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RESUMO

O vinho tinto € uma das principais fonte de resveratrol na dieta. Diferentes
estratégias tém sido adotadas em vinificagdo para obter vinhos enriquecidos com
resveratrol pois consumidores pagariam mais em um produto funcional, visto que
este estilbeno possui multiplas atividades biolégicas benéficas. Leveduras com agéo
da enzima B-glicosidase, isoladas de uvas, podem aumentar a concentragdo de
resveratrol livre em vinhos hidrolisando seu glicosidio, piceid, sem modificar a
composi¢cdo ou caracteristicas organolépticas finais do produto. O objetivo deste
trabalho foi isolar, selecionar e identificar leveduras de uvas do estado do Parana,
com acgao da enzima [(-glicosidase sobre o substrato piceid, visando o resveratrol
livre, adequadas para a elaboragdo de vinhos. Um total de 308 leveduras obtidas de
diferentes tempos de fermentacdo espontanea de mosto de uvas foram isoladas e
avaliadas primeiramente utilizando os substratos celobiose, arbutin e esculin para
verificar a reagao de hidrolise catalisada pela enzima 3-glicosidase. As 58 leveduras
com capacidade hidrolitica foram identificadas por testes fenotipicos, espectrometria
de massa MALDI-TOF/MS, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e polimorfismo
no comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) da regido ITS do DNA
ribossomal. A agcdo da enzima B-glicosidase no substrato piceid foi verificada nas
leveduras identificadas. Uma levedura Saccharomyces e 32 leveduras n&o-
Saccharomyces hidrolisaram o substrato piceid em resveratrol e glucose. Destas,
durante a fermentac&o, quatorze leveduras hidrolisaram o substrato piceid presente
no mosto de uva Vitis labrusca em resveratrol livre e glucose. Houve um aumento na
concentracdo inicial de resveratrol livre de 102% sem exibir diferenca significativa
entre quatorze diferentes leveduras. Quatro leveduras Hanseniaspora uvarum
apresentaram caracteristicas enoldgicas desejadas e foram utilizadas em
fermentagcdes com mosto de uva Vitis labrusca, tanto em monocultura quanto em
indculo misto. Os resultados sugerem que a acdo da enzima B-glicosidase de
leveduras ndo depende somente da espécie avaliada, mas também das
caracteristicas individuais de cada levedura. Uma levedura Hanseniaspora uvarum
isolada, quando utilizada em monocultura, inéculo misto ou inéculo misto sequencial,
interferiu na elaborag&o de vinhos, aumentando a concentrag&o de resveratrol livre.

Palavras-chave: Levedura vinica. B-glicosidase. Piceid. Selecdo de levedura.
Hanseniaspora uvarum.



ABSTRACT

The red wine is one of the main resveratrol sources in the diet. Different
strategies have been adopted in winery in order to obtain resveratrol-enriched wines,
since consumers would pay more for a functional wine, as this stilbene posseses
various beneficial biological activities. Wine yeasts endowed with [-glucosidase
activity can increase the free resveratrol content in wines by hydrolyzing its glycoside,
piceid, without modifying the product's final composition or organoleptic
characteristics. The objective of this work was to isolate, select and identify yeasts
from native grapes grown in Parana state vineyards endowed with B-glucosidase
activity over the piceid substrate, aiming at free resveratrol, and adequate to be used
in winery. A total of 308 yeasts, from different steps of the spontaneous fermentation
from grape must, were isolated and tested, firstly over the substrates cellobiose,
arbutin, and esculin to verify the reaction catalyzed by the B-glucosidase enzyme.
The 58 yeasts with hydrolytic capability were identified by phenotypic analysis,
matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry, polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) from the ITS region of ribosomal DNA. The activity of the
B-glucosidase over the substrate piceid was evaluated employing the identified
yeasts. One Saccharomyces and 32 non-Saccharomyces yeasts hydrolyzed piceid to
resveratrol and glucose. During the fermentation, fourteen out of the 33 yeasts
hydrolyzed the substrate piceid existing in Vitis labrusca grape must to free
resveratrol. A 102% increment from the initial free resveratrol was observed without
significant difference between the fourteen different yeasts. Four Hanseniaspora
uvarum also presented desired oenological characteristics and were later employed
in grape must fermentation, in both single and mixed cultures. The results suggest
that the B-glucosidase activity is more dependent on the yeasts' individual
characteristics than on their species. One isolated Hanseniaspora uvarum, when
employed in single, mixed or sequential mixed fermentation, can yield the production
of resveratrol-enriched wines.

Keywords: Wine yeast. B-glucosidase. Piceid. Yeast selection. Hanseniaspora
uvarum.
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1 INTRODUGAO

A vinicultura brasileira é uma atividade econémica que gera oportunidades
de emprego, promove desenvolvimento econdmico e sustentabilidade social. Em
2012, o Brasil ocupou a 13? posi¢do no volume de vinho produzido mundialmente
(FAOSTAT, 2014). Os estados do Rio Grande do Sul, Pernambuco, Sdo Paulo e
Parana sao os principais responsaveis pelo cultivo de uvas no Brasil, porém no ano
de 2014 todos estes estados apresentaram reducéo na produgao de uvas, enquanto
que Bahia e Santa Catarina apresentaram um aumento de 46% e 24%,
respectivamente (MELLO, 2015). Apesar da uva Vitis vinifera ser tradicionalmente
utilizada em vinificagdo, 80% dos vinhos no Brasil sdo produzidos com uvas Vitis
labrusca, os quais possuem grande aceitagdo pelos consumidores e consequente
importancia econdmica (BIASOTO et al., 2014). De acordo com os vinicultores
paranaenses, a quantidade de vinho produzido aumenta anualmente; para suprir a
demanda crescente. Uma vez que o vinho regional & pouco valorizado, diferentes
estratégias podem ser empregadas para agregar prego ao produto.

O resveratrol, um polifenol estilbenoide, é objeto de pesquisa de diversos
estudos in vitro e in vivo que enfatizam seus beneficios a saude (WU et al., 2013;
POULSEN et al., 2014). O vinho tinto € a principal fonte de resveratrol na dieta, e a
sua concentragdo nos vinhos depende da cultivar da uva, localizagdo geografica,
estresse sofrido pela videira e praticas enologicas (STERVBO; VANG e
BONNESEN, 2007; FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

O aumento da concentragdo do resveratrol em vinhos a partir de seu
glicosidio precursor pode melhorar a farmacocinética deste estilbeno, pois este é
melhor absorvido na sua forma livre (MENG et al., 2004; PATEL et al., 2011). Além
disso, a forma livre do resveratrol ndo altera as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais originais do vinho (TODARO et al., 2008). Barreiro-Hurlé et al. (2008)
descrevem que consumidores pagariam até 55% a mais em um vinho com elevado
teor de resveratrol.

Tendo em vista que a forma glicosidica do resveratrol, piceid, pode ser
hidrolisada pela enzima B-glicosidase (GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU et al.,
2006) pode-se explorar o potencial da biodiversidade de leveduras autoctones
realizando-se a busca por leveduras produtoras da enzima B-glicosidase. Como
poucas leveduras Saccharomyces sp. produzem a enzima [3-glicosidase, estudos
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buscam leveduras ndo-Saccharomyces isoladas de uvas para prover caracteristicas
especificas aos vinhos (COMITINI et al., 2011; DOMIZIO et al.,, 2011; HONG e
PARK, 2013). A falta de metodologias capazes de simular condigdes de vinificagéo é
um limitante para a selegdo de leveduras com atividade [(-glicosidasica pois nao
existem critérios especificos para a selecdo de leveduras vinicas nao-
Saccharomyces (PEREZ et al., 2011).

A conducdo de processos fermentativos com a inoculagdo controlada de
diferentes espécies de leveduras é uma estratégia para melhor explorar as
caracteristicas enologicas de leveduras nao-Saccharomyces e de se estudar como
estas espécies interagem com leveduras Saccharomyces cerevisiae (COMITINI et
al., 2011).

Portanto, este trabalho buscou isolar leveduras de uvas, provenientes do
estado do Parana, selecionando as produtoras da enzima (3-glicosidase capazes de
aumentar o teor de resveratrol livre a partir do substrato piceid e adequadas para a
elaboracao de vinhos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Isolar, selecionar e identificar leveduras de uvas, cultivadas no estado
Parana, produtoras da enzima (-glicosidase com agdo sobre o substrato piceid
visando o aumento do resveratrol livre, adequadas para a elaboragao de vinhos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e conservar leveduras vinicas autdctones do estado do Parana;

Selecionar, dentre as leveduras vinicas isoladas, as com acdo da enzima (3-
glicosidase;

Identificar as leveduras selecionadas;

Verificar se as leveduras produtoras da enzima [(3-glicosidase s&o capazes
de catalisar a reag&o de hidrolise do substrato piceid, em resveratrol livre e glucose,
durante a fermentacao alcodlica utilizada no processo de vinificagao;

Realizar fermentagdes, utilizando mosto de uva Vitis labrusca, com as
leveduras produtoras da enzima [-glicosidase e uma levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae, com o objetivo de comparar a capacidade de aumentar o

teor de resveratrol livre.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 VITIVINICULTURA

1 . )
"Eu acredito ser um grande erro considerar as elevadas taxas

sobre vinho como um imposto sobre o luxo. Ao contrario, é
uma taxa sobre a saude de nossos cidaddos." (Thomas

Jefferson)

Vitivinicultura é o cultivo da videira (viticultura) destinada a produgéo de uvas
para a elaboragao de vinhos (vinicultura) (PEREIRA; GUERRA e MANFROI, 2009).

O vinho pode ser considerado o mais antigo empreendimento biotecnoldgico
em que a humanidade esta envolvida. Apesar da natureza artesanal de seu
processo, a vinicultura inspira um grande numero de pesquisas e publicagdes, maior
que qualquer outra bebida ou alimento, e cientistas como Antoine-Laurent de
Lavoisier e Louis Pasteur colocaram a enologia em destaque no ramo das ciéncias
biolégicas e quimicas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; BORNEMAN; SCHMIDT e
PRETORIUS, 2013).

A descoberta do vinho relaciona-se com o processo de domesticagao das
uvas, mesmo nao sendo possivel determinar qual processo ocorreu primeiro.
Durante a domesticagdo das uvas, a biologia destas passou por diversas mudangas,
representadas na FIGURA 1, visando aumentar o teor de acucar para a
consequente melhora na fermentacdo, melhor produtividade e processos mais
previsiveis. As mudancgas no gréo, tamanho do cacho e da forma dioica nas plantas
selvagens para a forma hermafrodita das plantas cultivadas foram de grande
importancia para a viticultura. As alteragdes na morfologia das sementes também
ocorreram, e mesmo sem importancia biolégica conhecida, esta caracteristica é
utilizada para analises de descobertas arqueoldgicas para diferenciar uvas
selvagens de uvas cultivadas (THIS; LACOMBE e THOMAS, 2006).

' think it is a great error to consider a heavy tax on wines as a tax on luxury. On the contrary, it is a
tax on the health of our citizens." (Thomas Jefferson, 1818)



22

FIGURA 1 - DIFERENCAS MORFOLOGICAS ENTRE UVAS CULTIVADAS E UVAS SELVAGENS

Uvas Uvas
cultivadas selvagens

Folha
10 cm
Flores
I 5mm g ? ey '
Cachos
maduros
10 cm
Sementes
‘(5 mm

FONTE: THIS; LACOMBE e THOMAS (2006).
NOTA: Estéo representadas as diferengas nas folhas, flores (masculina e feminina para a uva
selvagem), o cacho maduro e as sementes.

Dentre as diferentes variedades de uva existentes no mundo, a maioria
pertence a espécie Vitis vinifera, originaria do Caucaso, de onde foi difundida por
toda a costa mediterranea ha centenas de anos, tanto para a produgao de fruta para
consumo in natura, como para a elaboracdo de vinhos. O Brasil pertence ao
chamado novo mundo vitivinicola, juntamente com Chile, Argentina, Estados Unidos,
Africa do Sul e Australia (GUERRA et al., 2009).

Apesar da uva Vitis vinifera ser a mais empregada para a elaboragao de
vinhos mundialmente, no Brasil a quantidade de vinhos elaborados com uvas
americanas da espécie Vitis labrusca e/ou uvas hibridas obtidas do cruzamento
entre Vitis vinifera e espécies hibridas americanas excede a quantidade dos vinhos
elaborados com uvas Vitis vinifera, representando 80% dos vinhos produzidos. Em
varias regides brasileiras as condigbes climaticas n&o sdo favoraveis ao cultivo de

uvas Vitis vinifera, uma vez que a colheita das uvas acontece durante periodos de
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chuva. Além disso, as uvas americanas possuem a vantagem de serem mais
resistentes a doencas, mostrando boa adaptagcao as condi¢des climaticas adversas,
como os verdes muito umidos (BIASOTO et al., 2014). No Brasil, as cultivares
Bordd, Isabel, Niagara e Concord correspondem a 50% das uvas Vitis labrusca
cultivadas (TOALDO et al., 2015).

O vinho é definido como a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do
mosto simples de uva s&, fresca e madura. O vinho de mesa é o vinho com teor
alcoolico de 8,6% a 14% (v/v), e a legislagao também define que o vinho de mesa de
viniferas é o vinho elaborado exclusivamente com uvas Vitis vinifera, e o vinho de
mesa de americanas € o vinho elaborado com uvas americanas e/ou hibridas,
podendo conter uvas Vitis vinifera (BRASIL, 1988).

A abordagem da tecnologia que deve ser empregada no cultivo da videira
para viticultura (producdo de uvas de mesa para o consumo in natura) difere do
cultivo para a vitivinicultura, pois, nesta ultima, deve-se buscar colher uvas que
apresentem composicdo fisico-quimica adequada e equilibrada para que os
processos de transformag&o do mosto resultem em vinhos de qualidade (PEREIRA;
GUERRA e MANFROI, 2009). Uma vez que as uvas constituem a matéria-prima
para a elaboragdo de vinhos, o grau de maturagdo das uvas é um dos principais
fatores que irdo determinar a qualidade do vinho, especialmente no que se refere ao
aumento do teor de aclcares e diminuigdo da acidez (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

Os componentes da uva essenciais para a qualidade do vinho sédo os
agucares, os acidos organicos, os aminoacidos e os compostos fendlicos (PEREIRA,;
GUERRA e MANFROI, 2009).

Os principais agucares presentes na uva s&o glucose e frutose. Estes
usualmente estdo presentes na mesma propor¢do em uvas maduras, mas uvas que
passaram da maturidade podem apresentar uma proporcao superior de frutose, pois
a glucose é preferencialmente metabolizada na respiragéo celular. Outros agucares
também estdo presentes, mas em quantidades insignificantes. A sacarose
raramente € encontrada em uvas Vitis vinifera, mas pode constituir até 10% do teor
de agucares em outras cultivares. A sacarose, presente naturalmente ou adicionada
ao processo, € clivada pela enzima invertase em glucose e frutose durante a
fermentacado. O teor de agucares depende da espécie, cultivar, grau de maturagao e

condigbes sanitarias da fruta. Cultivares de Vitis vinifera geralmente atingem um teor



24

de acucares de 20% quando maduras; outras espécies, como a Vitis labrusca,
raramente alcangam este teor sendo normalmente necessaria a adicdo de agucar ao
mosto para que o teor alcodlico atinja o grau necessario (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006; JACKSON, 2008c). Os monossacarideos existentes na uva podem se
combinar para formar estruturas poliméricas, como pectinas, gomas, amidos,
hemicelulose e celulose, ou se ligar a outros metabdlitos secundarios, como lactonas
ou antocianinas, formando estruturas glicosidicas. A formacdo das estruturas
glicosidicas € essencial para o seu acumulo nos vacuolos celulares, pois a
glicosilagdo aumenta a solubilidade destes compostos (JACKSON, 2008a).

Em wuvas, os acidos dicarboxilicos malico e tartarico normalmente
representam 90% da acidez fixa. A concentragcao do acido malico nas uvas tende a
diminuir a medida que a fruta amadurece, principalmente nas estagdes quentes, e
isto pode resultar em vinhos com pouco sabor e suscetiveis a contaminacdo. Em
condigbes climaticas frias, o teor do acido malico mantém-se elevado nas uvas, o
que pode gerar vinhos de sabor azedo. Desta forma, o teor de acido malico nas uvas
€ um dos indicadores para a determinacdo do melhor periodo para a colheita. A
concentragédo do acido tartarico, diferentemente do que ocorre com o acido malico,
nao diminui no periodo de colheita e este é pouco metabolizado pelos micro-
organismos presentes durante o processo de vinificagdo. Desta forma, ele é o acido
de escolha para aumentar a acidez de vinhos que apresentem elevado valor de pH
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006; JACKSON, 2008c).

As uvas também possuem muitos compostos nitrogenados, incluindo formas
inorganicas, como amoénia e nitratos, e diversas formar organicas, como amidas,
aminas, aminoacidos, pirimidinas, bases nitrogenadas, proteinas, acidos nucleicos.
Os compostos organicos nitrogenados complexos, como pirimidinas, proteinas e
acidos nucleicos, sao essenciais para o crescimento e metabolismo das uvas e das
células de leveduras. Os aminoacidos sd&o importantes como subunidades na
biossintese de enzimas e outras proteinas, também podem ser empregados como
fonte de nitrogénio ou de energia para o metabolismo das leveduras (JACKSON,
2008c).

As uvas possuem concentragcdes elevadas de compostos fendlicos,
presentes na casca, polpa e sementes, geralmente na forma de complexos

glicosidicos ou polimeros, os quais dificilmente s&do degradados pelo suco digestivo,
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o que limita a absorgéo dos compostos fendlicos pelo organismo humano (GURBUZ
et al., 2007).

Os principais compostos fendlicos presentes em mosto de uvas s3o:
antocianinas, catequinas, flavondis, acidos fendlicos e resveratrol (TOALDO et al.,
2015).

TABELA 1 - PRINCIPAIS COMPOSTOS FENOLICOS ENCONTRADOS EM UVAS E VINHOS

Composto fendlico Estrutura genérica Exemplos

Difenilpropanoides Antocianinas
(cianidina, delfinidina,
malvidina, petunidina)

Flavonas (catequina,
epicatequina, taninos
condensados).

Flavondis (quercitina,
kaempferol, miricetina)

Fenilpropanoides COOH Acidos fendlicos (acido
benzoico, acido galico,
benzaldeido)

FONTE: Adaptado de JACKSON (2008b).

Os principais compostos fendlicos encontrados em uvas e vinhos
(TABELA 1) podem ser difenilpropanoides (flavonoides) ou fenilpropanoides (nao-
flavonoides). Os flavonoides séo caracterizados por possuirem um esqueleto Cg-Cs-
Ce, constituidos por dois anéis fendlicos ligados por anel central pirano. Os

flavonoides podem estar na forma livre, ou na forma polimérica com outros
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flavonoides, acucares, nao-flavonoides, ou combinacdo destes. Aqueles
esterificados com agucares sdo chamados de glicosidios. Sua fung&o primaria nas
uvas é como defesa a patdogenos microbianos, insetos e herbivoros. Os compostos
fendlicos nao-flavonoides possuem esqueleto Cg-C3, estruturalmente mais simples
que os flavonoides, mas de origem diversa. Os principais nao-flavonoides presentes
no vinho sao derivados dos acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico, sendo
acumulados primeiramente nos vacuolos celulares das cascas e polpa das uvas,
ocorrendo principalmente na forma de ésteres com acido tartarico, mas também
podem estar ligado com agucares ou acidos organicos (JACKSON, 2008c).

Durante a fermentagcdo e a maturagdo nos processos de vinificagdo, os
compostos fendlicos presentes no vinho passam por mudangas estruturais por meio
de reacbes de oxidagdo e condensacdo, que tém impacto também na cor e
adstringéncia do vinho. A concentragdo de compostos fendlicos nos vinhos esta
relacionada com a sua extracdo das partes solidas da uvas e com a fermentacao,
sendo que durante a fermentagcdo, os polimeros ou glicosidios dos compostos
fendlicos sao quebrados em formas monoméricas, o que € benéfico do ponto de
vista nutricional (GURBUZ et al., 2007).

A representagdo esquematica de um processo de vinificagdo de vinho tinto
esta ilustrada na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA GENERICA PARA A ELABORAGAO DE VINHOS TINTOS

d. Sulfitagem
e. Acidificagdo i. Remontagem

f. Chaptalizagdo

j- Descuba I. Trasfega

b. Retirada da raquis
e esmagamento

h. Fermentagdo

alcodlica — n. Maturagdo p. Engarrafamento
= a
T =2 ,__L 4 3 ’ . 'P‘
c. Corregdes no k. Fermentagdo '

a. Colheita das w
mosto malolatica o. Estabilizagdo

uvas

g. Adicao das leveduras I. Trasfega

Bactérias, leveduras,
residuos sdlidos, Cremor tartaro
matéria organica

FONTE: Adaptado de RIBEREAU-GAYON et al. (2006); JACKSON (2008c).
NOTA: Estéo representados os procedimentos de: a. colheita das uvas; b. retirada da raquis e esmagamento; c. corregbes no mosto; d. sulfitagem;
e. acidificacéo; f. chaptalizagéo; g. adigdo das leveduras; h. fermentagéo alcodlica; i. remontagem; j. descuba; k. fermentagdo malolatica; |. trasfega;
m. atesto; n. maturagéo; o. estabilizagao; p. engarrafamento.
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A primeira condigédo para a qualidade do vinho é a qualidade da uva (PATO,
1978). A partir do momento em que se determina o momento da colheita das uvas
(FIGURA 2, a) em fung¢ado do pH, do teor de sdlidos soluveis totais e da acidez total,
as uvas devem ser colhidas no periodo da manhd quando as temperaturas estéao
mais amenas, o que reduz as reag¢des de oxidagao e de degradagdo dos compostos
essenciais para a qualidade do vinho (PEREIRA; GUERRA e MANFROI, 2009).

No processo de vinificagdo, apos a chegada das uvas na vinicola, € feita a
retirada da raquis e esmagamento dos graos (FIGURA 2, b) de modo a permitir uma
rapida liberagdo do mosto (JACKSON, 2008c).

Uma das primeiras corre¢gdes no mosto de uva (FIGURA 2, c) é a sulfitagem
(FIGURA 2, d). Neste procedimento, o dioxido de enxofre, ou anidrido sulfuroso
(SO,), é adicionado ao mosto na forma de gas sulfuroso ou de metabissulfito de
potassio em concentragdes que podem variar de 52 mg.L™" a 742 mg.L”" de mosto,
dependendo do estado sanitario das uvas, bem como do pH do suco, que
geralmente varia de 2,6 a 3,8. Sua principal fungdo no mosto de uva é prevenir a
oxidagédo e a contaminagao por leveduras e bactérias contaminantes (PATO, 1978;
PEREIRA; GUERRA e MANFROI, 2009). O procedimento de sulfitagem € realizado
algumas horas antes da inoculagédo da levedura para que o dioxido de enxofre livre,
normalmente na sua forma ionizada — com maior agao téxica — se combine com
aldeidos, proteinas e com agentes oxidantes do mosto (agucares e compostos
fendlicos) formados na presenga de oxigénio, o que diminui seu efeito
antimicrobiano e permite a adigao da cultura de levedura (JACKSON, 2008c).

Outra correcao que pode ser realizada no mosto de uva € a acidificagao
(FIGURA 2, e), pois o meio com valor de pH alto é favoravel ao desenvolvimento de
bactérias (PATO, 1978). Entretanto, ndo existe uma recomendagéo precisa para 0s
valores de pH ou de acidez no mosto. Uma faixa de pH inicial baixa, entre 3,3 e 3,6
sdo recomendaveis para vinho tinto pois o valor de pH tende a aumentar no decorrer
da fermentacdo, como resultado da cristalizacdo de tartaratos. A acidificacdo do
mosto, quando necessaria, é realizada pela adicdo direta de acidos orgénicos,
normalmente acido tartarico, pois este € raramente degradado pelos micro-
organismos presentes. Além disso, o acido tartarico induz a acidificagdo do mosto
pela precipitagdo do excesso de potassio, na forma de sal de bitartarato. A

acidificagdo do mosto € frequentemente necessaria em regides vinicolas quentes
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devido ao metabolismo do acido malico no momento da maturacdo das uvas
(JACKSON, 2008c).

Quando a concentracdo de agucares presentes no mosto de uva for
insuficiente para atingir o teor alcoodlico pode-se corrigir o mosto de uva pela adigao
de acucar, procedimento conhecido como chaptalizagdo (FIGURA 2, f). A
chaptalizagdo consiste na adigdo de sacarose ao mosto de uvas, a qual deve ser
99% pura, mas pode ser proveniente de qualquer planta. Apesar de varios fatores
influenciarem a conversdao de acucar a etanol — como a levedura utilizada,
oxigenagdo do mosto e concentragdo inicial de agucar — normalmente para
aumentar em 10g a concentragdo final de etanol, deve-se adicionar 17 g de
sacarose ao mosto, normalmente no final da fase de crescimento exponencial das
leveduras (o que equivale de 2 a 4 dias apds o inicio da fermentagao alcodlica) pois
neste momento a multiplicacdo celular esta diminuida e a adicdo do agucar nao ira
interromper a fermentagdo. A sacarose adicionada € rapidamente convertida a
concentragdes equimolares de glucose e frutose. Aléem de elevar o grau alcodlico, o
processo de chaptalizagdo aumenta também proporcionalmente os teores de
glicerol, acido succinico e 2,3-butanodiol (RIBEREAU-GAYON et al., 2006;
JACKSON, 2008c).

