacdo de leveduras que
produzam mais glicerol, em contrapartida diminuam a producdo de etanol. Este trabalho
acompanhou cerca de 200 geracdes de leveduras Saccharomyces cerevisiae, no qual as
ultimas apresentavam resultados consideraveis e satisfatorios em relagdo a diminuicdo da
producdo de etanol. Para chegar a este resultado as leveduras foram submetidas a se
desenvolver em KCI, porém os melhores resultados foram obtidos através de estirpes hibridas.

Gobbi et al. (2014) descreve que ao longo das Gltimas décadas tem havido um
aumento progressivo do teor de etanol em vinhos devido a mudanca climatica global e para os
novos estilos de vinho que estdo associados com a maturidade da uva. Porém, altas
quantidades de etanol podem influenciar em sensacGes desagradaveis e desequilibrio dos
vinhos. Leveduras geneticamente modificadas, evolucdo adaptativa de leveduras, e o0 uso de
levedura ndo-Saccharomyces sdo opcdes para a diminuicdo do teor alcoolico. No presente
estudo, foi investigado o desenvolvimento de leveduras ndo-Saccharomyces em ambiente
anaerobio. As leveduras Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces sapae, bailii
Zygosaccharomyces e Zygosaccharomyces bisporus promoveram reducdes significativas na
producdo de etanol e mantiveram a eficiéncia de fermentacdo, quando comparadas a
Saccharomyces cerevisiae.

No grafico 2 ¢é possivel visualizar a queda da densidade contrastada com o aumento do

teor de alcool provavel, durante a fermentacéo alcodlica.
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Gréafico 2 - Acompanhamento da fermentacéo alcoolica através da densidade do mosto/vinho
e do alcool provavel
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Fonte: Autor, 2014
Por vezes, quando ha paradas de fermentacdo e ou quando os agucares ndo sdo

totalmente consumidos é utilizado algumas estirpes reiniciadoras. Em geral, o principal actcar
residual é a frutose. Sifuentes et al. (2014) fez comparacBGes entre a temperatura da
fermentacdo e o teor alcodlico j& encontrado no vinho, onde os resultado demonstram que
temperatura mais altas (20° a 30° C) sdo mais adequadas para o crescimento das leveduras
guando o vinho possui mais que 12% v/v de etanol. Este resultado demonstra que ao final da
fermentacdo alcoodlica é adequado que a temperatura seja elevada para que o consumo dos
acucares seja 0 mais eficaz possivel.

No grafico 3 visualiza-se queda dos sélidos sollveis totais e teor agucares durante a

fermentacdo alcoolica.
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Gréafico 3 - Concentracdo de Solidos Soluveis Totais (°Brix) e teor de agucares (°Babo)
durante a fermentacdo alcoolica.
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Fonte: Autor, 2014

Deficiéncias de nitrogénio em mostos sdo uma das principais causas de fermentagdes
lentas. Atualmente, 0 método mais comum para lidar com fermenta¢Ges com deficiéncia em
nitrogénio deficiente é a adi¢do de nitrogénio suplementar (normalmente fosfato de aménio).
No entanto, € importante saber a exigéncia especifica de azoto de cada estirpe, para evitar a
adicdo excessiva que pode conduzir a instabilidade microbiana e acimulo de carbamato de
etila. Gutiérrez et al. (2012) avaliou a utilizacdo de nitrogénio em diversas estipes de
leveduras, sendo a estirpe comercial PDM e RVA as que apresentaram maior consumo, sendo
a forma mais eficiente de obter este resultado é pela biomassa expressa durante a fermentacéo.
Assim, pode-se dizer que estas diferencas na demanda de nitrogénio estdo positivamente
correlacionadas com a maior taxa de crescimento e maior taxa de absor¢do de nitrogénio. A
marca comercial da levedura utilizada neste trabalho (PDM) é a mesma utilizada para que a
micro vinificagdo fosse realizada, sendo adicionado nutriente comercial antes que a
fermentacdo iniciasse.

O controle de temperatura € um dos aspectos mais importantes no sucesso de uma
vinificagdo, interferindo ndo somente no metabolismo das leveduras, com também na
liberacdo de aromas e outros compostos. Lopez et al. (2014), indica que temperaturas mais

baixas aumentam a complexidade aromatica dos vinhos, testando em sua pesquisa o efeito de
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um aminodcido especifico (Triptofano) no desenvolvimento das leveduras e o resultado nas
caracteristicas dos vinhos. O Triptofano é codificado a partir dos genes da levedura e atua
como inibidor do crescimento em baixas temperaturas, porém, Lopez et al. (2014) apontou
que super-expressdao do gene TAT2 e a delecdo do gene TRP1, tornam este aminoacido em
um auxiliador no desenvolvimento das leveduras, além de reduzir o consumo de nitrogénio ao
longo da fermentacdo.