Uma das principais etapas do processo de vinificagdo € a fermentagcao
alcoodlica (FIGURA 2, h), a qual é iniciada apés a adigdo das células da levedura
(FIGURA 2, g). A fermentacao alcoolica consiste, resumidamente, na transformacéo
anaerobia de agucares presentes no mosto — principalmente glucose e frutose — em
etanol e dioxido de carbono por uma levedura, geralmente Saccharomyces
cerevisiae. A fermentacdo pode iniciar-se espontaneamente, devido a presenca de
leveduras endémicas a uva ou aos equipamentos de esmagamento, mas praticas
usuais recomendam adicionar ao mosto uma levedura com caracteristicas
fermentativas conhecidas. Além do etanol, outros compostos sao formados durante
a fermentacdo alcodlica, tais como alcoois superiores, ésteres, glicerol, acido
succinico, diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol. Em processos de vinificagdo para
elaboracdo de vinhos tintos a maceracdo — periodo em que a parte sélida da uva
permanece em contato com o mosto — € prolongada, ocorre simultaneamente com a
fermentacao alcodlica e facilita a extracdo de constituintes da polpa, casca e
sementes. Entre as substancias extraidas estdo os compostos fendlicos que irdo

contribuir para a coloragdo e estrutura do vinho, aromas e/ou seus precursores,
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compostos nitrogenados, polissacarideos e minerais (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006; JACKSON, 2008c; MORENO-ARRIBAS e POLO, 2009).

Durante a fermentagdo alcodlica s&o realizadas as remontagens
(FIGURA 2, i), com o objetivo de extrair os componentes da parte sélida da uva,
homogeneizar a massa vinica em fermentagdo, controlar a temperatura da
fermentacdo e evitar o desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis nas
partes sdélidas das uvas que ndo estejam submersas durante a fermentagdo. A
remontagem consiste em retirar o mosto da parte inferior do recipiente e coloca-lo
novamente na parte superior (RIZZON; MENEGUZZO e MANFROI, 2004).

Ao término da fermentac&o alcodlica é realizada a descuba (FIGURA 2, j) —
processo de separagdo da parte solida e liquida do mosto — e em seguida, pode-se
optar pela etapa da fermentagado malolatica (FIGURA 2, k), ou seja, a transformacgao
do acido malico (pKas = 3,4; pKa; = 5,13) em acido latico (pKa = 3,85) com
consequente reducdo da acidez total. A fermentagdo malolatica & conduzida por
bactérias laticas, que utilizam além do acido malico, os agucares residuais como
substrato. Quando a concentracdo do acucar residual esta elevada, as bactérias
laticas podem realizar a fermentacdo manitica, com consequente formagao de
manitol (RIZZON; MENEGUZZO e MANFROI, 2004). A fermentagdo malolatica é
usualmente realizada em regides de clima frio, pois neste caso, a redugédo da acidez
melhora as caracteristicas organolépticas no vinho. Em regides vinicultoras mais
quentes a fermentacdo malolatica é frequentemente desnecessaria ou mesmo
indesejada, sendo interrompida pela adicdo de dioxido de enxofre, procedimentos de
clarificagdo ou armazenamento em temperaturas frias (JACKSON, 2008c).

No final da fermentagdo malolatica, é feita uma trasfega (FIGURA 2, |) —
acao de passar o vinho de um recipiente para outro — para eliminar as bactérias,
leveduras, residuos solidos e matéria organica que se depositam no fundo do
recipiente de fermentacdo, pois se o vinho permanecer em contato com este
material pode adquirir sabores e aromas indesejados (RIZZON; MENEGUZZO e
MANFROI, 2004).

ApoOs a trasfega do vinho para um recipiente no qual ocorre a maturagao
(FIGURA 2, n), é realizado o atesto (FIGURA 2, m) que consiste em preencher o
recipiente periodicamente com vinho, a medida em que o nivel deste diminui, devido
a evaporacédo ou mudangas de temperatura (RIZZON; MENEGUZZO e MANFROI,

2004). Durante a etapa de maturagdo, a protegdo do vinho do contato com o
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oxigénio pelo atesto diminui a oxidacdo e o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes. Na maturacéo ocorre a liberagdo do excesso de aromas vindos das
leveduras, de dioxido de carbono e a precipitagdo do material em suspensao
(JACKSON, 2008).

Apos o tempo de maturagdo do vinho, é realizada trasfega do vinho para a
estabilizacdo (FIGURA 2, o) do vinho ou clarificagdo do vinho, que ocorre
naturalmente, com a precipitagdo no recipiente de estabilizagdo dos sais de
tartarato, principalmente do bitartarato de potassio. Para acelerar a estabilizacéo,
pode-se resfriar o vinho a - 3 °C, durante aproximadamente 8 dias, o que leva a
diminuigdo da solubilidade, com cristalizacdo e consequente precipitacdo dos sais
de tartarato (RIZZON; MENEGUZZO e MANFROI, 2004). Além dos cristais de
tartarato, bactérias, leveduras, taninos e proteinas também precipitam. O
engarrafamento (FIGURA 2, p) do vinho é feito apos a estabilizagdo (JACKSON,
2008c).

Buscando contribuir com alternativas para a melhoria da tecnologia de
producdo do vinho elaborado no estado do Parana, foi iniciado em 1999 o programa
de extensdo “Desenvolvimento e transferéncia de tecnologia para melhoria dos
produtos da uva visando o fortalecimento da comunidade produtora” (PROEC 90/09)
da disciplina de Enzimologia e Tecnologia das Fermentagdes, do Curso de
Farmacia, da Universidade Federal do Parana. Em quinze anos de existéncia este
programa tem contribuido com propostas fundamentadas para a transferéncia direta
do conhecimento académico considerando as necessidades individuais de cada
vinicultor. Com as agbes e sugestdes propostas pelo programa, atualmente os
vinhos produzidos pelos vinicultores participantes do programa de extensao estéo
adequados aos padrbes de identidade e qualidade preconizados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, bem como as instalagdes e equipamentos a
legislacédo. Outro beneficio do programa foi o incentivo aos filhos dos vinicultores a
formacédo académica para que se tornassem os responsaveis técnicos pelos seus
proprios estabelecimentos de producéo de vinho e a outros que permanecessem na
vitivinicultura, permitindo a continuidade do negadcio familiar.

De acordo com dados estatisticos disponiveis no portal do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) compilados pela unidade Uva e Vinho da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), em 2014 os estados com maior
volume de produgédo de uva no Brasil foram, nesta ordem, Rio Grande do Sul,
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Pernambuco, Sado Paulo e Parana e 673 milhdes de quilos de uvas (46,89% da
producdo nacional) foram destinados ao processamento para a produgéo de vinho,
suco e derivados (MELLO, 2015).

Em 2014, o estado do Parana produziu 80.910 toneladas de uvas (MELLO,
2015). Nas vinicolas paranaenses, toda a safra produzida anualmente é consumida,
principalmente em virtude das caracteristicas especificas do vinho da regido. De
acordo com os vinicultores, o volume de produgao dos vinhos paranaenses aumenta
anualmente, procurando atender a demanda. No entanto, o vinho elaborado na
regido ainda € pouco valorizado economicamente.

Para continuar contribuindo com o desenvolvimento tecnologico e industrial
dos vitivinicultores do estado do Parana, este projeto de doutorado esta vinculado ao
programa de Extensdo como uma forma de que a tecnologia desenvolvida na
Universidade seja transferida as industrias produtoras de vinho do estado do
Parana, agregando parametros sensoriais especificos aos vinhos da regido e,
consequentemente, contribuindo com o aumento de vendas e o fortalecimento

econdmico e tecnoldgico da comunidade produtora.
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3.2 LEVEDURAS

2n a fermentacéo alcodlica é um processo relacionado a vida

e a organizagdo das células de leveduras, ndo a morte ou
putrefagdo das células. Também ndo é um fenbmeno de
contato, pois neste caso a transformagdo dos aglcares
ocorreria na presenga do fermento sem dar nada a ele ou

tomar qualquer coisa dele." (Louis Pasteur)

A qualidade do vinho € determinada tanto pela qualidade do mosto de uva
guanto pela evolugao da microbiota durante o processo de fermentagao e vinificagao
(CSOMA et al., 2010).

A fermentagdo do mosto de uva para a elaboracéo de vinhos de qualidade é
um processo ecologico e bioquimico complexo, que envolve o desenvolvimento
sequencial de diferentes micro-organismos, dependendo de como estes sao
afetados pelo meio ambiente. Este processo inclui a interagdo de fungos
filamentosos, leveduras, bactérias laticas, bactérias acéticas, como também de
micovirus e bacteriofagos, que afetam diretamente o0s micro-organismos
provenientes das uvas. Dentre estes micro-organismos, as leveduras possuem papel
central na interagdo com o mosto de uvas (PRETORIUS, 2000).

Entretanto, diferentemente do que ocorre com outros produtos de
fermentacgao, o controle da evolugdo da microbiota durante a fermentacgao vinica nao
€ e nem pode ser rigoroso. A variagdo no produto entre safras e entre regides é de
certa forma aceito e esperado, ganhando, inclusive, termos especificos como
vintage ou terroir. Desta forma, variagdes na microbiota entre safras sao apreciadas
pelos consumidores (BOUNDY-MILLS, 2006). Além disso, apesar do sabor e aroma
dos vinhos estarem primeiramente relacionados com a uva utilizada, as leveduras
alteram o aroma dos vinhos e sua qualidade com a producdo e excrecdo de
metabolitos durante sua multiplicagdo e autdlise (JOLLY; AUGUSTYN e
PRETORIUS, 2006).

v la fermentation alcoolique est un acte corrélatif de la vie, de l'organisation de globules, non de la
mort ou de la putréfaction de ces globules, pas plus qu'elle n'apparait comme un phénomene de
contact ou la transformation du sucre s'accomplirait en présence du ferment sans lui rien donner ni lui
rien prendre" (Louis Pasteur, 1860)
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Dos 100 géneros de leveduras existentes, que representam as mais de 800
espéecies descritas, aproximadamente vinte sao relevantes ao processo de
vinificagdo: Breftanomyces sp. e seu equivalente sexual Dekkera sp., Candida sp.,
Citeromyces sp., Cryptococcus sp., Debaryomyces sp., Hanseniaspora e seu
equivalente assexuado Kloeckera sp., Issatchenkia sp., Kluyveromyces sp.,
Lodderomyces sp., Metschnikowia sp., Pichia sp., Rhodotorula sp., Saccharomyces
sp., Saccharomycodes sp., Schizosaccharomyces sp., Torulaspora sp., Zygoascus
sp. e Zygosaccharomyces sp. (BARNETT; PAYNE e YARROW, 2000; PRETORIUS,
2000; JOLLY; AUGUSTYN e PRETORIUS, 2006).

Um dos avangos-chave da enologia moderna é o reconhecimento da
importancia da levedura como um agente imprescindivel para a obtengdo do vinho,
dentro dos padrées de identidade e qualidade determinados pelas legislagbes
vigentes locais. Portanto, € importante o conhecimento das propriedades genéticas e
metabdlicas das leveduras empregadas nos processos fermentativos enoldgicos,
assim como a distingdo entre as leveduras desejadas e contaminantes.

De forma geral, as leveduras sdo definidas como fungos unicelulares nos
quais a reproducgdo assexual (vegetativa) ocorre principalmente por brotamento. A
maioria das leveduras Saccharomyces sp. exibem brotamento multilateral, um tipo
de divisdo celular na qual as células-filhas (brotos) podem aparecer em qualquer
ponto da superficie celular. No brotamento bipolar, os brotos s&o formados apenas
nos polos da célula, resultando em células com formato caracteristico de limao,
como em especies de Hanseniaspora sp.. Além destes, as leveduras podem
apresentar formatos redondos, ovoides ou cilindricos. Apesar de serem
normalmente unicelulares, algumas leveduras podem desenvolver micélio
verdadeiro ou pseudo-micélio (DEAK, 2008). As leveduras podem também se
multiplicar por brotamento monopolar e por fissdo, como ocorre, respectivamente,
em leveduras dos géneros Malassezia sp. e Schizosaccharomyces sp. (BARNETT;
PAYNE e YARROW, 2000).

A classificacdo de leveduras em grupos taxondmicos superiores (como
classe ou familia) é fundamentado primeiramente na morfologia do estado sexual.
Testes fisioldgicos em conjunto com a observacdo microscopica das células
vegetativas sdo necessarios para delinear ou mesmo identificar género e espécie.
Para a definicdo da espécie sdo necessarios testes bioquimicos e fisiologicos, como
a capacidade de assimilar e fermentar diferentes fontes de carbono e assimilar



35

diferentes fontes de nitrogénio. Os resultados sdo comparados com descritores
padrdao que levam a identificacdo do género ou espécie (BARNETT; PAYNE e
YARROW, 2000; DEAK, 2008).

Entretanto, o uso das caracteristicas morfolégicas macroscépicas e
microscopicas requerem a presenga de microbiologistas experientes para interpretar
os resultados uma vez que diferentes condi¢gdes de cultivo, como o meio utilizado e
o tempo de crescimento, podem levar a diferengas morfolégicas (FERNANDEZ;
UBEDA e BRIONES, 1999).

Para superar as dificuldades existentes na identificagdo de micro-
organismos empregando meétodos convencionais, técnicas de biologia molecular
foram estabelecidas para fins taxondmicos. Olsen et al. (1985) mostraram que
estudos comparativos de sequencias de RNA ribossomal forneciam meios para
analisar relagdes filogenéticas.

Os genes de DNA ribossomal (rDNA) que codificam para o RNA ribossomal
(rRNA) s&o, portanto, frequentemente usados para estudos filogenéticos. Os
ribossomos estdo presentes em todos os organismos e o rDNA esta presente em
varias copias tanto em subunidades pequenas (small subunits - SSU) como grandes
(large subunits - LSU). O rDNA é constituido de varios dominios, alguns dos quais
sdo mais conservados enquanto outros sao mais variaveis e podem ser utilizados,
para estudos evolutivos e para determinar relagdes filogenéticas entre as espécies,
respectivamente. Em leveduras, o rDNA é constituido pela subunidade maior (LSU
ou 26S rRNA), a subunidade menor (SSU ou 18S rRNA), genes 5S e 5.8S. Além
disso, contém espacadores transcritos internos (internal spacers - ITS) e
espacadores transcritos externos (external spacers - ETS). Entre cada unidade
existe também um espacador intergénico nao-transcrito (non-transcribed spacer -
NTS), sendo que o rDNA 5S normalmente esta presente nesta regido mas é
transcrito separadamente do restante do gene (FIGURA 3). Ao mesmo tempo em
que métodos rapidos e automatizados de sequenciamento por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foram se tornando disponiveis, sequéncias parciais ou completas
do rDNA 18S (~ 1700 nucleotideos), dos dominios variaveis D1/D2 (~ 600
nucleotideos) do rDNA 26S e das regido 1TS1-5.8S-ITS2 (~ 600 nuceleotideos) de
inumeras espécies de leveduras foram determinados para a construcdo de bancos
de dados (DEAK, 2008).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DE REPETICAO DO rDNA DE LEVEDURAS

18S SSU 588 D1 D2 26SLSU 58
NTS | ETS ITS1 ITS2 ETS | NTS NTS
T i i
1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

FONTE: DEAK (2008).
NOTA: Estéo identificadas as regides codificadoras para as unidades 18S, 5.8S, 26S e 5S do rRNA,
os espacgadores intergénicos nao-transcritos (NTS), os espagadores transcritos internos (ITS) e os
espacadores transcritos externos (ETS).

As sequéncias dos ITS incluem o gene 5.8S rRNA (a regido codificadora
conservada) e duas regides flanqueantes, ITS1 e ITS2 (n&o-codificadoras e
variaveis) que demonstram baixo polimorfismo intraespecifico e alta variabilidade
interespecifica, e assim, uteis na identificagcdo de diferentes fungos e leveduras.
Mesmo espécies estreitamente relacionadas possuem sequéncias distintas nas
regides ITS1 e ITS2 que podem ser exploradas para a identificagdo de leveduras
usando uma sequéncia especifica de oligonucleotideos iniciadores (DEAK, 2008;
DIGUTA et al., 2011; AGUSTINI et al., 2014).

Para a identificacdo de leveduras por PCR-RFLP, primeiramente é realizada
a reagao em cadeia da polimerase (PCR), que consiste na replicagdo enzimatica de
uma sequéncia-alvo in vitro por meio do emprego de iniciadores especificos. A
segunda etapa da reagcdo de PCR-RFLP, por sua vez, consiste na clivagem dos
produtos de PCR por enzimas de restricdo que cortam conjuntos palindromos
especificos. Em seguida, os fragmentos resultantes sdo separados por eletroforese
em gel e o perfil de fragmentacdo € comparado ao perfil de espécies conhecidas
para a identificagdo taxonémica do micro-organismo (GUILLAMON et al., 1998).

A espectrometria de massa MALDI-TOF/MS (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) é uma técnica utilizada
também na identificacdo taxondmica de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
Nesta técnica, € gerado um espectro de massa que equivale a um perfil molecular
caracteristico para cada género e espécie, devido a deteccao, pelo equipamento, de
proteinas e peptideos de forte carater basico e média hidrofobicidade, além de
outros metabdlitos secundarios, como lipidios, que existem no citosol. Para
leveduras, é necessaria uma preparagao prévia da amostra, que consiste em uma

extracdo molecular, pois a parede celular da levedura impede a obtencdo de
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espetros de massa de qualidade, ou seja, com grande numero de ions e melhor
relagéo sinal : ruido (MARKLEIN et al., 2009; HENDRICKX et al., 2011).

Um dos habitats de leveduras mais estudados € o mosto de uvas. Ja foram
estudadas as populagdes de leveduras existentes nas uvas, as presentes nos locais
de vinificagcédo e as leveduras existentes durante as diferentes fases da fermentacgao.
As leveduras presentes nas uvas variam de acordo com fatores, como: localizag&o
geografica, altitude, aspecto e idade do vinhedo, condigdes climaticas (temperatura,
chuvas, umidade, influéncia maritima), tipo de solo, variedade da uva (cultivar,
espessura da casca), praticas viticolas (fertilizagdo, irrigagdo, manejo do solo, uso
de fungicidas, inseticidas, herbicidas e uso de enxofre), fases de desenvolvimento e
sanidade das uvas (danos fisicos, presencga de insetos) e praticas de descarte de
residuos pela vinicola (BOUNDY-MILLS, 2006; JOLLY; AUGUSTYN e PRETORIUS,
2006).

Durante a fermentagcdo espontdnea do mosto de uva, observa-se
primeiramente o aparecimento de leveduras apiculadas Kloeckera sp. (forma
anamorfica) e Hanseniaspora sp. (forma teleomorfica), pois sao as que
correspondem por 50 a 75% do total da populacao de leveduras nas superficies das
uvas (PRETORIUS, 2000; CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2004). Além destas
leveduras apiculadas, também estdo presentes no inicio da fermentacido leveduras
dos géneros Candida sp., Metschnikowia sp. e Pichia sp., com caracteristicas
fermentativas fracas ou ausentes. Leveduras do género Pichia sp. possuem a
capacidade de formarem peliculas (filme) na superficie dos vinhos. Tanto as
leveduras apiculadas quanto as formadoras de peliculas s&do consideradas
contaminantes no processo fermentativo, uma vez que boas praticas de fabricacao
usualmente previnem o seu aparecimento (BARATA; MALFEITO-FERREIRA e
LOUREIRO, 2012).

A disponibilidade de nutrientes no mosto de uva permite o aparecimento
ocasionalmente de diferentes espécies de Brettanomyces sp., Kluyveromyces sp.,
Schizosaccharomyces sp. e Zygosaccharomyces sp., com atributos vinicos
importantes que evidenciam as caracteristicas enolégicas de uma determinada
regido. Entretanto, a baixa toleréncia ao etanol destas leveduras e sua incapacidade
em fermentar todos os acgucares presentes no mosto sdo as razdes pela sua
substituicdo natural por leveduras Saccharomyces sp. (PRETORIUS, 2000;
CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2004).
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Apesar do mosto de uva ser completo em nutrientes, ele permite o
crescimento de um numero limitado de espécies microbianas. O baixo valor de pH
(2,9 - 3,7) e o alto teor de agucares (15 - 30%) exercem um efeito seletivo aos micro-
organismos, de forma que apenas um pequeno numero de espécies de bactérias e
leveduras consegue proliferar. O efeito seletivo do mosto € acentuado quando as
condigcbes anaerdbias sdo estabelecidas no processo, alguns nutrientes sao
consumidos e a concentragdo de etanol aumenta. Espécies fermentativas de
Saccharomyces sp. (Saccharomyces cerevisiae, por exemplo) sdo encontradas em
numero muito pequeno em uvas sadias, e raramente s&o isoladas das uvas ou dos
solos dos vinhedos. Entretanto, Saccharomyces cerevisiae é a levedura que esta
mais presente nos recipientes e equipamentos das vinicolas, demonstrando os
efeitos seletivos do mosto de uva e do vinho como substrato (PRETORIUS, 2000).

Quando o mosto de uva € empregado como meio de cultura, as pressdes
seletivas favorecem a levedura com o sistema fermentativo mais eficiente. Desta
forma, a conversdo do mosto de uva em vinho é quase que exclusivamente
realizada pela espécie mais tolerante ao etanol, geralmente uma levedura vinica
Saccharomyces cerevisiae (PRETORIUS, 2000; CSOMA et al., 2010).

Um dos avancgos tecnologicos para a vinificagao foi a inoculagdo do mosto
de uva com culturas comerciais selecionadas de Saccharomyces sp., pois o controle
microbiolégico do processo fermentativo permite ndo apenas entender as etapas da
fermentacao alcodlica mas também minimizar os riscos de se obter um produto com
defeitos de origem microbioldgica. Desta forma, durante os ultimos 50 anos o
processo de vinificagdo se industrializou e se modernizou com o conhecimento de
duas espécies de leveduras: Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces bayanus
(PRETORIUS, 2000; FLEET, 2008).

O uso de leveduras n&o-Saccharomyces como iniciadoras de processos de
vinificagdo indicam que estas leveduras possuem alguns efeitos benéficos e efeitos
negativos, como, por exemplo, a formagdo de elevadas concentragdes de acido
acético. Além disso, a maioria das espécies ndo-Saccharomyces vindas de
ambientes vinicos possuem potencial fermentativo limitado, como baixo poder
fermentativo e pouca resisténcia ao dioxido de enxofre. Ainda, o uso das leveduras
nao-Saccharomyces em processos de vinificagao é limitado devido a incapacidade
destas leveduras em resistirem as condi¢cdes de vinificagdo, mais especificamente

ao etanol. No entanto, existe uma reavaliacdo do papel que as leveduras nao-



39

Saccharomyces podem exercer nos processo fermentativos (PINA et al., 2004;
COMITINI et al., 2011).

A microbiota de leveduras presentes durante o processo fermentativo vinico
€ complexo e envolve ndo apenas a sucessao de diferentes espécies de leveduras
Saccharomyces e nao-Saccharomyces como também o desenvolvimento sequencial
de diferentes variedades da mesma espécie (TOFALO et al., 2012), pois numa
determinada regido, pode haver diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae
(TOFALO et al., 2014).

Mesmo quando uma cultura selecionada de Saccharomyces cerevisiae é
utilizada em vinificagdo, outras leveduras n&o-Saccharomyces podem persistir
durante todo o processo fermentativo, como exemplo, ja foram isoladas espécies
pertencentes aos géneros Hanseniaspora sp., Candida sp. e Kluyveromyces sp. com
tolerancia ao etanol similar a Saccharomyces cerevisiae, varias espécies dos
géneros Zygosaccharomyces sp., Saccharomycodes sp. e Schizosaccharomyces sp.
com capacidade fermentativa e também tolerantes ao etanol (FLEET, 2008;
COMITINI et al., 2011).

Algumas leveduras podem apresentar uma velocidade de crescimento muito
lenta e ndo se estabelecerem ao final do processo fermentativo, mas mesmo assim
possuem outras propriedades enoldgicas que justificam seu estudo. Espécies de
Hanseniaspora sp. podem produzir glicosidases e proteases em maior quantidade
que espécies de Saccharomyces sp. promovendo uma maior diversidade de
compostos aromaticos volateis ao vinho; Candida stellata ou Candida zemplinina
pode contribuir com teores aumentados de glicerol; Kluyveromyces thermotolerans
pode diminuir o teor de acido latico, e espécies de Schizosaccharomyces sp. podem
diminuir a acidez do vinho pelo metabolismo do acido malico (FLEET, 2008;
COMITINI et al., 2011). Leveduras dos géneros Hanseniaspora sp., Pichia sp.,
Saccharomycodes sp. e Zygosaccharomyces sp. produzem glicosidases
relacionadas com a liberacdo de compostos aromaticos de precursores né&o-
aromaticos presentes nas uvas (DOMIZIO et al., 2011).

Em 2013, pesquisadores compararam o uso de leveduras Saccharomyces
cerevisiae e Hanseniaspora uvarum em processos fermentativos de uvas Vitis
labrusca e verificaram que n&o houve diferenga no perfil fermentativo dos processos.

O processo fermentativo realizado com a levedura Hanseniaspora uvarum
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apresentou maiores concentra¢gdes de acido latico, aldeidos e maior escore na
avaliacéo sensorial (HONG e PARK, 2013).

Apesar de leveduras nao-Saccharomyces terem sido vistas originalmente
como um inconveniente microbiano em vinificagdo, vinicultores do Velho Mundo
vinicola (Franga, Italia, Portugal, Espanha, Alemanha) tinham as leveduras
indigenas como parte integral da autenticidade de seus vinhos, uma vez que estas
leveduras provém tanto algumas caracteristicas regionais distintas quanto outras
desejadas. Vinhos elaborados por processo de vinificagdo espontanea, apesar de
apresentarem o risco de estagnar ou deteriorar, sdo considerados de melhor
complexidade, textura e integracdo tanto de aromas quanto de sabores
comparativamente ao vinho produzido com leveduras selecionadas, principalmente
devido a produtos finais especificos do metabolismo das diferentes espécies de
leveduras (JOLLY; AUGUSTYN e PRETORIUS, 2006).

Observa-se um crescente interesse pela fermentacdo espontanea das uvas,
principalmente como um meio de evitar perfis aromaticos padronizados dos vinhos,
como o que pode ocorrer com o uso de leveduras comerciais Saccharomyces
cerevisiae para a fermentagdo do mosto (SUAREZ-LEPE e MORATA, 2012;
SANNINO et al., 2013).