4.3 Extracdo de DNA Total

Embora tenha sido aplicado o protocolo de extracdo de DNA total de acordo com
descrito por Anchorena-Matienzo (2002) os resultados obtidos ndo foram satisfatorios.
Estima-se que a extracdo de DNA ocorreu de maneira eficiente, porém a visualizacdo do
material genético extraido foi prejudicada em funcdo de equipamentos que ndo permitiram a
correta visualizacdo dos resultados. Fotos de géis de agarose com o material da extracdo de

DNA podem ser observadas nas Figuras 7, 8 e 9.

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% com amostras de DNA total extraido a partir
do vinho elaborado. Amostras de 1 a 6 sdo de vinho no 2° dia de fermentacdo. Ladder 1KB —
marcador de peso molecular
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Fonte: Autor, 2014.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose (Amostras obtidas do 3° dia de fermentagéo)
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Fonte: Autor, 2014.

Figura9 - Eletroforese em gel de agarose (Amostras obtidas do 5° e 6° dia de fermentacéao)
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Fonte: Autor, 2014.

Utilizou-se transiluminador de marca UV Trans e atribuiu-se ao equipamento a
principal dificuldade de visualizacdo dos resultados. Estima-se que a extracdo tenha ocorrido
com sucesso, porém a ma visualizacdo dos resultados ndo permitiu uma analise conclusiva
com relacdo a quantidade de DNA extraido em cada um dos dias da fermentacdo alcéolica.
Tal observacdo € pertinente uma vez que até mesmo o marcador Ladder 1 KB néo teve boa
resolucdo. Outras possibilidades de problemas podem ser atribuidas ao brometo de etidio
(concentracédo elevada), ao gel de agarose (concentracdo utilizada) e aos tampdes (utilizados
na eletroforese) que, em diversas circunstancias foram substituidos e que ainda assim néo

permitiram analise mais completa.
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5 CONCLUSAO

Em relagdo ao estabelecimento da curva de crescimento a fase de laténcia apresentou
um periodo longo, provavelmente favorecido pela baixa temperatura de fermentacdo,
recipientes com capacidade reduzida de estocagem e auséncia de pequenas doses de oxigénio
que poderiam potencializar a reproducdo das leveduras. A fase log foi estabelecida de maneira
esperada, onde a liberacdo de CO, e a concentracdo celular foram méximas. A fase
estacionaria nao foi obtida, provavelmente pelo método de contagem das col6nias (a cada 24
horas), denotando que semeaduras em tempos mais curtos resultariam em uma curva melhor
delineada. A fase de declinio ocorreu pela diminuicdo gradual de células presentes no vinho
em fermentacdo, entretanto seria pertinente 0 acompanhamento da concentragdo celular apos
o término da fermentacdo alcoodlica. A extracdo de DNA genémico total ndo foi satisfatoria,
podendo ser elencado diversos fatores, tais como os materiais utilizados, excesso de sujidades
oriundas de restos celulares e a baixa concentracdo de células dispersas nas amostras

utilizadas para a extragéo.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A biotecnologia tornou-se uma aliada para que vinificagdes tivessem maior controle,
tanto no consumo de agucares pelas leveduras quanto na extracdo de distintos compostos
sensoriais oriundos dos micro-organismos. Através da manipulacdo genética das leveduras é
possivel modificar caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas dos vinhos, almejando
potencializar os processos industriais. O trabalho acompanhou a curva de crescimento de
leveduras Saccharomyces bayanus ao longo da fermentacdo alcodlica como estratégia de
promover praticas nas vinicolas que sejam benéficas a reproducdo das mesmas, além se fazer
correlacdes sobre as ocorréncias envolvidas neste processo. A extracdo de DNA € o inicio do
processo para analise gendmica, etapa fundamental para que a biotecnologia seja, de fato,
realizada e testada.
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APENDICES

Crescimento dos micro-organismos presentes no mosto antes do inoculo da levedura

selecionada.

Diluicdo de 1 ml de mosto Diluicdo 10 Diluicdo 10

Crescimento dos micro-organismos presentes no mosto 24 horas ap6s o inéculo da levedura

selecionada.

Diluicio de 1 ml de mosto Diluicao 107

Diluig&o 107 Diluicéo 10™ Diluicdo 10”



Crescimento dos micro-organismos no 3° dia de fermentagéo alcodlica.

A

Diluicdo de 1 ml de mosto Diluigdo 10

Diluicdo 103 Diluicdo 10

Diluicdo 10°
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