Desta maneira, o uso de leveduras ndo-Saccharomyces em combinagao
com leveduras Saccharomyces pode ser uma ferramenta util para se obter os
beneficios de fermentacdes espontaneas, evitando-se os riscos de uma fermentacao
lenta ou parada (COMITINI et al., 2011).

As leveduras ndo-Saccharomyces podem ser empregadas em processos de
vinificagdo juntamente com leveduras Saccharomyces utilizando inoculagdo mista ou
sequencial. Ciani et al. (2006) verificaram que os processos fermentativos realizados
com inoculacdo mista de Saccharomyces cerevisiae com uma levedura n&o-
Saccharomyces (Hanseniaspora uvarum, Torulaspora delbruekii ou Kluyveromyces
thermotolerans) nao mostraram influéncias negativas no decorrer da fermentac&o ou
no aroma final dos vinhos. Os vinhos produzidos apresentaram perfis analiticos
similares ou mesmo melhores aqueles produzidos com inoculagdo unica da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, a inoculagdo sequencial favoreceu a
persisténcia das leveduras n&o-Saccharomyces, e elevadas concentragcbes destas
leveduras levaram a condi¢des de estresse, fermentagdes lentas e/ou paradas.
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A condugdo de processos fermentativos com a inoculagdo controlada de
culturas de diferentes espécies de leveduras é uma estratégia para melhor explorar
as caracteristicas enologicas de leveduras nao-Saccharomyces e de se estudar
como estas diferentes espécies interagem com leveduras Saccharomyces cerevisiae
(COMITINI et al., 2011).

De forma a explorar os potenciais beneficios que leveduras nao-
Saccharomyces podem exercer na produgao de vinhos e minimizar possiveis efeitos
indesejados, a populacédo de leveduras nas uvas e no mosto e efeitos de praticas
vinicolas sobre estas leveduras devem ser melhor estudados, bem como as
caracteristicas metabodlicas de leveduras nao-Saccharomyces. A selegdo de
leveduras €& importante visto que nem todas as linhagens, dentro de uma mesma
espécie, apresentam as mesmas caracteristicas desejadas para um processo de
vinificagdo, pois as caracteristicas desejaveis as leveduras vinicas Saccharomyces
cerevisiae nao necessariamente se aplicam as leveduras nao-Saccharomyces
(JOLLY; AUGUSTYN e PRETORIUS, 2006).

Sabe-se que mosto de uvas Vitis labrusca possui algumas desvantagens
para vinificagdo, como baixo teor de agucares totais (13 - 15%), elevado teor de
acido malico (4 - 16 mg.mL") e um aroma caracteristico devido & presenca de
antranilato de metila (HONG e PARK, 2013). Entretanto, o uso de leveduras
autoctones da regido que estejam adaptadas a este substrato pode melhorar as
caracteristicas fermentativas e organolépticas, mantendo a tipicidade dos vinhos
produzidos. O uso de leveduras nao-Saccharomyces isoladas de vinhedos do
estado do Parana, em combinacdo ou ndo com leveduras comerciais usualmente
utilizadas pelos vitivinicultores paranaenses, pode agregar valor aos vinhos,
mantendo as carateristicas organolépticas de fermentagcdo espontanea, mas em

condigdes controladas de vinificag&o.
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RESVERATROL
% "Sera que o vinho possui um composto biologico que esta
presente nas dietas tipicas somente em pequenas

quantidades? Na verdade ele possui: o resveratrol." (David
Goldberg, 1995)

Os estilbenos representam uma classe de produtos naturais biologicamente

ativos provenientes principalmente de plantas. O nucleo dos estilbenos é baseado

em um esqueleto contendo 14 atomos de carbono composto por dois anéis fenil

ligados por uma ponte de etileno. O resveratrol (trans-3,5,4’-triidroxiestilbeno ou 3, 5,
4’-estilbenotriol; MM: 228,25) (FIGURA 4) é um composto fendlico da familia dos
estilbbenos que é estudado devido as suas inumeras atividades biologicas
(CICHEWICZ e KOUZI, 2002; DONNEZ et al., 2011).

FIGURA 4 - ESTRUTURA DO RESVERATROL

HO

OH

FONTE: CICHEWICZ e KOUZI (2002)

Em 1976, Langcake e Pryce (1976) publicaram o primeiro estudo

demonstrando a ocorréncia de estilbenos em plantas da familia Vitaceae.

Os estilbenos sdo encontrados em muitas plantas, entretanto sua fonte na

alimentagao é limitada somente a amendoins, pistaches, cerejas, chocolate, uvas e

seus derivados. Dentre estes, as uvas apresentam a maior concentracido de

resveratrol, presente nas cascas e sementes (GUERRERO et al., 2009).

% "Does wine contain a biological component that is present in only limited amounts in a typical diet?
Indeed, it does: resveratrol."(David Goldberg, 1995)
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A biossintese do resveratrol (FIGURA 5) €& dependente de uma unica
enzima-chave conhecida como estilbeno-sintase ou resveratrol-sintase, que € parte
da via metabdlica mista fenilpropanoide-policetideo. A estilbeno-sintase catalisa a
formacéao do resveratrol pela condensacdo de uma molécula de p-cumaroil CoA com
trés moléculas de malonil CoA, sendo estes metabdlitos intermediarios presentes em
plantas (CICHEWICZ e KOUZI, 2002).

FIGURA 5 - BIOSINTESE DO RESVERATROL
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FONTE: FERNANDEZ-MAR et al. (2012).

A estilbeno-sintase ndo esta constitutivamente presente nos vegetais; é
expressa como uma resposta a fatores de estresse, como danos nas plantas. Muitos
fatores podem iniciar a sintese do resveratrol pela inducdo da expressdo da enzima
estilbeno-sintase (CICHEWICZ e KOUZI, 2002). Alguns desses fatores incluem a
irradiagdo ultravioleta (LANGCAKE e PRYCE, 1977), infecgbes por micro-
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organismos (LANGCAKE, 1981), estimulos quimicos e danos mecanicos as plantas
(CICHEWICZ e KOUZI, 2002).

O ftrans-resveratrol, juntamente com seu isébmero cis e seus glicosidios
(trans e cis-piceid), sdo encontrados em folhas de videiras e nas cascas das uvas,
atuando como fungicidas principalmente contra as espécies Bolrytis cinerea e
Plasmopara viticola, e comportam-se como uma fitoalexina, sintetizado pelas uvas
apos estresse biotico ou abiotico (TODARO et al., 2008). O resveratrol ndo é o unico
estilbeno sintetizado em resposta ao estresse sofrido pela planta, mas corresponde
a viniferina-mae, da qual outras moléculas de estilbenos sado formadas (BHAT; Il e
PEZZUTO, 2001).

Além da fungdo do resveratrol como fitoalexina em plantas, diversas
pesquisas demonstram, in vivo e in vitro, que o resveratrol esta associado a
beneficios para a saude humana (CICHEWICZ e KOUZI, 2002; PATEL et al., 2011;
POULSEN et al., 2014).

Estas pesquisas (FIGURA 6) tiveram inicio apos se observar que 0 consumo
diario de vinho pelos franceses — particularmente vinho tinto — mesmo associado a
dietas gordurosas e fumo intenso, levou a diminuicdo de morbidade e mortalidade
causadas por doengas coronarias em 40% comparativamente ao restante da
populagao europeia, o chamado “Paradoxo Francés”. Os autores atribuiram o efeito
inibidor da agregacao plaquetaria, com consequente reducédo do risco coronariano,
inicialmente ao etanol presente no vinho (RENAUD e DE LORGERIL, 1992). Outros
estudos que mostraram que o vinho possui mais efeitos benéficos para a saude do
que outras bebidas alcodlicas, direcionou as pesquisas cientificas para os
compostos fendlicos presentes no vinho, mais especificamente ao resveratrol
(GUERRERO et al., 2010).
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FIGURA 6 - NUMERO DE ARTIGOS CIENTIFICOS ENCONTRADOS COM O TERMO "RESVERATROL" EM FUNGAO DO ANO DE PUBLICAGAO
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Ainda que Semba et al. (2014) tenham mostrado que metabdlitos urinarios de
resveratrol ndo estdo relacionados com incidéncia de doenga coronariana, cancer e
longevidade, estudos in vivo sdo realizados em animais e humanos para tentar
compreender a farmacologia do resveratrol (PARK e PEZZUTO, 2015). Em 2016, uma
revisdo sistematica mostra que concentragdo de triglicerideos no plasma eram
significativamente inferiores no grupo tratado com resveratrol em comparagédo ao grupo
placebo (WHITBY et al.,, 2016). Com relagdo as atividades enzimaticas, fatores de
transcricdo e vias metabdlicas, os efeitos do resveratrol incluem o aumento da oxidagéo
dos acidos graxos, melhoras na biogénese, respiracdo mitocondrial e gluconeogénese;
alteracdo da microbiota intestinal, e na proliferagdo e diferenciagdo de células-tronco
(DIAZ-GEREVINI et al., 2016).

O vinho tinto possui maior efeito benéfico comparativamente ao vinho branco
devido ao seu elevado teor de compostos fendlicos extraidos das cascas das uvas e
das sementes durante o processo de maceragéo (FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

O vinho tinto contém 20 vezes mais compostos fendlicos que o vinho branco, e
mesmo o0 consumo de frutas e vegetais ndo provém a dieta quantidade significativa de
compostos fendlicos, pois estas moléculas estdo presente nos alimentos em formas
poliméricas ou glicosiladas, e sua baixa solubilidade em meio aquoso limita ou mesmo
anula sua absorgédo. Durante o processo de fermentagdo das uvas, estes agregados
poliméricos sdo clivados as suas formas monomeéricas e o teor de pelo menos 10% de
etanol presente nos vinhos mantém os compostos fendlicos soluveis, tanto no vinho,
quanto no intestino humano (GOLDBERG, 1995; GURBUZ et al., 2007).

Goldberg et al. (2003) demonstraram que polifendis, apdés absorgcdo em
humanos, estdo presentes no soro e urina predominantemente na forma conjugada;
desta forma os autores salientam que varios trabalhos in vitro reportados pela literatura
com relagcédo aos efeitos anti-inflamatorios e anticarcinogénicos de polifendis livres sédo
irrelevantes, pois estes agentes sdo absorvidos como glucuronideos ou sulfatos.

Dietas incluindo vinho tinto aumentam a capacidade antioxidante total no
plasma, a concentracdo de lipoproteinas HDL e atividades fibrinoliticas e
antitrombdticas, reduzem a agregacéao plaquetaria e dano oxidativo. Estudos realizados

em diversas partes do mundo, com grupos populacionais diversos, sugerem que 0
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consumo moderado de vinho tinto — duas tagas por dia — reduz o risco de doenca
cardiovascular quando se compara com individuos que abusam ou que ndo consomem
vinho (BHAT; Il e PEZZUTO, 2001; MURIAS et al., 2005; FERNANDEZ-MAR et al.,
2012).

Além dos compostos fendlicos quercitina, rutina, catequina e epicatequina, o
vinho tinto é a fonte significativa de resveratrol na dieta humana. A quantidade de
resveratrol nos vinhos depende de diversos fatores, entre os quais: variedade da uva,
regido geografica, fatores agrondmicos, fatores climaticos, estresses sofridos pela
planta e praticas enoldgicas. Dentre as praticas enoldgicas, o tempo de maceragéo das
cascas e hidrélises enzimaticas sao os fatores que mais contribuem com o teor final de
resveratrol em vinhos (GOLDBERG, 1995; COUNET; CALLEMIEN e COLLIN, 2006;
FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

A difusdo dos estilbenos para o vinho é um processo que alcanga 0 seu maximo
teor apés 10 a 12 dias de maceragdo. Alguns autores sugerem que a extragado do
resveratrol das cascas da uva esta relacionada com o aumento da concentracdo de
etanol durante o processo fermentativo. O processo de producdo do vinho também
pode induzir mudangas significativas no teor de resveratrol. Vinhos obtidos
empregando-se processos tradicionais de vinificagdo (fermentagdo das cascas com ou
sem ramos) possuem maior teor de resveratrol que aqueles obtidos utilizando processo
de vinificagdo por maceragao carbdnica (SUN et al., 2006).

E dificil prever a quantidade de resveratrol presente em um vinho, pois sdo
muitos os fatores que afetam tanto a sua biossintese nas uvas bem como sua
transferéncia para o vinho. Ja foram descritos na literatura teores de resveratrol em
vinhos desde indetectaveis até 14,3 mg.L™". Em vinhos tintos, a concentracdo média de
trans-resveratrol é de 3,15mg.L" e de cis-resveratrol, 1,84 mg.L" (COUNET;
CALLEMIEN e COLLIN, 2006).

No Brasil, estudos demonstram que vinhos tintos da regido sul possuem teores
elevados de resveratrol. Souto et al. (2001) determinaram o teor de frans-resveratrol de
36 vinhos tintos comerciais e os teores variaram de 0,82 mg.L™" a 5,75 mg.L", com
média de 2,57 mg.L™".
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Também foi determinado o teor de diferentes estilbenos derivados do
resveratrol (frans-astringina, trans-piceid, cis-resveratrol, trans-resveratrol, e-viniferina e
O-viniferina) em doze amostras de vinhos comerciais do Rio Grande do Sul. Os autores
verificaram que valores de frans-piceid s&do mais elevados em vinhos elaborados com
uvas Merlot, média de 13 mg.L™, valor sete vezes superior aos valores encontrados em
vinhos produzidos com uvas Cabernet-Sauvignon, média de 1,9 mg.L™". Os valores de
trans-resveratrol variaram de indetectaveis até 5,34 mg.L', e os teores de cis-
resveratrol, de 1,7 mg.L'1 até 22,99 mg.L'1. Os autores chamam a atencéao pelo fato de
o teor do isGmero cis ser cinco vezes superior ao frans-resveratrol (VITRAC et al.,,
2005).

Lucena et al. (2010) pesquisaram o teor de cis e trans-resveratrol em oito
amostras de vinhos produzidos no Vale do Sdo Francisco. O valor médio do teor de cis-
resveratrol foi de 2,66 mg.L™, significativamente mais elevados que o teor médio obtido
para o trans-resveratrol, 0,45 mg.L™.

Alguns pesquisadores buscam aumentar o teor de resveratrol em vinhos,
realizando fermentagbes experimentais com leveduras transgénicas ou empregando
enzimas hidroliticas (LA TORRE et al., 2004; ZHANG et al., 2007).

O uso de leveduras transgénicas na producéo de vinhos em escala comercial
enfrenta obstaculos, tais como questbes cientificas, técnicas, econdmicas,
mercadoldgicas, de seguranga, regulatorias e éticas; e leveduras geneticamente
modificadas apenas poderdo ser utilizadas como iniciadoras de processos
fermentativos desde que tanto os governantes, a industria e os consumidores estejam
certos de que sao seguras tanto do ponto de vista de saude publica quanto ambiental, e
tragam beneficios reais a saude (BECKER et al., 2003; FLEET, 2008).

As B-glicosidases (1,4-B-D-glicosidase, EC 3.2.1.21), um grupo heteregéneo de
exo-glicosil hidrolases, catalisam ligagdes B-glicosidicas de alquil e aril glicosidios,
dissacarideos e pequenos oligossacarideos da glucose pela transferéncia de grupos
glucosil para oxigénios nucleofilicos (RODRIGUEZ et al., 2007; ZHANG et al., 2014).

A enzima B-glicosidase ja foi isolada de plantas, da uva e de micro-organismos.
Durante a maturagdo das uvas, as B-glicosidases enddgenas da planta realizam

hidrélise de glicosidios, mas de forma limitada, uma vez que as enzimas enddgenas
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sdo caracterizadas por uma especificidade restrita a aglicona e sao inibidas por
concentragdes de glucose superior a 1% (CORDERO OTERO et al., 2003).

As enzimas provenientes de plantas e da uva possuem aplicagdo enologica
restrita, uma vez que estas B-glicosidases sao geralmente inibidas em condigbes de
vinificagdo, ou seja, baixo valor de pH, elevada concentracgéo inicial de agucares e final
de etanol (VILLENA AREVALO et al., 2005; JENG et al., 2011). As B-glicosidases s&o
utilizadas no mosto de uva na produgdo de vinhos para hidrolisar glicoconjugados de
precursores aromaticos visando aumentar o aroma de vinhos (HEMAVATHI e
RAGHAVARAO, 2011).

A atividade glicosidasica em micro-organismos é descrita em espécies de
leveduras dos géneros Hanseniaspora sp., Pichia sp., Candida sp., Saccharomycodes
sp., Metschnikowia sp. e Brettanomyces sp., presentes naturalmente em uvas e vinhos,
entretanto é raramente encontrada na espécie Saccharomyces cerevisiae. Spagna et
al. (2002b) relataram que leveduras Saccharomyces cerevisiae apresentam baixa
atividade B-glicosidasica, e que mesmo quando presente, esta atividade pode ser
inibida em condi¢cdes de vinificacdo. Entretanto, outros estudos verificaram que a
enzima [3-glicosidase sintetizada por Saccharomyces cerevisiae n&o € inibida por altas
concentragbes de agucares no mosto de vinificagdo (GIL et al., 2005), sua atividade
permanece em concentragdes de etanol entre 10 e 15% (PEREZ et al., 2011), mas
pode exibir atividade antocianase, o que pode interferir na cor do vinho (TODARO et al.,
2008).

Visando melhorar os atributos sensoriais dos vinhos, é importante estudar o
potencial da biodiversidade presente nas leveduras nativas e prospectar espécies
produtoras de diferentes enzimas em ecossistemas enologicos especificos. Como
poucas linhagens de Saccharomyces cerevisiae possuem atividade [(-glicosidasica,
estudos tem buscado espécies autoctones de leveduras ndo-Saccharomyces isoladas
de uvas para prover caracteristicas especiais aos vinhos (PEREZ et al., 2011).

A existéncia de atividade B-glicosidasica sobre glicosidios naturais com
diferentes agliconas pode ampliar a diversidade de substratos em mosto e vinho que
podem ser hidrolisados por leveduras de origem enoldgica (RODRIGUEZ et al., 2007).
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A enzima B-glicosidase € uma enzima versatil, sendo classificada conforme dois
meétodos, descritos em literatura, de acordo sua especificidade aos substratos e bem
como a identidade da sequéncia dos seus nucleotidios. Considerando a especificidade
ao substrato, as enzimas [-glicosidase séo classificadas como: (1) aril B-glicosidases,
que atuam em aril glicosidios; (2) celobiases verdadeiras, que hidrolisam celobiose para
a liberagdo de glucose; e (3) enzimas com ampla especificidade de substrato, que
atuam em inumeros substratos diferentes (SINGHANIA et al., 2013).

FIGURA 7 - FATORES QUE INFLUENCIAM A CONCENTRAGCAO DE RESVERATROL DURANTE A
ELABORAGAO DE VINHOS TINTOS
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NOTA: Setas em negrito indicam extragéo direta da uva, setas em Unica dire¢édo indicam hidrélise do
piceid, setas duplas indicam isomerizacao cis-trans.

A concentragdo de resveratrol em vinhos tintos € influenciada principalmente
pelo tempo de contato com as cascas das uvas durante o processo produtivo. Tanto o
trans-resveratrol quanto seus glicosidios (trans- e cis-piceid) sao facilmente transferidos
da uva para o mosto. Suas concentragdes aumentam rapidamente acompanhando a
producdo de etanol, e o contato prolongado com as cascas pode auxiliar na extragao de
demais componentes solidos das uvas. Os isbmeros cis- e trans-piceid, sendo mais

polares, sdo extraidos anteriormente a sua aglicona, e suas concentragées diminuem
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no mosto durante a fermentacdo devido a reacdes de hidrolise, liberando o resveratrol.
A extracao do resveratrol da cascas das uvas melhora com a presencga do etanol, que
aumenta sua solubilidade e mobilidade. A concentracdo final do frans-resveratrol no
vinho ira depender de trés fatores concomitantes, de acordo com a FIGURA 7: extragédo
direta das cacas das uvas, hidrélise enzimatica dos glicosidios com formagédo das
agliconas e isomerizacgéo cis-trans (BAVARESCO et al., 2012).

A concentragéo de trans e cis-resveratrol livres no mosto e nos vinhos pode ser
influenciada por algumas praticas, entre elas, o uso de B-glicosidase. Foi descrito que
as formas glicosidicas do resveratrol (trans e cis-piceid) podem ser hidrolisadas pela
enzima [-glicosidase presente naturalmente nas uvas ou adicionada durante o
processo fermentativo. Além disso, a hidrolise lenta do piceid ocorre durante o processo
de envelhecimento do vinho em barris de carvalho, alterando a propor¢ao entre
resveratrol ligado e resveratrol livre (GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU et al., 2006).

Todaro et al. (2008) estudaram o uso de [(-glicosidase purificada, proveniente
de Aspergillus niger e de leveduras Saccharomyces cerevisiae com atividade f-
glicosidasica, para aumentar o teor de resveratrol livre em vinhos tipicos da Sicilia a
partir da hidrélise do piceid. Os autores obtiveram um aumento de 75% no teor de
resveratrol livre quando utilizaram a enzima proveniente de Aspergillus niger. Quando
foi empregada a levedura Saccharomyces cerevisiae com atividade B-glicosidasica, o
incremento do resveratrol livre foi de 25% e houve uma diminuicdo do teor de
antocianinas em 12%.

Sabendo-se que existem quatro principais derivados de resveratrol em vinhos
(aglicona e piceid, ambos nas formas cis e frans), Meng et al. (2004) compararam a
biodisponibilidade do resveratrol apos a ingestdo oral em humanos de suco de uva e da
aglicona pura dissolvida em matriz alcoolica. Os autores determinaram os niveis
plasmaticos e urinarios do resveratrol e seu principal metabdlito (glucuronidio do
resveratrol). Apos administracdo da aglicona pura em humanos (dose de 0,03 mg.kg™),
foram observados principalmente conjugados glucuronidios do resveratrol na urina apés
duas a trés horas, em concentracbes correspondentes a 52% da dose inicial
administrada. Entretanto, ap6s administragdo de suco de uva, menos de 1% da dose

administrada foi identificada na urina, e ndo foram detectados niveis plasmaticos de
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resveratrol. Os autores explicam que em suco de uva, as formas predominantes do
resveratrol sdo trans e cis-piceid, sendo o teor de resveratrol livre muito baixo. Os
autores sugerem a menor biodisponibilidade de glicosidios de resveratrol
comparativamente a aglicona livre.

Diferentemente de outras drogas empregadas para a prevengao e tratamento
de doencgas, o resveratrol possui uma estrutura quimica simples, que pode interagir com
uma ampla gama de receptores e enzimas, atuando como ativador ou inibidor de varias
vias metabodlicas. A diversidade de atividades biolégicas que sdo mediadas pelo
resveratrol sugere que o seu mecanismo de agdo deve ser complexo, e isso é de
grande interesse para as areas da biologia e farmacologia (BHAT; Il e PEZZUTO,
2001).

Apesar de existirem poucos estudos clinicos empregando o resveratrol como
farmaco, doses de até 1 g.dia” sdo consideradas seguras e bem toleradas, pois foram
observados efeitos colaterais moderados quando a dose diaria ultrapassou este valor
(PATEL et al.,, 2011). Além disso, existe uma grande diferenga interindividual em
relagdo a absorgédo de resveratrol apds a ingestdo moderada de vinho tinto. O fato de
s6 se encontrar a forma conjugada do resveratrol em soro humano apés a ingestao da
forma livre contradiz possiveis efeitos benéficos em se empregar suplementos de
resveratrol na dieta, pois os beneficios associados com o consumo de vinho tinto
ocorrem, provavelmente, devido ao conjunto dos compostos antioxidantes presentes no
vinho (VITAGLIONE et al., 2005).

Barreiro-Hurlé et al. (2008) avaliaram o potencial de mercado de vinho como
sendo um produto funcional, no qual o vinho tinto teria a concentracdo de resveratrol
aumentada. Os resultados sugerem que os consumidores estariam dispostos a pagar
um valor de até 55% a mais em um vinho com elevado teor de resveratrol. Além disso,
vinhos funcionais apresentaram maior aceitagcdo de mercado do que vinho orgéanico.

Buscando ampliar as alternativas para melhorar as propriedades funcionais dos
vinhos produzidos no estado do Parana, este trabalho teve como objetivo identificar
leveduras autoctones, selecionadas de uvas provenientes desse estado, que exibam
capacidade de transformar piceid em resveratrol livre e apresentem propriedades
fermentativas adequadas para o processo de vinificagao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AUTORIZACAO DE ACESSO E DE REMESSA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GENETICO

O patriménio genético, no caso de leveduras, pode ser definido como
informagéo de origem genética contida em amostras do todo ou de parte de espécime
microbiana, na forma de moléculas e substancias provenientes do metabolismo destes
seres vivos, encontrados em condigdes in situ, inclusive domesticados, ou mantidos em
condicdes ex situ, desde que coletados in situ no territorio nacional (BRASIL, 2001).

Desde 1988 a exploragdo do patriménio genético depende de concesséo da
Unido, e desde 2002 o acesso ao patrimbénio genético existente no Pais para fins de
pesquisa cientifica depende de autorizacdo emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama), e o acesso ao patriménio
genético para fins de bioprospecgdo e desenvolvimento tecnolégico, bem como o
acesso ao conhecimento tradicional associado, dependem de autorizacdo do Conselho
de Gestédo do Patriménio Genético (CGEN), ficando sujeito a reparticdo de beneficios,
nos termos e nas condi¢cdes legalmente estabelecidos (BRASIL, 2007). O Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) € credenciado do CGEN
para autorizar o acesso a amostra de componente do patrimbnio genético para as
finalidades de pesquisa cientifica, bioprospecgdo e desenvolvimento tecnoldgico,
excluindo-se atividades que envolvam o conhecimento tradicional associado.

Embora a pesquisa cientifica ndo tenha fins comerciais porque ndo apresenta
um potencial de uso econdmico previamente identificado, existe a obrigatoriedade de
autorizag&o prévia ao inicio das atividades com o patriménio genético. De acordo com a
Resolugao n° 8 de 24 de setembro de 2003, que caracteriza como caso de relevante
interesse publico o acesso a componente do patrimdnio genético existente, em area
privada para pesquisa cientifica, que contribua para o avango do conhecimento sobre a
biodiversidade do Pais, e ndo apresente potencial de uso econémico previamente
identificado, o pesquisador responsavel devera fornecer ao CGEN ou a instituicao

credenciada as coordenadas geograficas de cada ponto de coleta bem como a listagem
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do material coletado devidamente identificado, preferencialmente em nivel de espécie.

Durante o desenvolvimento desta pesquisa, entrou em vigor em 17 de
novembro de 2015 a "Nova Lei da Biodiversidade", Lei 13.123/2015 (BRASIL, 2015). A
partir desta data as pesquisas com o patriménio genético brasileiro n&do necessitam de
autorizacado prévia para o seu desenvolvimento. Em 5 de abril de 2016 entrou em
consulta publica o Decreto para regulamentar a Lei 13.123 de 17 de novembro de 2015.
Este decreto considera parte do patrimbnio genético existente no territorio nacional o
micro-organismo que tenha sido isolado a partir de substratos do territério nacional
(BRASIL, 2016).

Portanto, esta pesquisa inicialmente solicitou autorizagdo de acesso de
componente do patriménio genético; com a finalidade de pesquisa cientifica, frente ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq); para a
realizacao do isolamento de leveduras autoctones do estado do Parana.

4.2 COLETA DE UVAS

A coleta de uvas para isolamento de leveduras foi realizada durante os meses
de janeiro e fevereiro de 2012 em vinhedos dos municipios de Colombo (25° 17’ 30" S,
49° 13’ 27" W), Almirante Tamandaré (25° 19’ 30" S, 49° 18’ 36" W) e Campo Largo
(25° 27 32" S, 49° 31’ 40" W), estado do Parana. Cachos de uva sadios da espécie Vitis
labrusca, cultivar Bordd (Terci), e da espécie Vitis vinifera, cultivar Merlot, Cabernet
Sauvignon e Viognier, foram randomicamente coletados utilizando sacos plasticos
desinfetados e luvas estéreis, armazenados em caixas de isopor e transportados ao
laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentagdes, da Universidade Federal
do Parana.

Durante as safras da uva de 2013 e 2014, foram adquiridas uvas Vitis labrusca,
cultivar Bordd (Terci), do municipio de Colombo, estado do Parana, para uso em
processos de fermentacdo (ver 4.8 e 4.10). Os cachos foram transportados em caixas
plasticas ao laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentagbes, da
Universidade Federal do Parana.
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4.3 MEIOS DE CULTURA

Para o isolamento, manutencao, crescimento das leveduras, bem como para a
realizagédo de testes de assimilagdo de fontes de carbono e nitrogénio, fermentacéo de
fontes de carbono, e formacédo de sulfeto de hidrogénio pelas leveduras; foram
utilizados meios de cultura, conforme descrito a seguir.

O meio yeast peptone glucose (YPG) possui os seguintes componentes: a-D-
glucose 20 g.L", extrato de levedura 10 g.L", peptona 20 g.L", agua destilada.

O meio yeast medium (YM) é constituido pelos seguintes componentes: a-D-
glucose 10 g.L", peptona 5g.L™", extrato de levedura 3 g.L™", extrato de malte 3 g.L™,
agua destilada.

O meio liquido yeast nitrogen base (YNB, DIFCO®) foi preparado conforme
indicado pelo fabricante.

O meio liquido lisina (HIMEDIA ®) foi preparado conforme indicado pelo
fabricante.

O meio liquido dextrose (BBL®) foi preparado conforme indicado pelo fabricante.

O meio liquido acetato de chumbo é composto pelos seguintes componentes:
a-D-glucose 40 g.L™", extrato de levedura 5g.L™", peptona 3 g.L™", acetato de chumbo
1 g.L", sulfato de aménio 0,2 g.L", 4gua destilada, conforme descrito por ONO et al.
(1991).

Para a pesagem dos componentes dos meios de cultura, foram utilizadas as
balangas analitica eletrénica Bioprecisa® 210 G FA 2104N ou digital Marte® AS200.

O pH dos meios foi ajustado, quando necessario, empregando-se solugao de
acido sulfarico 1 mol.L™ ou solugéo de hidréxido de sédio 1 mol.L™" com o auxilio do
potencidmetro WTW® 330i.

Os meios de cultura foram acrescidos de agar 20 g.L”' quando utilizados na
forma solida.

Os meios foram esterilizados em autoclave vertical Phoenix® AV50 30 L,
empregando-se calor umido a 121 °C de temperatura, com pressdo de 1 atm, com
tempo de esterilizacdo definido a partir do tamanho do recipiente e do volume de meio

empregado.
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4.4 ISOLAMENTO E CONSERVAGCAO DE LEVEDURAS

As uvas coletadas do estado do Parana (FIGURA 8, a) foram removidas dos
cachos e esmagadas dentro de sacos plasticos desinfetados com alcool 70%, com o
auxilio de luvas estéreis, resultando em mosto de uva.

Foram transferidos cerca de 200 mL do mosto de uva para frascos de
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade (FIGURA 8, b), os quais foram mantidos em
estufa microbiolégica Fabbe BOD Tecnal® TE-391 a 24°C até o término da
fermentacao espontanea.

Diariamente, amostras de cada frasco foram coletadas e diluidas em uma série
de tubos de diluicdo (FIGURA 8, c), e em seguida, amostras de todas as dilui¢des foram
inoculadas na superficie de placas de Petri contendo meio sélido YPG (pH 4,5) e
distribuidas pelo método de espalhamento utilizando alga de Drigalski estéril, em
ambiente estéril da cabine do fluxo laminar TROX do Brasil® FLV classe | (FIGURA 8,
d). As placas com meio inoculadas foram deixadas em estufa a 28 °C durante até
72 horas.

As colbnias isoladas com caracteristicas macroscopicas de leveduras (FIGURA
8, e) foram transferidas com o auxilio de uma alga bacterioldgica estéril para tubos
contendo meio solido YPG (pH 5,2) e estes foram mantidos em estufa a 28 °C durante
até 72 horas (FIGURA 8, ).

Ap0s a visualizagdo do crescimento celular, transferiu-se uma algada de células
para um frasco de Erlenmeyer de 25 mL de capacidade contendo 5 mL de meio liquido
YPG (pH 5,2). Os frascos inoculados foram colocados em incubadora refrigerada com
agitacao Tecnal® TE-421 a 28 °C, 150 rpm, durante 24 horas (FIGURA 8, g).

Em seguida, verificou-se a auséncia de contaminantes no cultivo e as
caracteristicas morfolégicas microscopicas de levedura por técnica a fresco, conforme
descrito por TORTORA; FUNKE e CASE (2012) utilizando microscépio 6tico Olympus®
CX 41 (FIGURA 8, h).

Um volume de 1 mL do cultivo foi transferido para frasco de Erlenmeyer de
50 mL de capacidade contendo 10 mL de meio liquido YM (pH 5,2). Os frascos

inoculados foram colocados em agitador-incubador a 28 °C, 150 rpm. Apds 24 horas,
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um volume de 5 mL de cultivo foi transferido para frasco de Erlenmeyer de 250 mL de
capacidade contendo 50 mL de meio liquido YM (pH 5,2) (FIGURA 8, i). Os frascos
inoculados foram colocados em agitador-incubador a 28 °C, 150 rpm, durante até 24
horas.

ApoOs a verificagdo do crescimento de cada levedura isolada, as células foram
separadas do restante do cultivo por centrifugagdo (Centrifuga Sigma® 1-14) a 300 xg
(FIGURA 8, j), e o sobrenadante foi substituido por 800 yL de meio liquido YM (pH 5,2)
e 200 pL de glicerol. Os frascos de polipropileno contendo as células de levedura foram
mantidos em freezer Coénsul® a - 20 °C (FIGURA 8 , k).

A nomenclatura para as leveduras isoladas foi realizada utilizando as letras e
numeros da uva que foram isoladas (CB1, AT1, AT2, AT3, CL1 ou CL2), seguido do dia
da fermentagdo esponténea (0 a 9), numero da placa de Petri que foram semeadas
(dois digitos numéricos) e o numero da posicdo em que a coldnia se desenvolveu na

placa (dois digitos numéricos, de 00 a 99).



FIGURA 8 - ISOLAMENTO E CONSERVAGAO DE LEVEDURAS AUTOCTONES
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FONTE: O autor (2016).
NOTA: Representagédo esquematica do procedimento realizado para isolamento e conservagéo de leveduras provenientes de uvas cultivadas no

estado do Parana.
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4.5 SELECAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS PRODUTORAS DA ENZIMA B-
GLICOSIDASE

Nos ensaios para detectar a presenga da enzima [-glicosidase nas
leveduras isoladas, foram empregadas as leveduras Candida wickerhamii NRRL Y-
2563 e Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 como referéncias. As leveduras
foram adquiridas da ARS Culture Collection e ativadas de acordo com as instrugdes
recebidas juntamente com os micro-organismos. Apds ativagdo e crescimento, as
leveduras foram conservadas (ver 4.4).

Cada uma das 308 leveduras isoladas e as leveduras referéncia,
conservadas por congelamento, foram descongeladas, homogeneizadas e
semeadas em meio solido YM inclinado (pH 5,5) contido em tubos, os quais foram
mantidos na temperatura de 28 °C durante até 72 horas. Apos verificar o
crescimento das células de cada levedura, estas foram removidas do meio solido
com o auxilio de uma alga bacterioldgica e suspensas em agua destilada estéril. A
suspensao de células de cada levedura foi empregada como in6culo nos ensaios
para verificar a presenga da enzima [3-glicosidase.

Primeiramente, as leveduras isoladas foram investigadas quanto a sua
capacidade de crescer na presenca de celobiose como unica fonte de carbono. Com
o auxilio de uma alga bacteriolégica calibrada, um volume de 10 pyL de suspensao de
cada levedura, isoladas e controles, foi semeado em placas de Petri contendo o
meio YNB 6,7 g.L”" adicionado de celobiose (Sigma-Aldrich®, SP, Brasil) 10g.L™" e
agar 20 g.L" (pH 5,5). Concomitantemente, as suspensdes das leveduras isoladas e
controles também foram semeadas em placas de Petri contendo meio sélido YM (pH
5,5). As placas de Petri semeadas foram mantidas na temperatura de 28 °C durante
até 72 horas.

A presenga da enzima [(-glicosidase em cada levedura isolada e nas
leveduras Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 e Candida wickerhamii NRRL
Y-2563 também foi avaliada utilizando os substratos esculin e arbutin como unica
fonte de carbono no meio de cultivo. Um volume de 200 yL de suspensdo de cada
levedura, isoladas e controles, foi inoculado em frascos de Erlenmeyer de 50 mL de
capacidade contendo 5mL de meio YNB 6,7 g.L"' adicionado de arbutin (Sigma-
Aldrich®, SP, Brasil) 0,75 g.L™" e citrato férrico (Merck®, SP, Brasil) 0,1 g.L™" (pH 5,5)
e em meio YNB 6,7 gL’ adicionado de esculin (Sigma-Aldrich®, SP, Brasil)
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0,94 g.L™" e citrato férrico 0,1 g.L.”" (pH 5,5). Para a adicdo do citrato férrico, foi
preparada uma solucdo de citrato férrico 1% que foi esterilizada separadamente e
adicionada quando os meios estavam na temperatura ambiente (GAENSLY et al.,
2014). Um volume de 200 uL de suspensdo de cada uma das leveduras, isoladas e
controles, também foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 50 mL de
capacidade contendo 5 mL de meio liquido YM (pH 5,5). Os fracos de Erlenmeyer
inoculados foram mantidos em agitador-incubador a 28 °C, 150 rpm, durante 48
horas. Os ensaios que utilizaram como unica fonte de carbono os substratos arbutin
ou esculin foram interpretados de acordo com a mudancga de coloragdo do meio de

cultivo.

4.6 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS PRODUTORAS DA
ENZIMA B-GLICOSIDASE

4.6.1 Identificacdo fenotipica

As leveduras isoladas e selecionadas como B-glicosidase positivas foram
avaliadas em relacdo a utilizacado das fontes de carbono amido soluvel (Merck®, SP,
Brasil), celobiose (Sigma-Aldrich®, SP, Brasil), glucose (Merck®, SP, Brasil), lactose
(FIuka® SP, Brasil) e manitol (Merck®, SP, Brasil), e da fonte de nitrogénio lisina para
o crescimento e das fontes de carbono glucose e lactose para fermentagao
(BARNETT; PAYNE e YARROW, 2000).

Nos testes para verificar o crescimento das leveduras isoladas e
selecionadas também foram inoculadas leveduras como controle positivo nos meios
contendo como unicas fontes de carbono amido, glucose, lactose e manitol
(Cryptococcus flavus NRRL Y-1585), celobiose e glucose (Candida wickerhamii
NRRL Y-2563), e no meio com unica fonte de nitrogénio lisina (Pichia guilliermondii
NRRL Y-2075); e leveduras como controle negativo para celobiose, manitol e lisina
(Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632), amido (Candida wickerhamii NRRL Y-
2563), e lactose (Pichia guilliermondii NRRL Y-2075).

Nos testes de fermentagdo da glucose foi inoculada a levedura
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 como controle positivo no meio utilizado
e como controles negativos para fermentagcédo da glucose e da lactose, as leveduras
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Cryptococcus flavus NRRL Y-1585 e Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632,
respectivamente.

Inicialmente, todas as leveduras selecionadas e as leveduras controle
positivo e negativo, foram crescidas em meio liquido YM (pH 5,5), em agitador-
incubador, na temperatura de 28 °C, 150 rpm, durante 48 horas. As células
provenientes do cultivo de cada levedura foram separadas por centrifugagéo a
300 xg e suspensas em agua destilada estéril. Em seguida, foram determinadas as
concentracdes celulares (células.mL™) por contagem em camara de Neubauer dupla
melhorada espelhada New Optics®, conforme MADIGAN et al. (2010), das
suspensdes recem-preparadas de cada levedura. As suspensdes das leveduras
foram utilizadas nos testes de crescimento e de fermentagao.

Para os testes de crescimento das leveduras produtoras da enzima (-
glicosidase nos meios de cultivo empregados, um volume de 4 pL de suspenséo de
células recém-crescidas de cada levedura selecionada e controle foi inoculado de
maneira pontual sobre os meios sélidos YNB (DIFCO®) e lisina (pH 5,5) (HIMEDIA®).
O meio solido YNB (DIFCO®) foi adicionado de 10 g.L™" de: amido, ou celobiose, ou
D-glucose, ou lactose, ou D-manitol (pH 5,5). As placas contendo os meios de cultivo
inoculados foram mantidas em temperatura de 25 °C por um periodo de até sete
dias, avaliando-se visualmente o crescimento das leveduras.

Para a realizag&o dos testes de fermentagao das fontes de carbono glucose
e lactose foram utilizados 10 mL dos meios caldo dextrose (BBL®) (pH 5,5) e o meio
liquido YNB (DIFCO®) adicionado de 10 g.L™" de lactose (pH 5,5), respectivamente,
em tubos de ensaio contendo tubos de Durham (BARNETT; PAYNE e YARROW,
2000). Em seguida, uma aliquota de 10’ células.mL” da suspensdo de cada
levedura selecionada e controle foi inoculada em cada tubo. Os tubos inoculados
foram mantidos a 25 °C durante sete dias.

4.6.2 Identificagdo taxondmica por espectrometria de massa MALDI-TOF/MS

A identificagdo das leveduras selecionadas foi efetuada em parceria com a
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF), seguindo
metodologia analitica preconizada por Agustini et al. (2014).

Cada uma das leveduras selecionadas foi semeada em tubo contendo meio

sélido YPG inclinado (pH 5,5), e os tubos foram mantidos em temperatura de 28 °C
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durante 48 horas. Apds este periodo, em tubos estéreis de polipropileno de 1,5 mL
de capacidade, com tampa, foram preparadas suspensdes de cada uma das
leveduras, suspendendo-se uma algcada de células equivalente a 10 yL em 300 pL
de agua ultrapura esterilizada e em seguida adicionando 900 pL de etanol absoluto.
As suspensdes foram homogeneizadas com auxilio de homogeneizador tipo vortex,
Biomixer® QL-901.

Os tubos de polipropileno contendo as suspensdes de células das leveduras
B-glicosidase positivas foram encaminhados a EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Posteriormente, os tubos de polipropileno com as suspensdes de
células foram centrifugados a 10000 xg durante 2 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado, apds seco na temperatura ambiente, foram adicionados
30 yL de acido férmico 70% e 30 pL de acetonitrila. O conteudo dos tubos de
polipropileno foi homogeneizado e os tubos foram centrifugados em rotagdo de
10000 xg durante 2 minutos. Em seguida, um volume de 1 yL de sobrenadante de
cada tubo, diluido na propor¢cdo de 1:4 em agua ultrapura, foi transferido para um
dos 96 pogos da placa-alvo do espectro de massa. Apdés a secagem do
sobrenadante diluido no poco da placa-alvo, foi adicionado o volume de 1 pL da
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico, constituida por uma solugdo saturada de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico 10 mg.mL™, diluida em acetonitrila: agua: acido
trifluoroacético 3% na proporgéo de 50:40:10 (v:v:v).

As analises foram realizadas em espectrometro de massa MALDI-TOF
MicroFlex® LRF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), empregando laser de
nitrogénio (337 nm), em 20-65% de intensidade. O modo de aquisicdo do
equipamento € espiral. Os espectros foram obtidos em modo positivo, utilizando
aceleracao de 20 Hz no modo linear. A amplitude de massa para a obtengao do
espectro foi ajustada para a faixa de 2.000 a 20.000 Da. Para cada espectro foram
utilizados 240 disparos de laser, em 6 etapas de 40 disparos cada, empregando
posi¢cdes diferentes de incidéncia no alvo. Os espectros foram adquiridos no modo
de aquisicdo automatico e os picos detectados usando o algoritmo centroide, com as
configuragbes padrdo do fabricante (relagdo sinal /ruido: 2; limite minimo de
intensidade: 600; numero maximo de picos: 300).

Os espectros de massa adquiridos foram comparados aos espectros de
massa disponiveis no banco de dados do programa MALDI Biotyper® (versdo 3.0.1,



63

Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para a identificagdo taxonémica das leveduras
selecionadas.

Os resultados s&o apresentados na forma de valores de log escores, os
quais sao gerados pela comparagao entre a lista de ions de uma levedura isolada
desconhecido com um espectro de referéncia contido no banco de dados do
programa. Uma identificacdo € considerada confiavel quanto a espécie quando o
valor de log escore resultante for = 2,0, quando o valor de log escore do resultado
estiver entre 1,7 e 2,0 € confirmado apenas o género da levedura e quando o
resultado do valor do log escore for < 1,7 indica que ndo houve identificagao.

4.6.3 Identificagcdo taxondmica por reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo
no comprimento de fragmentos de restrigdo (PCR-RFLP)

A identificacdo das leveduras selecionadas foi realizada em parceria com a
EMBRAPA Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS) seguindo metodologia analitica
preconizada por Agustini et al. (2014).

As leveduras que ndo puderam ser identificadas quanto a espécie por
espectrometria de massa MALDI-TOF/MS foram identificadas pela reacédo em cadeia
da polimerase - polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP, Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) da
regidodo DNA ribossomal nuclear (rDNA), incluindo os dois espagadores internos
transcritos ITS1 e ITS2 (espagadores internos transcritos, do inglés internal
transcribed spacers) e o gene 5.8S empregando os oligonucleotideos iniciadores
ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC
3).

Cada levedura foi crescida em meio s6lido YPG inclinado (pH 5,5), e os
tubos foram mantidos em temperatura de 28 °C. Apds 48 horas, as células foram
removidas do meio de cultivo com o auxilio de uma alga bacteriologica esterilizada e
suspensas em agua destilada esterilizada na concentracéo de 107 células.mL™ para
cada levedura. O DNA gendmico foi extraido conforme descrito por Silva et al.
(2012). No processo de extracdo, as suspensdes de cada levedura foram
congeladas a - 20 °C e descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas

em homogeneizador tipo vortex.
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TABELA 2 - REAGENTES EMPREGADOS PARA A AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS DO rDNA
NA REACAO DE PCR

Componentes Concentragéo
Tris-HCI 200 mmol.L™ 20 mmol.L”
Cloreto de potassio (Promega, USA) 500 mmol.L™ 50 mmol.L™
Cloreto de magnésio (Promega, USA) 50 mmol.L" 1,5 mmol.L™
Nucleotideos trifosfatados (Sigma, USA) 1 mmol.L™ 200 pymol.L™
Oligonucleotideos iniciadores (Sigma, USA) (ITS1 e ITS4) 20 ymol.L™ 0,8 umol.L™
Taq DNA polimerase (Promega, USA) 5 U.uL™" 15U

DNA amostral 20-40ng
Volume final 25 L

FONTE: AGUSTINI et al. (2014).

Para a reagdo em cadeia da polimerase foi empregado o meio reacional
descrito na TABELA 2 e as reacdes foram realizadas em termociclador Proflex® PCR
System (Applied Biosystems), conforme procedimentos estabelecido por Agustini et
al. (2014), com algumas modificagdes. A reacao foi iniciada com uma desnaturagao
a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 30 segundos para
desnaturagdo, na temperatura de 60 °C durante um minuto, para pareamento e
72 °C durante um minuto, para a extensdo. O processo foi finalizado com uma
extens&o a 72 °C durante 10 minutos (AGUSTINI et al., 2014).

A deteccdo dos produtos da reacdo em cadeia da polimerase foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em solugdo tampéo TRIS-Borato-
EDTA (TBE) 1x, constituido por trisaminometano (TRIS) 90 mmol.L™, acido bdrico
90 mmol.L™" e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mmol.L™". Uma aliquota de
4,5 uyL do produto da reacdo em cadeia da polimerase e 0,6 yL do tampao de
aplicacado 6x (azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol FF 0,25% e glicerol 30%)
foram adicionados em cada pog¢o do gel de eletroforese.

A separacao dos produtos da reagdo em cadeia da polimerase foi realizada
em sistema horizontal KASAVI (K33-300V, Taiwan), com imersao do gel em tampao
TBE 1x, e aplicagcdo de voltagem de 120 V durante 90 minutos. Foi empregado o
marcador de peso molecular empregado foi EasyGen® 100bp (EasyPath®). Para a
revelacao de todos os géis resultantes das eletroforeses realizadas, imergiu-se cada
gel em brometo de etideo a 0,5 pg.mL'1 durante 20 minutos e fotodocumentado pelo
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System BioRad® Laboratories, USA).

Os produtos da reagao em cadeia da polimerase resultantes foram clivados,
de forma individual, por meio do emprego das endonucleases de restricao Haelll (5’
GG|CC 3’) (Promega, USA), Cfol (5 C|GCG 3’) (Promega, USA) e Hinfl
(5 GJCTNA 3’) (Promega, USA). As preparagdes das amostras se deram pela
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adicdo de 3,5 pL de agua ultrapura, 1 yL de tampao da enzima, 0,5 yL de enzima e
5 yL do produto da reagcdo em cadeia da polimerase. Em seguida, cada tubo de
polipropileno foi mantido em estufa na temperatura de 37 °C durante duas horas,
para a reagao da enzimas de restrigdo, segundo as orientagdes do fabricante. Este
procedimento foi realizado para cada levedura.

Para a deteccdo dos fragmentos gerados pela agdo das enzimas foi utilizado
gel de agarose 3% (p/v) em solugao tampao de TBE 1x. Para a aplicagdo no gel de
eletroforese 1,2 yL do tampao de aplicagdo 6x (azul de bromofenol 0,25%, xileno
cianol FF 0,25% e glicerol 30%) foi adicionado ao volume total de cada reagdo. Em
seguida, o total de cada tubo de polipropileno foi transferido a um dos pogos do gel.
O marcador molecular empregado foi 100 pb DNA Ladder® (Invitrogen, Brasil). As
condicbes para a separacao eletroforética, revelagdo e documentacdo foram as
mesmas utilizadas para a reagdo em cadeia da polimerase empregando o0s
iniciadores ITS1 e ITS4.

4.7 DETECCAO DA ACAO DA ENZIMA B-GLICOSIDASE DAS LEVEDURAS
Saccharomyces E NAO-Saccharomyces NO SUBSTRATO PICEID

As leveduras isoladas produtoras da enzima [-glicosidase e as leveduras
Candida wickerhamii NRRL Y-2563 (controle positivo) e Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-12632 (controle negativo) foram utilizadas nos ensaios empregando o
piceid como substrato.

Primeiramente, as leveduras foram crescidas em meio liquido YM (pH 5,5),
na temperatura de 26 °C, 150 rpm, durante até 48 horas. Em seguida os cultivos
foram centrifugados e as células foram suspensas em agua destilada estéril. Destas
suspensdes, uma aliquota com a concentracéo de 5x10’ células.mL™ foi inoculada
em meio YNB 6,7g.L" (pH 5,5) adicionado do substrato piceid 0,54 g.L". O
substrato piceid, previamente esterilizado por filtragdo em membrana filtrante Millex®
PVDF, 0,22 ym, foi adicionado quando o meio YNB estava a temperatura ambiente,
para prevenir sua possivel hidrolise pelo calor. Os frascos de Erlenmeyer de 50 mL,
contendo 5 mL do meio inoculados foram mantidos em agitador-incubador na
temperatura de 26 °C, 150 rpm. Apds 36 horas, uma aliquota de cada cultivo foi
centrifugada a 4722 xg durante 10 minutos e o sobrenadante submetido a analise
por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (ver 4.11.1).
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4.8 FERMENTACAO UTILIZANDO MOSTO DE UVA E AS LEVEDURAS
Saccharomyces E NAO-Saccharomyces; PRODUTORAS DA ENZIMA 8-
GLICOSIDASE

As leveduras produtoras da enzima B-glicosidase Saccharomyces e néao-
Saccharomyces que hidrolisaram o substrato piceid foram crescidas em meio liquido
YM (pH 5,5), em agitador-incubador, na temperatura de 26 °C, 150 rpm, durante até
48 horas. Em seguida as células dos cultivos de cada levedura foram separadas do
sobrenadante, suspensas em agua destilada estérii e foi determinada a
concentracdo celular (células.mL™) de cada suspensdo. As suspensdes recéms-
preparadas de cada levedura foram utilizadas como ino6culo nas fermentagdes do
mosto de uva.

Bagas de uvas da espécie Vitis labrusca da cultivar Bordd (Terci)
provenientes do municipio de Colombo, Parana, foram lavadas, separadas da
raquis, esmagadas. Ao mosto obtido, foram adicionados 100 mg.L" de
metabissulfito de potassio. Apds o periodo de 3 horas da adigdo do metabissulfito de
potassio, as cascas foram separadas do mosto e foi realizada a transferéncia de
100 mL do mosto para frascos de Erlenmeyer de 300 mL. Apds 5 horas da adigao do
metabissulfito de potassio foi adicionado em cada frasco com mosto de uva um
volume da suspensdo de células de uma levedura isolada. Em seguida, foram
coletadas amostras e determinado os valores de pH, com o auxilio do potenciémetro
WTW® 330i, e os teores de sélidos sollveis, empregando o refratdmetro portatil
RF15 Ade Advanced Optics®. Os frascos com mosto de uva inoculados foram
mantidos em condi¢cdo estatica durante cinco dias na temperatura de 20 °C. Apds
este periodo, as células foram separadas do liquido fermentado por centrifugacao a
14500 xg. Nas amostras coletadas do mosto de uva logo apds a inoculagédo (tempo
zero) e nos liquidos fermentados foram determinadas as concentragbes de
resveratrol, glucose, frutose, glicerol, acido acético e etanol por cromatografia em
fase liquida de alta eficiéncia (ver 4.11). As fermentagcbes de mosto de uva

inoculadas com cada levedura foram realizados em duplicata.
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4.9 LEVEDURAS PRODUTORAS DA ENZIMA B-GLICOSIDASE COM
CAPACIDADE DE FORMAR SULFETO DE HIDROGENIO

As leveduras isoladas que foram avaliadas em mosto de uva para verificar a
atividade da enzima B-glicosidase durante a fermentagdo alcodlica foram também
avaliadas com relagdo a capacidade de produzir sulfeto de hidrogénio (H2S). As
suspensdes celulares recém-preparadas das leveduras foram semeadas em meio
sélido YPG e em meio sélido acetato de chumbo contidos em placas de Petri. As
placas contendo os meios semeados foram mantidas em temperatura de 28 °C
durante cinco dias. Apds este periodo, o crescimento celular foi avaliado nas placas
contendo meio YPG com as células semeadas e o escurecimento do meio foi

verificado nas placas contendo o meio acetato de chumbo.

410 COMPARACAO DE FERMENTACOES UTILIZANDO LEVEDURA
AUTOCTONE Hanseniaspora uvarum E LEVEDURA VINICA COMERCIAL

Saccharomyces cerevisiae

As leveduras isoladas que mantiveram a atividade da enzima [-glicosidase
durante a fermentacido alcodlica de mosto de uva e que também n&o formaram
sulfeto de hidrogénio, foram utilizadas em fermentacdes alcodlicas de mosto de uvas
da espécie Vitis labrusca da cultivar Bordd (Terci) provenientes do municipio de
Colombo, Parana. Para a realizagdo das fermentacbes, também foi utilizada a
levedura vinica comercial Saccharomyces cerevisiae Maurivin B, gentilmente cedida
por vinicultores do estado do Parana.

Tubos de polipropileno contendo as células congeladas de cada levedura
isolada e selecionada foram descongelados, centrifugados a 4722 xg e as células
contidas em cada tubo foram suspendidas em meio YPG (pH 5,5) e transferidas
para frascos de Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio YPG (pH 5,5). Os
frascos foram mantidos em agitador-incubador na temperatura de 28 °C, 150 rpm,
durante 24 horas. Apos este periodo, o conteudo de cada frasco foi transferido para
frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio YPG (pH 5,5), os quais
também foram mantidos em agitador-incubador na temperatura de 28 °C, 150 rpm,
durante 24 horas. Apds o crescimento das células, o conteudo dos frascos foi
transferido para tubos de Falcon estéreis, as células das leveduras foram separadas
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do meio de cultivo por centrifugacédo a 4722 xg e lavadas com agua destilada estéril,
até a completa remogao do meio de cultivo. Os tubos de Falcon contendo as células
permaneceram em freezer a - 20 °C durante 24 horas e apos este periodo as células
foram liofilizadas em liofilizador de bancada Lodan®.

Posteriormente, foi determinado o numero de células viaveis por contagem
microscépica direta, empregando camara de Neubauer® conforme Madigan et al.
(2010), e calculado o numero de células viaveis por grama de levedura seca,
utilizando as células secas de cada levedura isolada e selecionada e as células
secas da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

Para a realizagcdo das fermentagbes, uma massa de células de levedura
seca correspondente a concentragcdo celular desejada no mosto de uva foi
transferida para frascos de Erlenmeyer contendo 5 mL de agua destilada esterilizada
e os frascos contendo as células foram mantidos em banho-maria na temperatura de
40 °C durante 20 minutos. O conteudo de cada frasco foi utilizado como indculo.
Concomitantemente, bagas de uvas lavadas e livres da raquis, foram esmagadas. O
mosto resultante foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 300 mL. Ao mosto
foram adicionados 100 mg.L'1 de metabissulfito de potassio. Apds 5 horas do inicio
da adicdo do metabissulfito de potassio foram coletadas aliquotas para analises das
concentracgdes iniciais de resveratrol, glucose e frutose (ver 4.11). Em seguida, foi
adicionado, em cada frasco contendo o mosto de uva, o volume da suspensao de
células de uma ou mais leveduras. O processo fermentativo foi conduzido com trés
tratamentos e trés repeticoes:

(1) Monocultura: o mosto foi inoculado empregando-se inéculo simples de
uma das leveduras isoladas ou da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

(2) Indculo misto: o mosto foi inoculado simultaneamente com suspensodes
de células de uma das leveduras isoladas juntamente com a suspensao de células
da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

(3) Inéculo misto sequencial: o mosto foi inoculado com suspensdes de uma
das leveduras isoladas no inicio da fermentacéo, e apds 48 horas foi inoculada a
suspensao da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

A realizagdo da chaptalizagdo do mosto (tempo zero) ou do liquido
fermentado (tempo 72 horas), foi realizada pela adigdo de sacarose, na forma de

agucar cristal.
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Os frascos com mosto de uva inoculados foram mantidos em condigao
estatica até o término das fermentacbes em sala climatizada a 17 °C. Os
procedimentos de remontagem, nos quais as cascas foram abaixadas, foram
realizados duas vezes por dia, e durante estes processos, aliquotas foram coletadas
para a medigao de solidos soluveis totais com o auxilio de um refratdmetro portatil.
Ao término das fermentagdes, foi realizado o procedimento de descuba (retirada das
cascas), as células foram separadas do liquido fermentado por centrifugagdo e
foram determinadas as concentragdes de resveratrol, glucose, frutose, glicerol, acido
aceético e etanol por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (ver 4.11). As
fermentacdes de mosto de uva para cada condigdo avaliada foram realizadas em
triplicata.

411  ANALISES
4.11.1 Determinagao de resveratrol e piceid

As analises dos teores de piceid e resveratrol foram realizadas em um
equipamento de Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia Varian® Pro Star
(Lake Forest, CA) compreendendo o modulo ProStar 230 referente a bomba, o
modulo ProStar 320 referente ao detector UV-VIS e amostrador modelo 410, da
Central Analitica do Programa de Pés-Graduagéao em Ciéncias Farmacéuticas.

A determinagdo cromatografica dos estilbenos resveratrol e piceid foi
realizada de acordo com Gerogiannaki-Christopoulou et al. (2006) e Malovana et al.
(2001) com modificagdes necessarias determinadas experimentalmente, de acordo
com a resposta do equipamento.

Os padrdes de trans-resveratrol (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) e frans-piceid
(Sigma-Aldrich, SP, Brasil) foram dissolvidos em metanol. As solugbes foram
armazenadas em temperatura de - 20 °C, ao abrigo da luz, e o oxigénio removido
com injecao de nitrogénio. As solugdes de trabalho foram preparadas apdés diluigao
da solugao padrao utilizando agua ultrapura.

As condigdes cromatograficas empregadas foram: eluigdo gradiente com
fase movel composta por (A) agua-acido aceético (98:2) e (B) metanol, coluna
cromatografica Microsorb-MV 100-5 C-18 (250 mm x 4,6 mm?; 5 pum; Varian Inc,
Califérnia, Estados Unidos), fluxo de 1000 pL.min™", volume de injecdo de 20 pL,
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temperatura de 40 °C e detecgdo dos compostos de interesse por absorbancia (A =
288 nm e A = 308 nm). O gradiente linear para a fase movel (A) seguiu o seguinte
protocolo: 0 min, 100%; 10 min, 85%; 15 min, 75%; 20 min, 70%; 25 min, 65%;
35min, 50%; 40 min, 40%; 45 min, 20%; 55 min, 100%.

A avaliagdo dos cromatogramas obtidos foi realizada por meio do software
Workstation Star 6.0. A quantificacdo do resveratrol e piceid foram realizadas por
meio de curvas de calibracdo, conforme TABELA 3. Os compostos presentes nas
amostras foram identificados pela comparacdo com os tempos de retencdo dos seus
respectivos padrdes e também por analise do perfil espectral (UV).

TABELA3- TEMPOS DE RETENGAO, INTERVALOS DE CONCENTRACOES AVALIADAS,
EQUACOES DA RETA E COEFICIENTES DE DETERMINACAO (R? PARA OS
PADROES PICEID E RESVERATROL

Padréo Tempo de retengédo (min)  Concentragéo (pg.ml'1) Equacao da reta R?
Piceid 27,85 1,00 - 15,00 y =94,086x + 14,486 0,998
Resveratrol 34,78 1,00 - 15,00 y =170,2x - 141,89 0,996

FONTE: O autor (2016).

4.11.2 Determinagao de glucose, frutose, acido acético, glicerol e etanol

Para a determinagcdo das concentragdes de glucose, frutose, acido aceético,
glicerol e etanol foi utilizado um equipamento de Cromatografia em fase Liquida de
Alta Eficiéncia Varian® Pro Star (Lake Forest, CA) acoplado ao detector de indice de
refragdo de mesma marca, modelo Rl 350, bomba Pro Star 230 e amostrador
modelo 410, do Departamento de Nutrigdo. A avaliagcdo dos cromatogramas obtidos
foi realizada por meio do software Workstation Star 6.0.

A separagao cromatografica e quantificacdo de glucose, frutose, acido
acético, glicerol e etanol foi realizada empregando uma coluna cromatografica
analitica trocadora de fons Agilent® Hi-Plex H (300 mm x 7.7 mm, 8 um), utilizando
um volume de 20 yL de amostra a cada injegdo. Foi utilizada fase movel isocratica
composta por acido sulfdrico 8 mmol.L™ em um fluxo de 400 uL.min™ na temperatura
ambiente (BALL et al., 2008). Os analitos foram detectados utilizando um detector de
indice de refracdo. Os padrdes de glucose (Merck®, SP, Brasil), frutose (Fluka® SP,
Brasil), &cido acético (LAS do Brasil®, GO, Brasil), glicerol (Sigma-Aldrich®, SP,

Brasil) e etanol (Fluka® SP, Brasil) foram dissolvidos em solugdo de acido sulfarico 8
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mmol.L™" e suas concentracdes presentes nas amostras foram determinadas por

meio de curvas de calibragdo, conforme TABELA 4.

TABELA4- TEMPOS DE RETENGAO, INTERVALOS DE CONCENTRACOES AVALIADAS,
EQUACOES DA RETA E COEFICIENTES DE DETERMINACAO (R?) PARA OS
PADROES GLUCOSE, FRUTOSE, ACIDO ACETICO, GLICEROL E ETANOL

Padréo Tempo de retengédo (min)  Concentragao (mg.ml'1) Equacgao da reta R?

Glucose 10,59 0,100 - 2,000 y = 1E+06x + 8163 0,999
Frutose 11,41 0,100 - 2,000 y = 1E+06x - 74357 0,997
Glicerol 14,75 0,121 -2,428 y =703162x + 14995 0,999
Acido Acético 17,10 0,100 - 2,000 y =276118x + 10985 0,996
Etanol 22,26 0,072 - 2,163 y = 675245x - 41574 0,999

FONTE: O autor (2016).
4.11.3 Analises Estatisticas

As amostras foram quantificadas em ftriplicatas para todas as determinagdes
analiticas. As analises de normalidade foram realizadas pelo teste de Kolmogorov. A
comparagao entre as médias obtidas foi realizada com analise de variancia
(ANOVA) corrigida pelo teste Tukey HSD (Honest Significant Difference) com um
nivel de significancia de 95% (P < 0,05). O grau de correlagdo entre variaveis foi
medido empregando o coeficiente de correlagdo de Pearson. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software Statistica® para Windows, v. 8.0. Os graficos
foram elaborados utilizando o software Microsoft® Excel® para Mac, v. 14.6.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

Ap6s obtencdo da autorizacdo n° 010198/2013-0, para acesso de
componente do patriménio genético com a finalidade de pesquisa cientifica, foram
isoladas e conservadas por congelamento (ver 4.4) 308 leveduras provenientes de
uvas cultivadas no Estado do Parana: uvas Vitis labrusca, cultivar Bordd (Terci), do
municipio de Colombo (identificadas como CB1), uvas Vitis labrusca, cultivar Bordd
(Terci), oriundas de dois vinhedos distintos do municipio de Almirante Tamandaré
(identificadas como AT1 e AT2), uvas Vitis vinifera, cultivar Carbernet Sauvignon, do
municipio de Almirante Tamandaré (identificadas como AT3), e uvas Vitis vinifera,
cultivar Merlot (identificadas como CL1) e cultivar Viognier (identificadas como CL2)
do municipio de Campo Largo.

As leveduras foram isoladas durante o processo de fermentacédo espontanea
do mosto, desde o tempo zero (uvas recém-esmagadas) até o tempo 9 (9° dia da
fermentacao espontanea).

ApOs a escolha de colbnias com caracteristicas morfoldégicas macroscépicas
de leveduras (FIGURA 9 e FIGURA 10), cada colbnia isolada foi cultivada e suas
caracteristicas morfolégicas microscopicas foram examinadas. As leveduras
visualizadas apresentaram caracteristicas morfolégicas variadas (FIGURAS 11, 12,
13, 14 e 15), sugerindo uma possivel diversidade de géneros e espécies dentre as
leveduras isoladas.
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FIGURA 9 - COLONIAS DE MICRO-ORGANISMOS CRESCIDOS NA TEMPERATURA DE 28 °C NA
SUPERFICIE DE MEIO SOLIDO YPG (pH 4,5) PROVENIENTES DA AMOSTRA DA
FERMENTACAO ESPONTANEA DE MOSTO DE UVAS NATIVAS DE ALMIRANTE
TAMANDARE

Almirante Tamandaré, tempo zero, placa 32

o FONTE: O autor (2016).

NOTA: Amostra de mosto de uvas antes do inicio da fermentagcéo espontanea (tempo zero hora).

FIGURA 10 - COLONIAS DE MICRO-ORGANISMOS CRESCIDOS NA TEMPERATURA DE 28 °C
NA SUPERFICIE DE MEIO SOLIDO YPG (pH 4,5) PROVENIENTES DA AMOSTRA
DA FERMENTAGAO ESPONTANEA DE MOSTO DE UVAS NATIVAS COLOMBO

Colombo, tempo seis dias, placa 32

/

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Amostra do sexto dia da fermentagado espontanea.
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Observa-se na FIGURA 9 que a maioria das colénias sdo de coloragao
creme, com aspecto liso e delimitadas. No entanto, as colénias localizadas nas
posicoes 23 e 90 apresentam coloragao cinza e igualmente a colénia localizada na
posicéo 5, possuem aspecto rugoso.

Percebe-se na FIGURA 10 que a maioria das col6nias sdo de coloragao
branca, de aspecto liso e delimitadas. Colénias crescidas na superficie do meio
sélido com aspecto rugoso e nao-delimitadas podem ser visualizadas nas posigdes
37, 45, 59, 80, 81, 82, 85, 89, 93 e 101.

As coldnias de micro-organismos crescidas na superficie do meio solido
YGP foram formadas por células presentes nas amostras do mosto de uvas
coletadas no inicio (FIGURA 9) e apds seis dias da fermentagcdo espontanea
(FIGURA 10) de uvas nativas dos municipios de Almirante Tamandaré e Colombo,
respectivamente. Verifica-se pela diferenga das caracteristicas morfologicas
macroscopicas das colbnias de micro-organismos predominantes nas FIGURAS 9 e
10 que, apds seis dias da fermentagcdo espontdnea, ocorreu uma selecdo das
células pelas condicdes ambientais da fermentagdo, em relacdo as células
naturalmente presentes na uva (tempo zero hora da fermentagdo). Essa sucessao
de micro-organismos durante o processo de elaboragdo de vinho também tem sido
relatada por Pretorius (2000).

As colbnias de leveduras crescidas a partir de células presentes nas
amostras do mosto de uvas coletadas no inicio e apds quatro, seis e sete dias da
fermentacdo espontanea de uvas foram cultivadas em meio liquido (ver 4.4) e suas
células foram visualizadas em microscopia Optica de campo claro.

As células das leveduras isoladas apresentadas nas FIGURAS 11 e 12 séo
provenientes do cultivo realizado em meio liquido, a partir de uma colénia isolada
procedente de amostra do inicio (tempo zero) e do quarto dia, respectivamente, da
fermentacdo espontédnea de uvas nativas de Colombo. As células das leveduras
isoladas apresentadas nas FIGURAS 13 e 14 resultam do cultivo realizado em meio
liquido a partir de uma colbnia isolada proveniente de amostra do quarto dia e do
sexto dia, respectivamente, da fermentacdo espontdnea de uvas nativas de
Almirante Tamandaré. As células da levedura isolada apresentada na FIGURA 15
originam-se do cultivo realizado em meio liquido de uma colbnia isolada provinda de

amostra do sétimo dia da fermentacéo espontanea de uvas nativas de Colombo.
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FIGURA 11 - CELULAS DA LEVEDURA CB1.031.34 OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OPTICA
DE CAMPO CLARO

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Aumento de 400x.

De um modo geral, as células da levedura isolada CB1.031.34,
demonstradas na FIGURA 11, séo cilindricas com e sem brotos, apresentando
formato de hifa e pseudo-hifa; e a levedura isolada CB1.452.06 (FIGURA 12)

apresenta células isoladas e aos pares de formato redondo com e sem brotos.

FIGURA 12 - CELULAS DA LEVEDURA CB1.452.06 OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OPTICA
DE CAMPO CLARO

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Aumento de 400x.



76

FIGURA 13 - CELULAS DA LEVEDURA AT1.462.79 OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OPTICA
DE CAMPO CLARO

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Aumento de 400x.

A levedura isolada AT1.462.79 (FIGURA 13) apresenta a maior parte de
suas células ovoides, sem e com brotos, podendo estes serem bipolares. Conforme
pode ser observado na FIGURA 14, a levedura isolada AT2.631.16 apresenta

células isoladas sem e com brotos de formato redondo e ovoide.

FIGURA 14 - CELULAS DA LEVEDURA AT2.631.16 OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OPTICA
DE CAMPO CLARO

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Aumento de 400x.
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FIGURA 15 - CELULAS DA LEVEDURA CB1.731.17 OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OPTICA
DE CAMPO CLARO

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Aumento de 400x.

Na FIGURA 15, estao mostradas as células da levedura isolada CB1.731.17,
na qual verifica-se a prevaléncia de células ovoides sem e com brotos e pseudo-hifa.

Apos a visualizagéo das caracteristicas morfoldgicas microscopicas de todas
as leveduras isoladas, cada levedura foi novamente cultivada até o final da fase
exponencial do crescimento e conservada por congelamento utilizando como agente
crioprotetor o glicerol.

Para cada levedura isolada, trés tubos de polipropileno contendo quantidade
suficiente de células conservadas por congelamento foram remetidos a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, CNPJ 00.348.003/001-10, para depdsito na
Colecao de Microrganismos de Interesse Agroindustrial (CMIA)
(067/2012/SECEX/CGEN), conforme instituido pela Resolugédo n° 18 de 7 de julho
de 2005, que estabelece critérios para depdsito, uso e conservagao de amostras
representativas de cada populagdo componente do patriménio genético acessado
em instituicdo credenciada como fiel depositaria.
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5.2 SELECAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS PRODUTORAS DA ENZIMA B-
GLICOSIDASE

Cada levedura isolada de diferentes tempos da fermentacdo espontanea, de
uvas provenientes do estado do Parana, e as leveduras Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-12632 e Candida wickerhamii NRRL Y-2563 foram avaliadas utilizando os
substratos celobiose, esculin e arbutin como unica fonte de carbono no meio de
cultivo para verificar se havia reagdo de hidrélise catalisada pela enzima [-
glicosidase. Concomitantemente a cada ensaio para a visualizagdo da auséncia ou
presenca dos produtos da reagcdo de hidrélise pela enzima B-glicosidase, a
viabilidade das células contidas na suspensdo empregada como inoculo de cada
levedura isolada e das leveduras controle foi confirmada pelo crescimento em meio
YM.

A FIGURA 16 apresenta a estrutura da celobiose antes e apds a hidrolise. A
celobiose (FIGURA 16, a), um dissacarideo constituido de duas moléculas de
glucose com ligagado dglicosidica B(1—4), apos sua hidrélise pela enzima (-
glicosidase, resulta em duas moléculas de glucose (FIGURA 16, b), utilizada como
fonte de carbono para o crescimento microbiano (MCBRIDE et al., 2005).

FIGURA 16 - REACAO DE HIDROLISE DA CELOBIOSE CATALISADA PELA ENZIMA B-
GLICOSIDASE

OOH
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Estéo representados (a) celobiose e (b) glucose. A seta indica a ligagéo 3(1—4).

Das 308 leveduras isoladas, 89 leveduras cresceram no meio soélido
contendo o substrato celobiose como Unica fonte de carbono, conforme o

crescimento observado pela levedura Candida wickerhamii NRRL Y-2563, [-
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glicosidase positiva (FREER, 1993), e o n&o crescimento visualizado no meio
semeado com a levedura Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632, 3-glicosidase
negativa.

Conforme apresentado na FIGURA 17, a reagao de hidrélise do substrato
arbutin  (4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosideo, hidroquinona-f3-D-glucopiranosideo)
(FIGURA 17, a) pela enzima [-glicosidase, resulta na liberagdo de dois produtos,
hidroquinona (1,4-diidroxibenzeno, 1,4-benzenodiol) (FIGURA 17, b) e glucose
(FIGURA 17, c). Esta reacdo de hidrodlise pode ser confirmada pelo aparecimento de
coloragdo marrom escuro, a qual € resultante da reagcao entre a hidroquinona e o ion
férrico presente no meio de cultivo (ROSI; VINELLA e DOMIZIO, 1994).

FIGURA 17 - REACAO DE HIDROLISE DO ARBUTIN CATALISADA PELA ENZIMA B-
GLICOSIDASE
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0
— * OH
OH
OH HO  on
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FONTE: O autor (2016).
NOTA: Estao representados (a) arbutin, (b) hidroquinona e (c) glucose. A seta indica a ligagédo
B(1—4).

Das 308 leveduras isoladas e das leveduras controle positivo e negativo
inoculadas em meio de cultivo contendo o substrato arbutin como unica fonte de
carbono, 149 leveduras alteraram a coloragdo do meio de cultivo para marrom,
semelhante a coloragcao desenvolvida pela levedura Candida wickerhamii NRRL Y-
2563, e diferente do observado no meio de cultivo inoculado com a levedura
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632, que ndo desenvolveu coloragéo.

Como pode ser observado na FIGURA 18, a reacdo de hidrdlise do
substrato esculin (6,7-diidroxicumarina-B-D-glucose) (FIGURA 18, a) pela enzima (3-
glicosidase resulta na liberacdo de dois produtos, esculetina (6,7-diidroxicumarina)
(FIGURA 18, b) e glucose (FIGURA 18, c). O produto da reacao esculetina reage
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com o ion férrico presente no meio de cultivo, resultando em coloragdo marrom-
escura (SAQIB e WHITNEY, 2006).

FIGURA 18 - REAGCAO DE HIDROLISE DO ESCULIN CATALISADA PELA ENZIMA B-

GLICOSIDASE
HO \ngO HO
oH™ L, Ho 0o HO 0”0 Ho L
a b C

FONTE: O autor (2016).
NOTA: Estéo representados (a) esculin, (b) esculetina e (c) glucose. A seta indica a ligagédo

B(1-4).

Dentre as 308 leveduras isoladas que foram ensaiadas para a reacédo de
hidrélise do substrato esculin, 165 leveduras alteraram a coloracdo do meio de
cultivo para coloragdo marrom escura, similar aquela observada nos frascos
inoculados com a levedura Candida wickerhamii NRRL Y-2563. Os frascos
inoculados com a suspensdo de células da levedura Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-12632 n&o apresentaram coloragdo marrom-escura.

As leveduras isoladas que cresceram na presencga do substrato celobiose e
que também apresentaram resultado positivo nos ensaios utilizando os substratos
arbutin e/ou esculin, foram selecionadas como leveduras produtoras da enzima [3-
glicosidase.

Considerando os resultados da visualizagdo da auséncia ou presenca dos
produtos da reacdo de hidréolise pela enzima [(-glicosidase apresentados na
TABELA 5, foram selecionadas 58 leveduras produtoras da enzima [(-glicosidase
(18,84% do total de leveduras isoladas). Destas, quarenta leveduras isoladas (13%)
apresentaram resultado positivo nos ensaios utilizando os substratos celobiose,
arbutin e esculin; oito leveduras isoladas (2,6%) apresentaram resultado positivo
para os substratos celobiose e arbutin; e dez leveduras isoladas (3,24%)
apresentaram resultado positivo para os substratos celobiose e esculin.
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TABELA 5 - REAGOES EMPREGANDO OS SUBSTRATOS CELOBIOSE, ESCULIN E ARBUTIN E
AS LEVEDURAS ISOLADAS

Resultados | Nimero de leveduras | % de leveduras
Positivo para celobiose, arbutin e esculin 40 13,0

Positivo para celobiose e arbutin 8 2,6

Positivo para celobiose e esculin 10 3,24

Positivo para arbutin e esculin 97 31,5

Positivo somente para celobiose 31 10,06

Positivo somente para arbutin 4 1,3

Positivo somente para esculin 18 5,84

Negativo para celobiose, arbutin e esculin 100 32,46

FONTE: O autor (2016).

O numero de leveduras isoladas em cada tempo da fermentagao
espontanea que apresentaram resultado negativo ou positivo nos ensaios realizados
utilizando como substratos celobiose, arbutin e esculin nas reagdes de hidrélise

catalisadas pela enzima (B-glicosidase estdo demonstrados na FIGURA 19.

FIGURA 19 - NUMERO DE LEVEDURAS PRODUTORAS OU NAO DA ENZIMA B-GLICOSIDASE
EM FUNCAO DO TEMPO (DIAS) DA FERMENTAGCAO ESPONTANEA EM QUE
FORAM ISOLADAS
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FONTE: O autor (2016).

De acordo com a FIGURA 19, a maioria das leveduras produtoras da enzima
B-glicosidase foram isoladas no inicio da fermentagdo espontanea, nos tempos zero
e um dia. Percebe-se que a partir do sexto dia, ocorre um menor numero de

leveduras capazes de produzir a enzima B-glicosidase.
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O resultado obtido de 28,9% de leveduras isoladas produtoras da enzima (3-
glicosidase que cresceram em meio contendo o substrato celobiose esta de acordo
com Villena, Iranzo e Pérez (2007) que buscaram atividade B-glicosidasica em 102
leveduras isoladas de ecossistemas vinicos empregando celobiose como substrato.
Destas 102 leveduras, 25% apresentaram crescimento em celobiose.

Rosi, Vinella e Domizio (1994) pesquisaram atividade p-glicosidasica
empregando arbutin como substrato em 317 leveduras isoladas de uvas e vinhos e
conseguiram resultado positivo em 20,5% das leveduras. Fernandez, Ubeda e
Briones (2000) também investigaram a presenga da enzima B-glicosidase em 182
leveduras isoladas de mosto de uvas ndo fermentados empregando arbutin e
tiveram resultado positivo para 14% das leveduras isoladas. Estes valores sé&o
inferiores ao obtido de 48,4% de leveduras isoladas que tiveram resultado positivo
na reacgao de hidrdlise utilizando o substrato arbutin.

O numero de leveduras isoladas produtoras da enzima [-glicosidase
(18,84%) (TABELA 5) e o tempo da fermentacdo espontédnea em que foram isoladas
(FIGURA 19) é similar ao relatado por Spagna et al. (2002a). Os autores avaliaram a
atividade -glicosidasica utilizando p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo de 361
leveduras isoladas de amostras de mosto de uva em diferentes tempos de uma
fermentacao espontanea, e 18% das leveduras foram positivas para atividade (-
glicosidasica, principalmente as leveduras isoladas nos primeiros dias da

fermentacao espontanea.

5.3 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS PRODUTORAS DA
ENZIMA B-GLICOSIDASE

As 58 leveduras selecionadas produtoras da enzima B-glicosidase foram
testadas para verificar o seu crescimento nas fontes de carbono amido, celobiose,
glucose, lactose e manitol, na fonte de nitrogénio lisina, e fermentagédo de glucose e
lactose.

Das leveduras selecionadas e controles, cresceram nos meios de cultivo
contendo como unica fonte de carbono amido: 49 leveduras autoctones e a levedura
Cryptococcus flavus NRRL Y-1585; celobiose e glucose: 58 leveduras autoctones e
a levedura Candida wickerhamii NRRL Y-2563; lactose: 45 leveduras autoctones e a
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levedura Cryptococcus flavus NRRL Y-1585; e manitol: 36 leveduras autoctones e a
levedura Cryptococcus flavus NRRL Y-1585. No meio de cultivo contendo lisina
como unica fonte de nitrogénio, foi observado o crescimento de 54 leveduras
autoctones e da levedura Pichia guilliermondii NRRL Y-2075. N&o foi verificado o
crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 nos meios com
celobiose, manitol e lisina, da levedura Candida wickerhamii NRRL Y-2563 no meio
contendo amido, e da levedura Pichia guilliermondii NRRL Y-2075 no meio com
lactose.

Dentre as 58 leveduras avaliadas nos testes de fermentacao, foi visualizada
a formacgao de CO; no interior do tubo de Durham, indicando resultado positivo para
fermentacdo. Treze leveduras autoctones e a levedura Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-12632 fermentaram glucose e trés leveduras autéctones fermentaram
lactose. N&o foi observada a formagao de CO, nos tubos contendo glucose e lactose
inoculados com as leveduras controle Cryptococcus flavus NRRL Y-1585 e
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632, respectivamente.

Os resultados dos testes de crescimento e de fermentagdo de diferentes
fontes de carbono, bem como do teste de crescimento na presenga de lisina, foram
analisados de acordo com as caracteristicas fisiologicas propostas por BARNETT;
PAYNE e YARROW (2000). A combinagdo dos resultados obtidos para cada
levedura indicou os possiveis géneros que as leveduras podem pertencer. A
FIGURA 20 mostra a possibilidade, em percentual, que cada levedura tem de
pertencer a cada género indicado.

Os testes convencionais, descritos por BARNETT; PAYNE e YARROW
(2000) utilizados para realizar a identificagao fenotipica das leveduras selecionadas,
considerando caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, foram capazes de indicar
quatorze possiveis géneros que as leveduras podem pertencer. Dentre os géneros
indicados na FIGURA 20, a maioria deles é de leveduras usualmente encontradas
em uvas e vinhos (JOLLY; AUGUSTYN e PRETORIUS, 2006).
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FIGURA 20 - PROBABILIDADE (%) DAS LEVEDURAS SELECIONADAS PRODUTORAS DA
ENZIMA B-GLICOSIDASE DE PERTECEREM A CADA GENERO INDICADO
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FONTE: O autor (2016).
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A partir da analise do perfil molecular estabelecido pela espectrometria de

massa (MALDI-TOF/MS) das 58 leveduras selecionadas produtoras da enzima B-

glicosidase, 46 leveduras apresentaram resultados de valores de log escores 22,0 e

foram identificadas quanto a espécie, e seis leveduras apresentaram resultados de

valores de log escores entre 1,7 e 2,0, confirmando o género.

As seis leveduras selecionadas que tiverem resultados de valores de log

escores igual ou inferior a 1,7 e as seis leveduras que apresentaram somente a

identificagéo do género, foram identificadas por PCR-RFLP.

A identificagdo taxondmica das leveduras selecionadas utilizando MALDI-

TOF/MS e PCR-RFLP e o numero de leveduras de cada espécie esta mostrada na
FIGURA 21.
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FIGURA 21 - IDENTIFICAGAO TAXONOMICA E O NUMERO DE LEVEDURAS SELECIONADAS
DE CADA ESPECIE
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FONTE: O autor (2016).

As 58 leveduras isoladas produtoras da enzima [3-glicosidase e identificadas
pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes e ordem
Saccharomycetales (OFFORD e KIRK, 2016).

Conforme demonstrado na FIGURA 21, das 58 leveduras selecionadas, 26
leveduras foram identificadas como Hanseniaspora uvarum e quatro leveduras como
Hanseniaspora opuntiae. [Estas espécies estdo inseridas na familia
Saccharomycodaceae. As leveduras Hanseniaspora spp. € seu equivalente
assexuado Kloeckera spp. estdo entre as primeiras espécies de leveduras
descobertas em mosto de uvas em fermentagéo, em 1870 (DEAK, 2008). Segundo
Barata; Malfeito-Ferreira e Loureiro (2012), as leveduras Hanseniaspora uvarum e
Kloeckera apiculata sao as espécies de levedura mais comumente encontradas nas
bagas de uva, o que estda de acordo com a sua predominancia no inicio da
fermentacdo espontdnea do mosto de uva. Chavan et al. (2009) também
encontraram predominantemente Hanseniaspora uvarum no isolamento e

identificacdo de leveduras de uvas utilizadas na China.
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A espécie Hanseniaspora opuntiae foi primeiramente isolada do cacto
Opuntia ficus-indica e descrita por Cadez et al. (2003).

Entre as leveduras selecionadas, onze foram identificadas como
Saccharomyces cerevisiae e duas como Zygosaccharomyces bailii (FIGURA 21), as
quais sdo classificadas como pertencentes & familia Saccharomycetaceae (DEAK,
2008). A presenca de leveduras Saccharomyces cerevisiae em uvas sadias €
controversa, alguns autores afirmam que esta € uma espécie presente naturalmente
em frutos e solo, e outros que esta € uma espécie domesticada, e que sua presenca
em uvas € devido ao seu transporte principalmente por insetos, das vinicolas até os
frutos (QUEROL et al., 2003).

Também foram identificadas, do total de leveduras selecionadas, oito
leveduras Candida zemplinina, uma levedura Candida azyma e uma levedura
Candida krusei (FIGURA 21). As leveduras Candida zemplinina e Candida azyma
pertencem & familia Candidaceae (DEAK, 2008), e a levedura Candida krusei, nome
cientifico aceito Issatchenkia orientalis, a familia Pichiaceae (OFFORD e KIRK,
2016).

A espécie Candida zemplinina foi primeiramente isolada de mosto de uvas
botirizadas de vinhos Tokaj, regido localizada entre o noroeste da Hungria e o
sudoeste da Eslovaquia, e esta presente frequentemente em amostras de mosto ou
vinhos (KRAKOVA et al., 2012). Devido & sua similaridade e co-ocorréncia, tanto em
uvas como em mosto fermentativo com a levedura Candida stellata, muitas
leveduras destas espécies foram erroneamente classificadas (PFLIEGLER et al.,
2014).

Chavan et al. (2009) foram os primeiros a isolar Candida azyma de uvas.
Esta espécie, até entdo, havia sido encontrada somente em cana-de-agucar
(BARATA; MALFEITO-FERREIRA e LOUREIRO, 2012).

A levedura Candida krusei (forma teleomorfica: Issatchenkia orientalis) ja foi
isolada de uvas provenientes de vinhedos da Africa do Sul, bem como de vinhos
provenientes da Argentina e de Bordeaux, Franga (JOLLY; AUGUSTYN e
PRETORIUS, 2006).

Ainda, conforme exposto na FIGURA 21, foram identificadas trés leveduras
da espécie Issatchenkia terricola, que pertence a familia Pichiaceae, sendo também
conhecida como Pichia terricola (DEAK, 2008).
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Também foram identificadas duas leveduras Zygoascus meyerae,
pertencentes & familia Trichomonascaceae (DEAK, 2008) entre as 58 leveduras
selecionadas produtoras da enzima B-glicosidase. A levedura Zygoascus meyerae
isolada de uvas e mosto fermentativo de uvas foi primeiramente descrita por Smith
et al. (20095).

Das 58 leveduras isoladas produtoras da enzima B-glicosidase, que
apresentaram resultado positivo nos ensaios de reacdo de hidrdlise dos substratos
celobiose, arbutin e esculin (TABELA 4), 47 leveduras foram identificadas como néo-
Saccharomyces e onze como Saccharomyces cerevisiae (FIGURA 21).

Dentre os géneros de leveduras que foram indicados nos testes de
crescimento em amido, celobiose, glucose, lactose, manitol e lisina, e nos testes de
fermentacdo de glucose e lactose (FIGURA 20), quatro géneros foram confirmados
empregando MALDI-TOF/MS e PCR-RFLP (FIGURA 21): Hanseniaspora sp.,
Saccharomyces sp., Candida sp. e Issatchenkia sp.. No entanto, conforme os dados
mostrados na FIGURA 20, aproximadamente 2% das leveduras seriam do género
Hanseniaspora sp., e foram identificadas 51,7% do total de leveduras como
pertencentes a este género (FIGURA 21).

A classificagado de leveduras de acordo com suas caracteristicas fisioldgicas
€ empregada e bem estabelecida para leveduras de interesse clinico. Leveduras
ambientais, as quais podem apresentar diferengas metabdlicas linhagem-
dependente (CHAVAN et al., 2009), outras técnicas, como MALDI-TOF/MS e PCR-
RFLP, tem contribuido na identificacdo, facilitando, com a criacdo de biblioteca
suplementar, a identificagdo de micro-organismos autoctones de colegbes
(AGUSTINI et al., 2014).

5.4 DETECCAO DA ACAO DA ENZIMA B-GLICOSIDASE DAS LEVEDURAS
Saccharomyces E NAO-Saccharomyces NO SUBSTRATO PICEID

O arbutin e o esculin sdo os substratos analogos mais confiaveis em relagéo
aos compostos com ligagbes B-glicosidicas encontrados em uvas. Entretanto nao
existem estudos mostrando a correlacdo da hidrélise do arbutin e do esculin com a
capacidade hidrolitica da enzima [-glicosidase de glicosidios naturalmente
presentes em uvas (PEREZ et al., 2011), como o substrato piceid.
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Conforme representado na FIGURA 22, a agdo da enzima [B-glicosidase no
substrato piceid (FIGURA 22, a) ocorre na ligagcado 3(1—4), resultando na formagao
dos produtos resveratrol (FIGURA 22, b) e glucose (FIGURA 22, c). A ocorréncia da
reacao de hidrolise, catalisada pela enzima, foi verificada pelo aparecimento de sinal
referente ao resveratrol, apés analise do meio reacional por cromatografia em fase

liquida de alta eficiéncia.

FIGURA 22 - REAGAO DE HIDROLISE DO PICEID CATALISADA PELA ENZIMA B-GLICOSIDASE
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FONTE: O autor (2016).
NOTA: Estéo representados (a) piceid, (b) resveratrol e (c) glucose. A seta indica a ligagédo (1—4).

De acordo com os resultados apresentados na TABELA 6, das 58 leveduras
isoladas que apresentaram agao da enzima B-glicosidase em relagdo aos substratos
celobiose e arbutin e/ou esculin, 33 leveduras (57%) hidrolisaram o substrato piceid
em resveratrol e glucose. Dentre as leveduras encontram-se trés leveduras Candida
zemplinina, quatro leveduras Hanseniaspora opuntiae, 23 leveduras Hanseniaspora
uvarum, uma levedura Saccharomyces cerevisiae, uma levedura Zygoascus
meyerae, e uma levedura Zygosaccharomyces bailii.

A acgao da enzima B-glicosidase de leveduras de uma mesma espécie nos
diferentes substratos celobiose, arbutin, esculin e piceid, que possuem a ligagao
B(1—4), pode ser verificada pelos resultados obtidos nos ensaios utilizando as
leveduras Saccharomyces cerevisiae, mostrados na TABELA 6. Dentre as onze
leveduras Saccharomyces cerevisiae produtoras da enzima (-glicosidase, apenas
uma levedura foi capaz de hidrolisar o substrato piceid. Estes resultados obtidos
para a espeécie Saccharomyces cerevisiae estdo de acordo com o citado em
literatura, que descreve que a enzima [3-glicosidase possui especificidade diferente
por substratos distintos (FIA; GIOVANI e ROSI, 2005) e algumas espécies possuem
comportamento heterogéneo dependendo da variedade da linhagem. Dentre 153
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linhagens de Saccharomyces cerevisiae examinadas por Rosi; Vinella e Domizio
(1994), apenas uma levedura hidrolisou arbutin.

Em geral, a maioria das enzimas [-glicosidases ja caracterizadas sao
descritas como capazes de atuar em uma ampla variedade de substratos. Pouco se
conhece como estas enzimas interagem com a parte da quimica estrutural da
aglicona, que compreende a base da diversidade de compostos capazes de serem
hidrolisados, sendo descritas diferencas sutis na especificidade com os substratos.
Além disso, a liberagao de glucose livre no meio, bem como a possivel sacarificagéo
seguida de fermentagdo com consequente formagao de etanol, podem contribuir
para processos de retro inibicdo da enzima B-glicosidase (SINGHANIA et al., 2013).

Strauss et al. (2001) investigaram a presenca de diferentes enzimas em 245
leveduras ndo-Saccharomyces isoladas de vinhedos da Africa do Sul e a presenca
da B-glicosidase ndo foi encontrada em nenhuma das leveduras isoladas usando
arbutin como substrato. Entretanto, conforme os resultados apresentados na
TABELA 6, para as 32 leveduras nao-Saccharomyces avaliadas com os substratos
celobiose, arbutin, esculin e piceid, todas foram capazes de hidrolisar pelo menos

dois dos substratos empregados.

TABELA 6 - RESULTADO DAS REAGCOES UTILIZANDO OS SUBSTRATOS CELOBIOSE,
ARBUTIN, ESCULIN E PICEID CATALISADAS PELA ENZIMA B-GLICOSIDASE DAS
LEVEDURAS Saccharomyces E NAO-Saccharomyces

(continua)
Nome Nuamero de Substratos
referéncia Celobiose Arbutin Esculin Piceid

1  Candida azyma 156 + + + -
2  Candida krusei 260 + + -
3  Candida zemplinina 268 + + -

4  Candida zemplinina 289 + + - -
5 Candida zemplinina 215 + + + -
6 Candida zemplinina 241 + + + +
7  Candida zemplinina 204 + + + +
8 Candida zemplinina 211 + + + +
9  Candida zemplinina 279 + + - -
10 Candida zemplinina 226 + + + -
11 Hanseniaspora opuntiae 249 + + + +
12 Hanseniaspora opuntiae 250 + + + +
13 Hanseniaspora opuntiae 243 + + + +
14 Hanseniaspora opuntiae 199 + + + +
15 Hanseniaspora uvarum 219 + - + -
16 Hanseniaspora uvarum 216 + - + -
17 Hanseniaspora uvarum 15 + - + -
18 Hanseniaspora uvarum 172 + + + +
19 Hanseniaspora uvarum 121 + + + +
20 Hanseniaspora uvarum 148 + + + +
21 Hanseniaspora uvarum 299 + + + +
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TABELA 6 - RESULTADO DAS REACOES UTILIZANDO OS SUBSTRATOS CELOBIOSE,
ARBUTIN, ESCULIN E PICEID CATALISADAS PELA ENZIMA B-GLICOSIDASE DAS
LEVEDURAS Saccharomyces E NAO-Saccharomyces

(concluséo)

Leveduras Nuamero de Substratos
referéncia Celobiose Arbutin Esculin Piceid

22 Hanseniaspora uvarum 117 + + + +
23 Hanseniaspora uvarum 120 + + + +
24 Hanseniaspora uvarum 178 + + + +
25 Hanseniaspora uvarum 248 + + + +
26 Hanseniaspora uvarum 187 + + + +
27 Hanseniaspora uvarum 185 + + + +
28 Hanseniaspora uvarum 189 + + + +
29 Hanseniaspora uvarum 166 + + + +
30 Hanseniaspora uvarum 237 + + + +
31 Hanseniaspora uvarum 174 + + + +
32 Hanseniaspora uvarum 152 + + + +
33 Hanseniaspora uvarum 116 + + + +
34 Hanseniaspora uvarum 206 + + + +
35 Hanseniaspora uvarum 296 + + + +
36 Hanseniaspora uvarum 160 + + + +
37 Hanseniaspora uvarum 153 + + + +
38 Hanseniaspora uvarum 3 + + + +
39 Hanseniaspora uvarum 151 + + + +
40 Hanseniaspora uvarum 8 + + + +
41 [ssatchenkia terricola 19 + - + -
42 [ssatchenkia terricola 162 + + + -
43 [ssatchenkia terricola 261 + + + -
44 Saccharomyces cerevisiae 290 + - + -
45 Saccharomyces cerevisiae 224 + - + -
46 Saccharomyces cerevisiae 281 + - + -
47 Saccharomyces cerevisiae 105 + + -
48 Saccharomyces cerevisiae 293 + - +

49 Saccharomyces cerevisiae 33 + - + -
50 Saccharomyces cerevisiae 284 + + - -
51 Saccharomyces cerevisiae 282 + + + +
52 Saccharomyces cerevisiae 140 + + + +
53 Saccharomyces cerevisiae 227 + + + -
54 Saccharomyces cerevisiae 203 + + - -
55 Zygoascus meyerae 159 + + - +
56 Zygoascus meyerae 161 + + - -
57 Zygosaccharomyces bailii 232 + - + +
58 Zygosaccharomyces bailii 234 + + + -
59 Candida wickerhamii NRRL Y-2563 + + + +
60 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 - - - -

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: (+) reagéo de hidrdlise positiva (-) reagao de hidrélise negativa.

5.5

FERMENTACAO UTILIZANDO MOSTO DE UVA E AS LEVEDURAS
Saccharomyces E NAO-Saccharomyces ISOLADAS; PRODUTORAS DA ENZIMA B-
GLICOSIDASE

Para verificar a influéncia das condicbes ambientais da fermentagao

alcoolica de um processo de vinificagdo na agado da enzima B-glicosidase de cada
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uma das 33 leveduras Saccharomyces e néao-Saccharomyces isoladas que
hidrolisaram piceid em resveratrol e glucose, foram realizadas fermentagbes com
uvas Vitis labrusca cultivar Bordd (Terci) do estado do Parana.

Em virtude das uvas maduras serem portadoras de inumeros micro-
organismos, foi adicionado o metabissulfito de potassio (sulfitagem) para inibir
momentaneamente os micro-organismos existentes no mosto, em particular os
indesejaveis. Estes micro-organismos n&do s&o destruidos, mas permanecem em
estado latente (HASHIZUME, 2001) possibilitando a inoculagdo do mosto com as
leveduras produtoras da enzima -glicosidase em plena atividade, as quais
dominaram as leveduras presentes no mosto. O mosto de uva sulfitado e sem as
cascas, utilizado nas fermentagdes, apresentou os valores de solidos soluveis de
13 °Brix, a 20 °C, concentracdo de acucares redutores totais de 138,24+29,08 g.L'1,
pH de 3,210,2.

O mosto de uva Vitis labrusca, no inicio de cada fermentacao, foi inoculado
com uma concentragdo celular de 107 células de leveduras por mililitro de mosto.
Apos cinco dias de cada fermentacdo, as células foram separadas e no liquido
fermentado foram quantificadas as concentracées de glucose e frutose residuais;
etanol, acido acético e glicerol formados, e resveratrol, e os resultados obtidos estao
representados nas FIGURAS 23, 25, 26 e 27, respectivamente.

Na FIGURA 23 estao representados os resultados determinados apds cinco
dias de fermentacdo das concentragdes de glucose e frutose residuais e do
consumo total de acgucares pelas leveduras avaliadas. As maiores concentragdes de
acgucares totais consumidos foram observadas nas fermentacgdes realizadas por uma
levedura Saccharomyces e treze leveduras nao-Saccharomyces, sem diferencga
significativa (ANOVA, P >0,05). O consumo de acgucares totais variou entre
133,96+0,61 g.L'1 e 52,74+15,45 g.L'1, calculados nas fermentagdes que foram
inoculadas com as leveduras Candida zemplinina 241 e Hanseniaspora uvarum 174,
respectivamente. As menores concentragbes de glucose residual foram
determinadas nas fermentagbes realizadas por 14 leveduras, sem diferenca
significativa (ANOVA, P > 0,05); e as menores concentracbes de frutose residual
foram quantificadas em 15 fermentagdes, cada uma inoculada com uma levedura
distinta, sem diferencga significativa (ANOVA, P > 0,05).
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FIGURA 23 - CONCENTRACAO DE GLUCOSE RESIDUAL (g.L™"), FRUTOSE RESIDUAL (g.L™") E
ACUCARES REDUTORES TOTAIS CONSUMIDOS (g.L™') APOS CINCO DIAS DE
FERMENTACAO DE MOSTO DE UVA PELAS LEVEDURAS ISOLADAS
PRODUTORAS DA ENZIMA B-GLICOSIDASE
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras e pontos representam a média e as barras de erro = 1 desvio padrao para cada
analito. A concentragcédo de aglcares redutores totais consumidos esta apesentada em ordem
decrescente para as leveduras avaliadas. O * acima das barras de erro representa auséncia
de diferenga significativa no consumo de acgucares redutores totais e na concentracdo de
frutose residual; o ° acima das barras de erro representa auséncia de diferenca significativa
na concentracdo de glucose residual (ANOVA com corregédo de Tuckey HSD, P > 0,05).

Verifica-se na FIGURA 23 que a levedura Candida zemplinina 211
apresentou um elevado consumo de agucares totais, entretanto, a concentracao de
glucose residual presente ao final da fermentacdo realizada por esta levedura é
significativamente superior (ANOVA, P < 0,05) em relacdo as outras fermentacoes.
As fermentagdes realizadas pelas leveduras Hanseniaspora opuntiae 199 e
Hanseniaspora opuntiae 249 apresentaram uma concentracdo de glucose residual
significativamente inferior (ANOVA, P > 0,05), apesar do consumo de agucares totais
por estas leveduras nas fermentagdes n&o ter sido significativamente superior
(ANOVA, P<0,05). O consumo de acgucares redutores totais na fermentacéo
realizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae 282 foi significativamente
superior e os valores de glucose e frutose residuais foram significativamente
inferiores, indicando que esta levedura consumiu glucose e frutose na mesma
proporcao durante a fermentacao alcodlica.
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Considerando as concentragdes iniciais de glucose e frutose no mosto de
uva de 38,23+8,38 g.L™" e 100,01+20,70 g.L™", respectivamente, e a concentracéo
residual de glucose e frutose no liquido fermentado por cada uma das leveduras
apos cinco dias de fermentacdo (FIGURA 23), foi calculada a raz&o entre as
porcentagens de consumo de glucose e frutose para cada uma das leveduras
isoladas (FIGURA 24).

FIGURA 24 - REPRESENTACAO DA RAZAO ENTRE A PORCENTAGEM DO CONSUMO DE
GLUCOSE E FRUTOSE DE CADA LEVEDURA ISOLADA PRODUTORA DA
ENZIMA B-GLICOSIDASE
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FONTE: O autor (2016).
NOTA: A linha tracejada representa o consumo proporcional de glucose e frutose. Barras acima da

linha tracejada representam leveduras frutofilicas. Barras abaixo da linha tracejada
representam leveduras glucofilicas.

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 24, a maioria das leveduras
avaliadas, incluindo a levedura Saccharomyces cerevisiae 282, consumiu glucose e
frutose na mesma proporgédo. As leveduras ndo-Saccharomyces Hanseniaspora
uvarum 299 e Candida zemplinina 211 demonstraram preferéncia pela frutose. A
levedura Candida zemplinina € conhecida como uma das poucas leveduras
frutofilicas de importancia enolégica (MAGYAR e TOTH, 2011), entretanto, a maioria
das leveduras utilizadas em processos de vinificagdo sdo glucofilicas, preferem
fermentar glucose a frutose se ambas hexoses estiverem presentes no mosto
(MORENO-ARRIBAS e POLO, 2009). Uma vez que a glucose € a fonte de carbono

preferencialmente consumida por leveduras, a propriedade glucofilica de algumas
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leveduras pode ser explicada em parte pela repressdo catabodlica e também pelo
crescimento diauxico, uma vez que houve consumo de frutose por todas as
leveduras avaliadas (MADIGAN et al., 2010).

Os resultados das concentracdes de etanol e acido acético formados nas
fermentagdes inoculadas com cada uma das leveduras isoladas e selecionadas
estdo demonstrados na FIGURA 25. As maiores concentragées de etanol foram
observadas nas fermentacdes realizadas pela levedura Saccharomyces cerevisiae e
por nove leveduras ndo-Saccharomyces avaliadas, sem diferenga significativa
(ANOVA, P >0,05), e as menores concentragdes de acido acético sem diferenga
significativa (ANOVA, P > 0,05) foram detectadas nos liquidos fermentados de

14 leveduras nao-Saccharomyces.

FIGURA 25 - CONCENTRAGCOES DE ETANOL (g.L™") E ACIDO ACETICO (g.L") APOS CINCO
DIAS DE FERMENTACAO DE MOSTO DE UVA PELAS LEVEDURAS ISOLADAS
PRODUTORAS DA ENZIMA B-GLICOSIDASE
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a média da concentragdo de acido acético, pontos azuis
representam a média da concentragido de etanol e as barras de erro representam + 1 desvio
padrdo para cada analito. A concentragdo de etanol esta representada em ordem
decrescente para as leveduras isoladas e selecionadas. O * acima das barras de erro
representa que ndo ha diferenca significativa (ANOVA com corre¢do de Tuckey HSD,
P > 0,05).

A elevada formacédo de etanol, sem diferenca significativa (ANOVA,
P > 0,05) pelas leveduras Hanseniaspora uvarum denominadas 187, 148, 117, 121,
166, 206, 189 e 172 (FIGURA 25) esta de acordo com estudos que verificaram que
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leveduras apiculadas Hanseniaspora sp. podem persistir durante a fermentacao
alcoolica por periodos maiores do que se imaginava, resistir a elevadas
concentracdes de etanol e produzir etanol em concentragcbes similares aquelas
produzidas por leveduras industriais Saccharomyces cerevisiae utilizadas em
processos de vinificagdo (MOREIRA et al., 2011; HONG e PARK, 2013).

A FIGURA 26 demonstra a quantidade de glicerol no liquido fermentado de
cada fermentagdo, bem como a sua concentragdo esperada. As concentragdes
esperadas de glicerol foram calculadas considerando a concentragdo de etanol
formado nas fermentacdes realizadas por cada levedura (FIGURA 25), uma vez que

séo esperados valores entre um quinto a 1/12 do etanol formado em glicerol.

FIGURA 26 - CONCENTRACAO DE GLICEROL (g.L"') APOS CINCO DIAS DE FERMENTAGCAO DE
MOSTO DE UVA PELAS LEVEDURAS ISOLADAS PRODUTORAS DA ENZIMA B-
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a meédia da concentragdo de glicerol, as linhas pontilhadas
representam a concentragao esperada de glicerol (um quinto e 1/12 da concentragdo de
etanol) e as barras de erro representam + 1 desvio padrdo. A concentracdo esperada de
glicerol estd apresentada em ordem decrescente para as leveduras isoladas e
selecionadas. O * acima das barras representa que nao ha diferenga significativa
(ANOVA com correcdo de Tuckey HSD, P >0,05). O ** acima da barra representa

concentragao significativamente superior de glicerol (ANOVA com corre¢édo de Tuckey HSD,
P < 0,05).

A quantidade de glicerol formada pela levedura Candida zemplinina 211 foi
11,45+0,76 g.L'1, superior ao esperado, que era de no maximo 9 g.L'1, e

significativamente superior (P < 0,05, ANOVA) a concentragao de glicerol formada
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nas fermentacdes realizadas pelas outras leveduras avaliadas. A parte aos
resultados obtidos para a levedura Candida zemplinina 211, as maiores
concentragbes de glicerol foram observadas em fermentagdes realizadas por 19
leveduras sem diferenca significativa entre eles (ANOVA, P >0,05), e as
concentragbes determinadas estdo dentro da faixa esperada, considerando a
formacédo de etanol nos processos fermentativos realizados por cada levedura. O
glicerol é formado principalmente durante a fermentagao gliceropiruvica, no inicio da
fermentacdo alcodlica, nos processos de vinificagdo (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006). Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por Ribéreau-Gayon et
al. (2006) que, algumas leveduras ndo-Saccharomyces, particularmente Candida
zemplinina (previamente identificada como Candida stellata) e Saccharomycodes
ludwigii contribuem com elevadas concentragdes de glicerol em vinhos. O glicerol,
apo6s o etanol, é o principal metabdlito formado durante a fermentagcdo de acucares

em etanol, e acrescenta corpo, dulgor e complexidade aos vinhos (LOIRA et al.,
2014).

FIGURA 27 - CONCENTRACAO DE RESVERATROL (mg.L') APOS CINCO DIAS DE
FERMENTACAO DE MOSTO DE UVA PELAS LEVEDURAS ISOLADAS
PRODUTORAS DA ENZIMA B-GLICOSIDASE
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Saccharomyces cerevisiae 282 E—|
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a média e barras de erro = 1 desvio padrdo. A concentragdo de
resveratrol esta apresentada em ordem decrescente para as leveduras avaliadas. O * acima
das barras representa auséncia de diferenga significativa (ANOVA com corregéo de Tuckey
HSD, P > 0,05).
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Apesar de estudos demonstrarem que a agdo da enzima [-glicosidase de
leveduras é inibida em condi¢des de vinificagdo, principalmente em virtude do alto
teor de glucose no mosto de uva, do baixo valor de pH, da baixa oxigenagao e do
elevado teor de etanol no processo de vinificagdo (ROSI; VINELLA e DOMIZIO,
1994; VILLENA AREVALO et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2007), conforme os
resultados apresentados na FIGURA 27, sugere-se que 32 leveduras
Saccharomyces e nao-Saccharomyces isoladas com agao da enzima B-glicosidase,
nas condigdes de fermentacdo alcodlica, hidrolisaram o substrato piceid presente no
mosto de uva Vitis labrusca em resveratrol livre e glucose, e apds cinco dias de
fermentacdo, aumentaram a concentragdo inicial de resveratrol, de
3,18+0,01 mg.L", em até 102 %. As maiores concentracdes finais de resveratrol
foram observadas nas fermentagdes realizadas por 14 leveduras, sem diferenca
significativa (ANOVA, P > 0,05).

E importante considerar que a levedura autéctone Saccharomyces
cerevisiae 282 fermentou os acucares do mosto de uva com consequente formacao
de etanol, o que sugere que a elevada concentragdo de agucar inicial, o baixo valor
de pH inicial, e a concentracdo final de etanol (FIGURA 25) n&o inibiram a reagao
catalisada pela enzima B-glicosidase produzida por esta levedura, o que resultou em
um aumento na concentragdo de resveratrol apos cinco dias de fermentacdo em
41% (de 3,18+0,01 mg.L" para 4,55+0,46 mg.L"), como demonstrado na
FIGURA 26.

A atividade B-glicosidasica em leveduras Saccharomyces cerevisiae ja foi
anteriormente encontrada em poucas leveduras, e quando presente esta atividade é
muito baixa e facilmente inibida por concentragdes elevadas de glucose e/ou etanol,
anaerobiose e por dioxido de enxofre (CORDERO OTERO et al., 2003; VILLENA,;
IRANZO e PEREZ, 2007). A atividade B-glicosidasica de uma levedura
Saccharomyces cerevisiae diminuiu em 25% quando avaliada anaerobicamente em
suco de uva (HERNANDEZ et al., 2003) e a maxima atividade B-glicosidasica para
trés leveduras Saccharomyces cerevisiae em suco de uva foi observada durante a
fase de crescimento exponencial das células (apds 24 horas de fermentacao), e
tornou-se ausente apos 48 horas, quando o valor de pH da fermentacdo era trés
(FIA; GIOVANI e ROSI, 2005). Ja foi descrito que a atividade B-glicosidasica para
algumas leveduras pode ser aumentada pela presencga de etanol (ROSI; VINELLA e
DOMIZIO, 1994).
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As diferentes concentracbes de resveratrol final determinadas nas
fermentacdes realizadas por leveduras nao-Saccharomyces da mesma espécie
pode ser verificada comparando-se os resultados obtidos nas fermentacbes
inoculadas com as leveduras da espécie Hanseniaspora opuntiae. As quatro
leveduras Hanseniaspora opuntiae aumentaram a concentragao de resveratrol apds
cinco dias de fermentagdo alcodlica, mas em niveis distintos: as leveduras
Hanseniaspora opuntiae 249 e 243 aumentaram a concentragado de resveratrol para
um valor final médio de 5,76 mg.L‘1, a levedura Hanseniaspora opuntiae 199 para
um valor final médio de 4,71 mg.L'1 e a levedura Hanseniaspora opuntiae 250 para
3,42mg.L™" de resveratrol. As médias do valor de resveratrol final obtido foram
significativamente diferentes entre elas (ANOVA, P < 0,05).

As leveduras da espécie Hanseniaspora uvarum também apresentaram
diferengas para os valores médios da concentragéo final de resveratrol: a levedura
Hanseniaspora uvarum 187 aumentou a concentracdo de resveratrol para um valor
médio de 6,53mg.L”" e a levedura Hanseniaspora uvarum 03 manteve a
concentracdo de resveratrol inicial, indicando que provavelmente a enzima [-
glicosidase desta unica levedura, dentre as avaliadas, foi inativada pelas condigbes
da fermentacgao alcodlica.

A concentragdo de resveratrol e dos metabdlitos de importancia enologica
formados durante a fermentagao alcodlica realizada individualmente com cada uma
das 32 leveduras isoladas e produtoras da enzima (-glicosidase foram analisados
por correlagdo linear de Pearson. Uma correlagéo significativa foi verificada quando
foi comparado consumo de agucares com formacdo de etanol, glicerol e acido
acético, conforme esperado. Da mesma forma, os resultados mostraram que existe
uma correlagao (27%) significativa (P = 0,006) quando comparada a formagéo de
etanol com o aumento da concentragao de resveratrol nas fermentacgdes.

A comparacgéo de leveduras autoctones nao-Saccharomyces do estado do
Parana, avaliadas nas mesmas condi¢cdes fermentativas, revelou tanto beneficios
enoldgicos (formagao de etanol e glicerol) quanto efeitos prejudiciais (alto teor de
acucar residual, elevada formagao de acido acético). Segundo dados de literatura,
leveduras vinicas nao-Saccharomyces tém revelado tanto caracteristicas positivas
quanto negativas em fermentacao (FLEET, 2008; COMITINI et al., 2011).

A producdo de vinhos empregando leveduras que excretam sulfeto de
hidrogénio (H2S) produzem vinhos defeituosos (FLEET, 2003) pois o H>S contribui
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com odores desagradaveis e nauseantes (JACKSON, 2008c). Como leveduras
podem formar H,S, todas as leveduras isoladas produtoras da enzima B-glicosidase
também foram avaliadas quanto a capacidade de producado de H,S, para prevenir
quaisquer consequéncias nao desejadas.

A levedura Candida zemplinina 211 foi a unica levedura dentre as
33 leveduras selecionadas que desenvolveu coloracdo escura em meio acetato de
chumbo, indicando a formacao de H,S, conforme ilustrado na FIGURA 28. Portanto,
apesar da elevada formagao de glicerol, uma caracteristica desejada em leveduras
empregadas em processos de vinificagado, a levedura Candida zemplinina 211 nao

se mostrou adequada para ser empregada em processos de vinificagao.

FIGURA 28 - LEVEDURAS NAO-Saccharomyces Hanseniaspora opuntiae 199, Candida zemplinina
204, Hanseniaspora uvarum 296, Candida zemplinina 211, Zygosaccharomyces bailii
232 E Hanseniaspora opuntiae 237 CRESCIDAS NA TEMPERATURA DE 28 °C NA
SUPERFICIE DE MEIO SOLIDO ACETATO DE CHUMBO

) . Candido zemplinina 204 :
Hanseniaspora opuntiae 199 Hanseniaspora uverum 296

/

: e Hanseniaspora opuntice 237
Candida zemplining 211 2ygosaccharomyces bailii 232

FONTE: O autor (2016).
NOTA: O desenvolvimento de coloragdo marrom escura no meio de cultivo indica leveduras que
formam sulfeto de hidrogénio.

De acordo com Neto e Mendes-Ferreira (2005) a quantidade de H,S
produzida durante a vinificagdo € influenciada pela levedura utilizada e pelas
condi¢cdes do mosto, e usualmente leveduras ndo-Saccharomyces produzem mais

H.S comparativamente a leveduras Saccharomyces sp., desta forma, é importante a
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determinacgao prévia do potencial de producédo de H,S pelas leveduras antes da sua
inoculacdo em mosto de uva e do uso de leveduras nao produtoras em processos de

vinificagao industriais.

FIGURA29- ESQUEMA DA SELECAO DAS LEVEDURAS AUTOCTONES DO ESTADO DO
PARANA ISOLADAS COM RELACAO A CONCENTRACAO DE RESVERATROL E
CARACTERISTICAS ENOLOGICAS

Caracteristica | Levedura autéctone | Critério

. . . . @ Concentragao de resveratrol
. . superior a 5 mg/L sem diferenca
Resveratrol .

significativa (ANOVA com

. . . correcdo Tuckey HDS, P> 0,05)

Maior concentragéo de etanol e maior
consumo de agucares sem diferenca

. significativa (ANOVA com corregao

Resveratrol, etanol e

consumo de aglicares Tuckey HDS, P> 0,05)

agucares acido acético e glicerol significativa (ANOVA com corregéo Tuckey
HDS, P> 0,05)

. Menor concentragdo de acido acético e maior
Resveratrol, etanol, consumo de . concentragéo de glicerol sem diferenga

Resveratrol, etanol, consumo de
agucares acido acético, glicerol e

Auséncia de formagao de sulfeto de
sulfeto de hidrogénio

hidrogénio

FONTE: O autor (2016).

NOTA: O numero dentro de cada circulo indica a identificagdo da levedura selecionada: 117:
Hanseniaspora uvarum 117, 120: Hanseniaspora uvarum 120, 148: Hanseniaspora uvarum
148, 151: Hanseniaspora uvarum 151, 187: Hanseniaspora uvarum 187, 189: Hanseniaspora
uvarum 189, 204: Candida zemplinina 204, 206: Hanseniaspora uvarum 206, 211: Candida
zemplinina 211, 237: Hanseniaspora opuntiae 237, 243: Hanseniaspora opuntiae 243, 248:
Hanseniaspora uvarum 248, 249: Hanseniaspora opuntiae 249, e 299: Hanseniaspora
uvarum 299. Circulo alaranjado indica que a levedura atende o critério estabelecido.

Para selecionar uma levedura visando o aumento da concentracdo de
resveratrol em vinhos, tanto a agdo da enzima B-glicosidase quanto caracteristicas
metabdlicas fermentativas adequadas devem ser consideradas na levedura.
Conforme esquema representado na FIGURA 29, das 33 leveduras que hidrolisaram
piceid, 14 leveduras aumentaram a concentragao inicial de resveratrol em mosto de
uvas Vitis labrusca para valores em torno de 5,64 mg.L”" sem diferenga significativa
(ANOVA, P > 0,05). Destas, um total de seis leveduras autéctones foram capazes de

aumentar a concentragao de resveratrol e consumir agucares e formar etanol; destas
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seis, cinco leveduras produziram baixas concentracdes de acido acético e altas
concentragdes de glicerol, e destas cinco, quatro leveduras ndo formaram sulfeto de
hidrogénio.

Considerando-se o aumento da concentragao de resveratrol apds cinco dias
de fermentacdo bem como os metabdlitos de importéncia enoldgica, as leveduras
Hanseniaspora uvarum 148, Hanseniaspora uvarum 187, Hanseniaspora uvarum
189 e Hanseniaspora uvarum 206 demonstraram um metabolismo fermentativo mais
adequado a enologia sem diferenca significativa (ANOVA, P > 0,05) entre elas.

Apesar de desejado e esperado que uma levedura Saccharomyces
cerevisiae realize a fermentagao alcodlica, leveduras vinicas nao-Saccharomyces
estdo adaptadas ao ambiente especifico da uva (JOLLY; AUGUSTYN e
PRETORIUS, 2006) e evidéncias experimentais enfatizam o papel positivo que
leveduras nao-Saccharomyces podem ter para a composi¢do do vinho, com
consequente consideracdo do papel que estas podem desempenhar em processos
de vinificagdo (FERNANDEZ; UBEDA e BRIONES, 2000; CIANI et al., 2010;
COMITINI et al., 2011).

5.6 COMPARACAO DE FERMENTACOES UTILIZANDO LEVEDURA
AUTOCTONE Hanseniaspora uvarum E LEVEDURA VINICA COMERCIAL

Saccharomyces cerevisiae

A levedura autéctone Hanseniaspora uvarum 187 foi escolhida
arbitrariamente dentre as quatro leveduras produtoras da enzima B-glicosidase que
aumentaram o teor de resveratrol e apresentaram caracteristicas enoldgicas
(FIGURA 29) para ser utilizada em fermentagbes com mosto de uva Vitis labrusca
do estado do Parana. Concomitantemente as fermentagbes com a levedura
Hanseniaspora uvarum 187, foram realizadas fermentagdes empregando a levedura
vinica comercial Saccharomyces cerevisiae, que ja € utilizada em processos
industriais de vinificagdo por vinicultores paranaenses, visando a comparacao das
fermentacgdes.

Os mostos foram inoculadas com as leveduras Hanseniaspora uvarum 187 e
Saccharomyces cerevisiae. O mosto de uva com cascas, sulfitado, foi empregado,
uma vez que em processos de vinificagdo em tinto a fermentagao alcodlica ocorre na

presengca das cascas. Os mostos foram inoculadas com concentracdo inicial de
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1,3x107 células.g'1 de uva para cada levedura, sendo que esta relacdo equivale a
recomendacgao do fabricante da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae, ou
seja, 20 g de levedura seca a cada 100 Kg de uva. Em cada fermentagéo, apos a
inoculagao, foram coletadas amostras a cada dia e determinada a densidade, com
os resultados apresentados em valores de sdlidos soluveis, a 20 °C.

Conforme os resultados apresentados na FIGURA 30, as fermentacdes
inoculadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 187 e com a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae apresentaram os valores de sélidos soluveis de 15 °Brix,
a 20°C, no tempo inicial, e os valores de solidos soluveis permaneceram
constantes, em torno de 8 °Brix e 4 °Brix, a 20 °C, respectivamente, a partir do

quinto dia da fermentagao.

FIGURA 30 - VALORES DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) EM FERMENTAGOES INICIADAS COM A
LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) E A LEVEDURA
Hanseniaspora uvarum 187 (Hu 187) COM 10’ CELULAS.g" DE UVA EM FUNGAO
DO TEMPO (DIAS) DE FERMENTAGCAO
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FONTE: O autor (2016).

Nas fermentagbes realizadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 187 e
com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae houve formagéo de espuma na
superficie do mosto. O inicio do desprendimento de gas carbbnico ocorreu no
terceiro e no segundo dia, respectivamente, indicando o inicio da fase tumultuosa da
fermentacao alcodlica.

Segundo Walter (1953) e Stabnikova et al. (2008), a capacidade

fermentativa das leveduras é definida como o grau em que uma levedura consegue
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decompor uma quantidade conhecida de agucar em um determinado tempo, sendo
esta capacidade fermentativa determinada pela deteccdo do gas carbdnico
produzido. Portanto, a diminuigdo dos valores de solidos soluveis durante o tempo
de fermentacdo, conforme demonstrado na FIGURA 30, e o desprendimento de gas
carbbnico visualizado, sugerem que a capacidade fermentativa da levedura
Hanseniaspora uvarum 187 é inferior a capacidade fermentativa da levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae, conforme relatado por Jolly, Augustyn e
Pretorius (2006), que leveduras n&o-Saccharomyces podem ser benéficas a
vinificagcdo e que estas leveduras possuem baixo poder fermentativo.

Sabe-se que para garantir em condigdes econdmicas a fermentagdo de um
dado volume de mosto, deve-se determinar um volume de suspensdo de micro-
organismo de concentragdo adequada para iniciar os processos fermentativos
(CARVALHO e SATO, 2001). Desta forma, foi verificado se fermentag¢des realizadas
com a levedura Hanseniaspora uvarum 187 com concentragdo inicial de células
aumentada poderia seguir um perfil de diminuicdo de solidos soluveis similar as
fermentacdes realizadas com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae

iniciadas com concentragdo de 1,3x10” células.g™’ de uva.

FIGURA 31- VALORES DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) NAS FERMENTACOES REALIZADAS
COM A LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) INICIADAS
COM 10" CELULAS.g" DE UVA E COM A LEVEDURA Hanseniaspora uvarum 187
(HU 187) INICIADAS COM 10° E 10° CELULAS.g" DE UVA EM FUNCAO DO
TEMPO (DIAS) DE FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).
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Nas fermentagdes utilizando o mosto de uva com valores iniciais de sélidos
soluveis de 13 °Brix, a 20 °C, e iniciadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 187
nas concentracdes de 1,3x10° células.g” de uva e 1,3x10° células.g” de uva,
ocorreu a diminuicdo da densidade do mosto até o quarto dia para um valor de
sélidos soluveis de 5 °Brix, a 20 °C, estando este valor proximo ao valor de sélidos
soluveis determinado na fermentacdo realizada com a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae, que foi de 4 °Brix, a 20 °C, a partir do terceiro dia.

A elevada concentragdo de células de levedura exige energia de
manutencdo maior, isto €, maior consumo de agucar para manter as células vivas.
Como consequéncia, resulta em maior competicdo pelos nutrientes do meio,
minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade das células da levedura (LIMA;
BASSO e AMORIM, 2001). Considerando os dados de literatura e os resultados
obtidos nas fermentag¢des para as duas concentragdes de indculo, foi estabelecida a
concentracao inicial de 1,3x108 células.g”’ de uva para a levedura Hanseniaspora
uvarum 187 para ser empregada em todas as fermentagdes.

As uvas Vitis labrusca cultivadas no estado do Parana utilizadas em
processos de vinificagcdo usualmente apresentam valores iniciais de sélidos soluveis
em torno de 14 °Brix (DORNELES et al., 2005), portanto, os vinicultores necessitam
adicionar acucar de cana-de-agucar ao mosto de uva - procedimento este
denominado de chaptalizagdo — conforme a Lei n° 7.678 de 8 de novembro de 1988,
de forma a garantir vinhos com teor de etanol adequado a legislacado vigente,
conforme a Portaria n° 374 de 27 de novembro de 2014, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento.

Rizzon e Miele (2006) demonstraram para um mosto de uvas Vitis labrusca
da Serra Gaucha, no Rio Grande do Sul, o valor de solidos soluveis de 17,2 °Brix;
um valor de sélidos soluveis de 22,5 °Brix foi medido em mosto de uva Vitis labrusca
na Argentina (COMBINA et al., 2005), e valor de solidos soluveis de 15,5 °Brix foi
mensurado em mosto de uvas com 60% de uvas Vitis labrusca e 40% de uvas Vitis
vinifera na Coréia (LEE et al., 2006). As diferengas observadas entre os valores de
densidade ndo estdo somente relacionados com as cultivares difundidas em cada
regido. Dependem também das condigdes climaticas no periodo de maturagdo da
uva, sendo que maior precipitacdo pluviométrica e menor luminosidade contribuem
para uvas com valores mais baixos de agucares, e consequentemente, menores
valores de °Brix (RIZZON e MIELE, 2006).
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Para verificar o efeito da adigdo de sacarose no mosto de uva com cascas
sulfitado, aumentando a densidade inicial do mosto para um valor de sdlidos
soluveis de aproximadamente 20° Brix, foram realizadas fermenta¢gées em mosto de
uva chaptalizado utilizando a levedura Hanseniaspora uvarum 187 com
concentracdo inicial de 1,3x10® células.g’ de uva e a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae com concentragao inicial de 1,3x10’ células.g” de uva, e
os resultados referentes a determinacéo diaria do valor de sélidos soluveis estéao
demonstrados na FIGURA 32.

FIGURA 32 - VALORES DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) NAS FERMENTAGCOES INICIADAS COM
A LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) coM 10’
CELULAS.g'1 DE UVA E INICIADAS COM A LEVEDURA Hanseniaspora uvarum 187
(HU 187) COM 10° CELULAS.g" DE UVA EM FUNGCAO DO TEMPO (DIAS) DE
FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).

Verificou-se que nas fermentagdes realizadas com mosto chaptalizado, a
densidade permaneceu praticamente constante no periodo de um a quatro dias,
como teor de solidos soluveis em valores em torno de 17 °Brix, a 20 °C. Os dados
apresentados na FIGURA 32 sugerem que a quantidade inicial de solidos soluveis
de 19 °Brix provavelmente inibiu o metabolismo respiratorio das leveduras, nao
permitindo que estas se multiplicassem no mosto.

Um tempo superior a 48 horas em que a densidade do mosto n&o se altera
confirma uma parada ou uma estagnagado no processo fermentativo. O risco de

deterioracdo microbiana € o principal problema de uma parada de fermentacao, pois
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no momento em que se observa uma inércia fermentativa por parte das leveduras,
bactérias podem atuar e causar as mais variadas alteragdes no processo. As
bactérias laticas podem se estabelecer no mosto fermentativo exclusivamente
transformando o acido malico em acido latico, na fermentacdo malolatica. Se o
metabolismo das leveduras nao persistir até o consumo total dos agucares
presentes no mosto, as bactérias se multiplicam, e nesta situagdo, a acidez volatil
pode aumentar rapidamente pela formacdo de acido acético a partir da glucose,
chegando a niveis inaceitaveis. Muitos fatores podem levar a uma parada de
fermentacao, dentre eles: temperaturas excessivas no inicio da fermentacéo, falta de
controle de temperatura durante o processo, baixo teor de oxigénio dissolvido e
concentragdes elevadas de agticares no mosto (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Em decorréncia da paralisagdo das fermentagdes (FIGURA 32)
provavelmente devido a elevada densidade inicial do mosto em virtude da adi¢céo de
acucares antes da inoculagdo das leveduras, também foram realizadas
fermentagdes chaptalizando o liquido fermentado, 72 horas apds inoculagado de cada
levedura. As fermentagdes foram iniciadas com a levedura Hanseniaspora uvarum
com 1,3x10® células.g’ de uva, e com a levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae na concentracdo de 1,3x10’ células.g”’ de uva, e antes do inicio do
metabolismo fermentativo das leveduras, verificado visualmente pelo aparecimento
de espuma, foi realizada a chaptalizacao para obter o valor de sdlidos soluveis finais
de 20 °Brix, considerando o °Brix inicial do mosto.

Verifica-se pelos resultados apresentados na FIGURA 33 que as
fermentagdes iniciadas com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae apos
trés dias tinham valores de solidos soluveis de 4 °Brix, a 20 °C, corroborando com os
resultados apresentado na FIGURA 31. A levedura autoctone Hanseniaspora
uvarum 187 diminuiu a concentragao dos sélidos soluveis até valores préximos aos
determinados na fermentacdo iniciada com a levedura Saccharomyces cerevisiae,

em valores em torno de 5,5 °Brix.
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FIGURA 33 - VALORES DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) NAS FERMENTAGCOES INICIADAS COM
A LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) COM 10’
CELULAS.g'1 DE UVA E INICIADAS COM A LEVEDURA Hanseniaspora uvarum 187
(HU 187) COM 10° CELULAS.g" DE UVA EM FUNGCAO DO TEMPO (DIAS) DE
FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).

Considerando os dados apresentados nas FIGURAS 32 e 33, tanto para a
levedura Hanseniaspora uvarum 187 quanto para a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae, com 0 objetivo de evitar a ocorréncia de paradas de
fermentagdes, o procedimento de chaptalizagdo do mosto de uvas Vitis labrusca
deve ser realizado no inicio do metabolismo fermentativo da levedura inoculada nos
processos de vinificagcdo. Estes resultados também podem ser transmitidos para os
produtores paranaenses, por intermédio do Programa de Extensdo, desejando
contribuir com a melhoria dos processos de vinificagdo, uma vez que o procedimento
de chaptalizagdo normalmente é realizado no inicio do processo.

A partir dos resultados obtidos nas fermentagdes inoculadas com a levedura
Hanseniaspora uvarum 187, a concentracdo de indculo de 1,3x10® células.g™ de uva
e o procedimento de chaptalizacdo do mosto de uva com cascas sulfitado apos
72 horas da inoculagdo foram empregados em todas as fermentagbes realizadas
com monocultura (in6culo simples) das leveduras autoctones isoladas e
selecionadas Hanseniaspora uvarum 148, Hanseniaspora uvarum 187,
Hanseniaspora uvarum 189 e Hanseniaspora uvarum 206 (FIGURA 29). Nas
fermentagdes realizadas, foram medidos os teores de solidos soluveis a cada dia,

conforme exposto na FIGURA 34, e determinadas as concentragdes de resveratrol,
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glucose residual, frutose residual, glicerol, acido acético e etanol no término da

fermentacao alcodlica, e os resultados estdo apresentados na FIGURA 35.

FIGURA 34 - VALOR DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) NAS FERMENTACOES INICIADOS COM AS
LEVEDURAS Hanseniaspora uvarum 148 (HU 148), Hanseniaspora uvarum 187 (HU
187), Hanseniaspora uvarum 189 (HU 189) E Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206)
COM 10° CELULAS.g'" DE UVA EM FUNCAO DO TEMPO (DIAS) DE
FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).

Os valores de densidade expostos na FIGURA 34 demonstram que,
comparativamente as leveduras Hanseniaspora uvarum 148, Hanseniaspora uvarum
189 e Hanseniaspora uvarum 206, a fermentagcdo empregando a monocultura da
levedura Hanseniaspora uvarum 187 apresentou maior diminuigdo do valor de
sélidos soluveis durante o periodo da fermentacdo, permanecendo constante em
aproximadamente 6 °Brix.

Observa-se pelos resultados exibidos na FIGURA 35 que ndo houve
diferenga significativa nas concentragbes de resveratrol, glucose residual, frutose
residual, glicerol, acido acético e etanol quantificadas no término das fermentagdes
inoculadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 148 e com a levedura
Hanseniaspora uvarum 189. No entanto, nas fermentagdes inoculadas com a
monocultura da levedura Hanseniaspora uvarum 206 foram detectadas as menores
formagdes de etanol (ANOVA, P = 0,0002) e glicerol (ANOVA, P = 0,002) e maiores
concentragbes de glucose e frutose residual (ANOVA, P = 0,0005) entre as quatro
leveduras nao-Saccharomyces avaliadas. Nas fermentagbes inoculadas com a
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levedura Hanseniaspora uvarum 187 foram conseguidas no término da fermentagéo
alcodlica as maiores concentragdes de resveratrol, de 14,17+0,80 mg.L”" (ANOVA,
P = 0,004), e de glicerol, de 8,81+0,14 g.L' (ANOVA, P = 0,002), em comparacao as
concentragdes de resveratrol e glicerol obtidas nas fermentag¢des inoculadas com as
leveduras Hanseniaspora uvarum 148, 189 e 206.

FIGURA 35- CONCENTRAGCOES DE RESVERATROL (mg.L™), GLUCOSE RESIDUAL (g.L™"),
FRUTOSE RESIDUAL (g.L™"), GLICEROL (g.L™), ACIDO ACETICO (g.L™") E ETANOL
(g.L'1) DETERMINADAS NO FINAL DE CADA FERMENTAGCAO ALCOOLICA DO
MOSTO DE UVA Vitis labrusca INOCULADO COM AS LEVEDURAS Hanseniaspora
uvarum 148 (HU 148), Hanseniaspora uvarum 187 (HU 187), Hanseniaspora uvarum
189 (HU 189) OU Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206)
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a média das concentragdes dos analitos e as barras de erro
representam + 1 desvio padrdo para cada analito. Resultados referentes as concentragdes
dos analitos classificados com letras distintas s&o diferentes entre si (ANOVA com corregéo
de Tuckey HSD, P > 0,05)

A concentragdo de glicerol determinada nas fermentagdes alcodlicas
realizadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 187 estda de acordo com o
relatado por Ribéreau-Gayon et al. (2006), onde afirmam que as leveduras vinicas
apresentam formagao de glicerol distintas, variando de 4,20g.L™" a 10,40g.L". O
glicerol € um dos compostos encontrados no vinho, e contribui diretamente com o
sabor adocicado (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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As leveduras Hanseniaspora uvarum 148, Hanseniaspora uvarum 187,
Hanseniaspora uvarum 189 e Hanseniaspora uvarum 206 conseguiram aumentar a
concentracdo de resveratrol em fermentacdes utilizando mosto de uva conforme o
utilizado em processos de vinificacdo pelos vinicultores do estado do Parana.
Considerando que em processos de vinificagdo as leveduras Saccharomyces sp.
sdo as principais responsaveis pela fermentagcdo alcodlica, foram realizadas
fermentagdes com indculo misto, ou co-cultura, utilizando mosto de uvas com casca
sulfitado, chaptalizado ap6s 72 horas da adigdo do indculo. O in6culo misto utilizado
nas fermentacdes foi constituido por uma concentracdo de 1,3x10° células.g™ de uva
de uma das leveduras autoctones Hanseniaspora uvarum e de uma concentragao de
1,3x10" células.g™” de uva da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

Os resultados das fermentagcdes com inéculo misto em relagdo aos solidos
soluveis medidos a cada dia estdo ilustrados na FIGURA 36. Os valores
mensurados de resveratrol, glucose residual, frutose residual, glicerol, acido acético
e etanol no término das fermentagdes inoculadas no inicio (tempo zero) com in6culo
misto formado por células de cada uma das leveduras autéctones Hanseniaspora
uvarum somado com células da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae estao
dispostos na FIGURA 37.

FIGURA 36 - TEOR DE SOLIDOS TOTAIS (°Brix) NAS FERMENTACOES INICIADOS COM AS
LEVEDURAS Hanseniaspora uvarum 148 (HU 148), Hanseniaspora uvarum 187 (HU
187), Hanseniaspora uvarum 189 (HU 189) OU Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206)
COM 10% CELULAS.g" DE UVA EM CONJUNTO COM A LEVEDURA COMERCIAL
Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) COM 10’ CELULAS.g" DE UVA EM FUNCAO
DO TEMPO (DIAS) DE FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).
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Os valores representados na FIGURA 36 mostram que, em todas as
fermentacdes realizadas com in6culo misto, com células de uma levedura
Hanseniaspora uvarum somados as células da levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae, ocorreu a diminuicdo do teor de sdlidos soluveis até valores de 5 °Brix,
no quinto dia. Comparando-se os dados ilustrados nas FIGURAS 33 e 35, em que
foi utilizado inéculo simples (monocultura) e indculo misto, respectivamente, verifica -
se que o indéculo misto resultou na diminuigdo do teor de sdlidos soluveis nas
fermentacdes com as leveduras Hanseniaspora uvarum 148, Hanseniaspora uvarum

189 e Hanseniaspora uvarum 206.

FIGURA 37 - CONCENTRAGCOES DE RESVERATROL (mg.L™), GLUCOSE RESIDUAL (g.L™),
FRUTOSE RESIDUAL (g.L™"), GLICEROL (g.L™), ACIDO ACETICO (g.L™") E ETANOL
(g.L'1) DETERMINADAS NO FINAL DE CADA FERMENTACAO ALCOOLICA DO
MOSTO DE UVA Vitis labrusca INOCULADO NO INICIO COM INOCULO MISTO DE
CELULAS DA LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) E DE
CADA LEVEDURA Hanseniaspora uvarum: Hanseniaspora uvarum 148 (HU 148),
Hanseniaspora uvarum 187 (HU 187), Hanseniaspora uvarum 189 (HU 189) OU
Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206)
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a média das concentragdes dos analitos e as barras de erro
representam + 1 desvio padrdo para cada analito. Resultados referentes as concentragdes
dos analitos classificados com letras distintas s&do diferentes entre si (ANOVA com correcéo
de Tuckey HSD, P > 0,05).

Percebe-se pelos resultados apresentados na FIGURA 37 que as
concentracdes de etanol, em torno de 66 g.L"' (ANOVA, P=0,06) e de acido
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acético, em torno de 0,16 g.L”' (ANOVA, P =0,77), determinadas em todas as
fermentagdes foram semelhantes, e que as formagdes de resveratrol e glicerol foram
superiores, com valores de 14,07+1,17mgL"' (ANOVA, P=0,02) e de
8,53+0,22 g.L' (ANOVA, P =0,01), respectivamente, nas fermentacdes realizadas
com in6culo misto de células das leveduras Hanseniaspora uvarum 187 e
Saccharomyces cerevisiae em relacéo as demais fermentagdes.

Também foram realizadas fermentagdes com indculo misto sequencial em
que a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae foi adicionada 48 horas apoés a
inoculacdo da levedura Hanseniaspora uvarum. Os dados em relagdo ao teor de
sélidos soluveis das fermentacbes com inoculo misto sequencial estédo
demonstrados na FIGURA 38, e os resultados das concentracbes de resveratrol,
glucose residual, frutose residual, glicerol, acido acético e etanol determinados no
final da fermentacéo, representados na FIGURA 39.

FIGURA 38 - VALORES DE SOLIDOS SOLUVEIS (°Brix) NAS FERMENTACOES REALIZADAS
COM A LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) INICIADO
COM 10’ CELULAS.g"' DE UVA APOS 48 HORAS DA INOCULACAO DAS
LEVEDURAS Hanseniaspora uvarum 148 (HU 148), Hanseniaspora uvarum 187 (HU
187), Hanseniaspora uvarum 189 (HU 189) OU Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206)
INICIADAS COM 10°® CELULAS.g”" DE UVA EM FUNCAO DO TEMPO (DIAS) DE
FERMENTACAO
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FONTE: O autor (2016).
NOTA: A seta representa o tempo da inoculagcédo da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae
na concentragdo de 10’ células.g™ de uva.
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Conforme os dados presentes na FIGURA 38, nas fermentagbes com
in6éculo misto sequencial verifica-se, em comparacdo com as fermentagcdes com
indculo misto (FIGURA 36), que em todas as fermentagbes inoculadas
primeiramente com a levedura Hanseniaspora uvarum e posteriormente com a
levedura comercial ndo foi verificado um favorecimento na diminuicdo do teor de
sélidos soluveis, pois valores em torno de 5 °Brix foram observados somente no
sétimo dia das fermentagdes, enquanto que nas fermentagdes empregando indculo
misto, este valor foi encontrado no quinto dia.

Comparando as FIGURAS 36 e 38, onde estdo demonstrados os dados
referentes ao teor de soélidos soluveis nas fermentacbes com inoculagdo mista e
inoculacdo mista sequencial, respetivamente, percebe-se que o0s resultados
demonstrados estdo de acordo com Loira et al. (2015) que relatam diferengas entre
fermentagdes quando utiliza-se inoculagcdo mista sequencial. Os autores propdem
que a inoculacdo mista sequencial permite a expressdo de particularidades
metabdlicas de leveduras ndo-Saccharomyces e que a inoculagdo mista resulta em
maior uniformidade de resultados.

Os resultados representados na FIGURA 39, mostram que a concentragao
de resveratrol foi superior (ANOVA, P =0,005) nas fermentagbes iniciadas com a
levedura Hanseniaspora uvarum 187, com concentracdo de 13,23+0,94 mg.L‘1. A
concentracéo residual de glucose e de frutose, formagao de etanol e de glicerol ndo
apresentaram diferenca significativa (ANOVA, P >0,05) entre as fermentagbes
realizadas. A formagédo de acido acético foi significativamente superior (ANOVA,
P =0,01) nas fermentacgdes iniciadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 148
comparativamente as iniciadas com a levedura Hanseniaspora uvarum 187, e foi
quantitativamente inferior (0,27+0,04 g.L") na fermentacdo iniciada com a levedura
Hanseniaspora uvarum 187, apesar de estatisticamente semelhante as
fermentacdes iniciadas com as leveduras Hanseniaspora uvarum 189 e
Hanseniaspora uvarum 206, com valores de 1,15+0,23 g.L™" (ANOVA, P =0,37) e
1,10+0,27 g.L‘1 (ANOVA, P = 0,41), respectivamente.

Conforme os resultados determinados das fermentagées com indculo misto
sequencial e mostrados na FIGURA 39, ndo foi verificado um aumento na
concentragcdo de resveratrol e de etanol em todas as fermentagbes realizadas em
comparagao aos resultados das fermentagbes iniciadas com inoculo misto,
apresentados na FIGURA 38.
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FIGURA39- CONCENTRAGCOES DE RESVERATROL (mg.L™), GLUCOSE RESIDUAL (g.L™),
FRUTOSE RESIDUAL (g.L™"), GLICEROL (g.L™), ACIDO ACETICO (g.L™") E ETANOL
(g.L'1) DETERMINADAS NO FINAL DE CADA FERMENTAGCAO ALCOOLICA DO
MOSTO DE UVA Vitis labrusca INOCULADO NO INIiCIO COM LEVEDURAS
Hanseniaspora uvarum 148 (HU 148), Hanseniaspora uvarum 187 (HU 187),
Hanseniaspora uvarum 189 (HU 189) OU Hanseniaspora uvarum 206 (HU 206) E
APOS 48 HORAS COM A LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-
SC)
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a meédia das concentragcdes dos analitos e as barras de erro
representam + 1 desvio padrdo para cada analito. Resultados referentes as concentragdes
dos analitos classificados com letras distintas s&o diferentes entre si (ANOVA com correcéo
de Tuckey HSD, P>0,05).

Em relagdo aos valores de solidos soluveis observados em todas as
fermentagcdes inoculadas com as leveduras Hanseniaspora uvarum 148,
Hanseniaspora uvarum 189 e Hanseniaspora uvarum 206, empregando inoculo
simples (monocultura) (FIGURA 34) e indéculo misto sequencial (FIGURA 38),
verifica-se que os resultados encontrados estdo de acordo com o relatado em
literatura, onde as leveduras ndo-Saccharomyces utilizadas em fermentagdes
sequenciais conseguem se multiplicar e fermentar o mosto entre uma hora e quinze
dias antes da inoculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (JOLLY;
AUGUSTYN e PRETORIUS, 2006), pois as fermentagdes foram conduzidas por um
tempo de sete dias.

Considerando que nao ocorreu aumento nas concentracées de resveratrol e

de etanol quando foi utilizado in6culo misto e in6culo misto sequencial nas



115

fermentacdes, este fato pode ser explicado pela hipotese de que o emprego de
inoculagdo mista de leveduras ndo-Saccharomyces com leveduras Saccharomyces
pode provocar um desenvolvimento inicial rapido de leveduras n&o-Saccharomyces,
possuindo um efeito inibitério no subsequente metabolismo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae (MEDINA, 2012).

Dentre as quatro leveduras autéctones selecionadas produtoras da enzima
B-glicosidase, a levedura Hanseniaspora uvarum 187 apresentou melhor capacidade
de diminuir o valor de soélidos soluveis presentes no mosto de uva com cascas,
sulfitado e chaptalizado, quando empregada em monocultura, inéculo misto e
in6culo misto sequencial (FIGURAS 34, 36 e 38). Também foi a levedura nao-
Saccharomyces que, ao ser utilizada em fermentagdes, possibilitou concentragdes
finais superiores de resveratrol e glicerol, comparativamente as outras leveduras
nao-Saccharomyces selecionadas (FIGURAS 35, 37 e 39).

Considerando os dados expostos em literatura, onde informam que a
concentracdo de resveratrol livre também depende do etanol formado na presenca
das cascas das uvas durante a fermentacdo alcoodlica (BAVARESCO et al., 2012),
foram realizadas analises estatisticas comparando as concentracdes de resveratrol,
glucose residual, frutose residual, glicerol, acido acético e etanol detectadas no final
das fermentagdes realizadas utilizando a levedura Hanseniaspora uvarum 187 em
monocultura; inéculo misto da levedura Hanseniaspora uvarum 187 adicionado da
levedura comercial Saccharomyces cerevisiae; inoculo misto sequencial da levedura
Hanseniaspora uvarum 187 e da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae,
com a fermentagéo utilizando a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae em
monocultura, conforme os resultados apresentados na FIGURA 40.

Conforme apresentado na FIGURA 40, as concentragbes de etanol
detectadas nas fermentagdes realizadas com as monoculturas das leveduras
Hanseniaspora uvarum 187 e levedura comercial Saccharomyces cerevisiae, bem
como utilizando in6culo misto e indculo misto sequencial destas leveduras, foram
de 67,87+1,22 g.L", 66,29+3,06 g.L", 67,57+0,79 g.L", 67,56+1,19 g.L™" (ANOVA,
P > 0,05), respectivamente, estatisticamente semelhantes, e as quantidades de
acucares residuais (glucose e frutose) de 5,57+0,86g.L", 5,66+0,71g.L”,
4,75+0,53 g.L!, 5,3620,11 g.L", respectivamente. Analisando os resultados das
concentracdes de etanol e de agucares residuais no término das fermentagdes,

percebe-se que as concentragdes de agucares no mosto foram insuficientes para
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atingir o teor alcodlico final necessario para atender a legislacdo brasileira para
vinhos de mesa utilizando uvas Vitis labrusca (minimo de 8,6% e maximo de
14% vol/vol, a 20 °C, conforme a Portaria n° 374 de 27 de novembro de 2014, do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

FIGURA 40 - CONCENTRAGCOES DE RESVERATROL (mg.L™), GLUCOSE RESIDUAL (g.L™),
FRUTOSE RESIDUAL (g.L™"), GLICEROL (g.L™), ACIDO ACETICO (g.L™") E ETANOL
(g.L") DETERMINADAS NO FINAL DE CADA FERMENTAGCAO ALCOOLICA DO
MOSTO DE UVA Vitis labrusca INOCULADA COM A LEVEDURA Hanseniaspora
uvarum 187 (HU 187) COM 10° CELULAS.g' DE UVA EM MONOCULTURA,
INOCULO MISTO OU INOCULO MISTO SEQUENCIAL APOS 48 HORAS, COM A
LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae (LC-SC) COM 10’
CELULAS.g" DE UVA
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: As barras representam a meédia das concentragdes dos analitos e as barras de erro
representam + 1 desvio padrdo para cada analito. Resultados referentes as concentragdes
dos analitos classificados com letras distintas s&o diferentes entre si (ANOVA com corregéo
de Tuckey HSD, P>0,05).

A concentragdo de resveratrol quantificada nas fermentagdes realizadas
empregando monocultura (14,17+0,80 mg.L™"), inéculo misto (14,07+1,17 mg.L™"), e
indculo misto sequencial (13,23+0,94 mg.L™") foi comparada com a concentragdo de
resveratrol detectada na fermentagcdo utilizando a monocultura da levedura
comercial (11,51+0,79 mg.L") e foram obtidos os valores de P = 0,08 (ANOVA),
P =0,09 (ANOVA) e P = 0,32 (ANOVA), respectivamente.
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Pérez et al. (2011) ressaltam a importancia de se utilizar meios diferenciais
para detectar leveduras produtoras da enzima B-glicosidase em colegdes com
grande numero de micro-organismos, uma vez que poucas leveduras com esta
enzima foram identificadas, e isto torna-se um limitante do seu potencial enoldgico.

Muitos produtores acreditam que o caminho para a inovagdo em vinhos é
pelo uso de métodos tradicionais de fermentacdo, baseados na fermentacao
esponténea, empregando leveduras da regido (SANNINO et al., 2013).

Ao avaliar diferentes espécies de leveduras nao-Saccharomyces, estudos
concluem que a combinacdo de leveduras Saccharomyces com leveduras né&o-
Saccharomyces apresentam formagao de substancias distintas em vinhos daquelas
presentes quando se emprega a monocultura de uma levedura avaliada, indicando
que as leveduras Saccharomyces e n&o-Saccharomyces nao apenas coexistem
passivamente no mosto fermentativo, mas interagem metabolicamente. Neste
contexto, o uso de ind6culo misto de leveduras Saccharomyces com né&o-
Saccharomyces, pode ser utilizado em processos de vinificagdo conferindo
vantagens de reproduzir o que ocorre em uma fermentagao esponténea, referente a
aspectos biolégicos e técnicos, bem como permitindo também a sintese de aromas
mais complexos (SUN et al., 2014).

Os resultados encontrados estao de acordo com o trabalho de Wang; Mas e
Esteve-Zarzoso, (2015) que, ao avaliarem a interagdo entre leveduras
Hanseniaspora uvarum e Saccharomyces cerevisiae durante a fermentagao
alcodlica, relataram que o etanol ndo é um fator critico para o desenvolvimento da
levedura Hanseniaspora uvarum, além de demonstrarem alta tolerancia desta
espécie ao etanol. Os resultados dos autores sugerem que outros metabdlitos
secretados pela levedura Saccharomyces cerevisiae sdo a principal causa da
diminuicdo da populagcdo de leveduras nao-Saccharomyces ao término da

fermentagao alcodlica.



118

6 CONSIDERAGOES GERAIS

Com base na biodiversidade das leveduras autoctones, isoladas e
investigadas provenientes da microbiota das uvas do estado do Parana, sabendo-se
que estas foram caracterizadas para uso em processos de vinificacdo, considerando
nao somente a agao da enzima B-glicosidase, mas também avaliando a formagéo de
metabolitos de importancia enoldgica; verifica-se que a maneira de como as
leveduras n&o-Saccharomyces s&o inoculadas ao mosto fermentativo ndo induz
diferengas significativas nos teores determinados de agucares residuais, glicerol,
acido acético e etanol formado.

Entretanto, sabe-se que resultados obtidos em escala de laboratério ndo sao
necessariamente os esperados em fermentagcdes em escala industrial, e que para
atender a legislagao vigente, que regula a gestao do patriménio genético brasileiro, &
necessaria a obtencdo da autorizagdo para desenvolvimento tecnoldgico
anteriormente aos procedimentos que buscam a elaboracdo ou modificagcdes de
produtos ou processos existentes com aplicagao econémica.

Desta forma, os produtores de vinho do estado do Parana, que gentilmente
colaboraram com o desenvolvimento desta tese, possuem, teoricamente, uma
levedura isolada das uvas da regido, que apresentou caracteristicas enologicas
adequadas, e ainda mostrou-se promissora para a elaboracdo de vinhos com
concentracéo de resveratrol aumentada. Convém salientar que é necessario obter a
autorizacdo para Desenvolvimento Tecnoldgico frente ao Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético antes de empregar a levedura isolada em escala industrial,
realizar testes organolépticos ou ainda determinar possiveis modificagbes no perfil

aromatico dos vinhos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a escolha de uma levedura para a
elaboracdo de vinhos com teor de resveratrol aumentado deve considerar além da
acdo da enzima f-glicosidase em condigdes de vinificagdo, também as
caracteristicas desejaveis do metabolismo fermentativo de leveduras, principalmente
a formacgao de etanol. A levedura Hanseniaspora uvarum 187 pode contribuir com a

elaboragao de vinhos em monocultura, inéculo misto ou inéculo misto sequencial.
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