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Resumo

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo responsaveis pela transformagdo dos aglicares em
alcool durante a fermentacao de vinhos. A populacdo de leveduras ¢ importante para garantir uma
fermentagdo rdpida e completa. Por isso, este trabalho teve como objetivo acompanhar o
crescimento da populacdo leveduriana durante a fermentagdo alcodlica de vinhos Tempranillo e
Syrah (Vitis vinifera L.), em regido de clima semidrido tropical, no Nordeste do Brasil. Foi realizada
uma verificagdo do procedimento de contagem leveduriana utilizando um microscopio automatico
fluorecente. O experimento foi realizado em condi¢des de laboratorio (23+2°C) entre 23 de junho
e 3 de julho de 2009, nas instalacdes da Embrapa Semi-Arido, em Petrolina-PE, Brasil. O principio
do equipamento analitico utilizado (Nucleo Counter) resume-se da seguinte forma: dentro do
instrumento uma fonte de luz atravessa a amostra excitando o corante, que tinge o DNA da
populacao das células levedurianas ndo vidveis. Um sensor registra a imagem, que ¢ posteriormente
analisado por um software para a contagem das células. O corante utilizado ¢ o Iodeto de Propidio
(PI), geralmente empregado nas tradicionais técnicas de microscopia fluorecente. O PI tem a
capacidade de vincular seletivamente o DNA das células ndo viaveis na amostra a ser analizada. J&
as membranas ativas e vidveis sdo capazes de expulsar o PI de dentro da célula, assim ndo sendo
contadas durante a analise. Por isso, para obter o contagem total de células € necessario adicionar o
reagent Lysis buffer (distribuido pelo fornnecerdor), que quebra a membrana das céluas viaveis
permitindo a pigmentac¢ao dos nucleos pelo PL.

O procedimento operacional seguem trés protocolos, o primeiro ¢ destinado a quantificagdo das
células indigenas totais (protocolo realizado no inicio do processamento); o segundo para
determinagdo da células totais (utilizando Lysis buffer) e o terceiro para determinacao das células
mortas (sem a utilizagdo do Lysis buffer). A subtracdo entre o protocolo dois e trés resulta na
populagdo leveduriana viavel. Foi verificado uma grande populagdo nativa antes da adicdo de
metabissulfito. Ap6s a adigdo esta diminui drasticamente, confirmando a eficacia do SO,. As
analises foram realizadas diariamente, duas ao dia, para acompanhamento da evolugdo da
populagdo. Foi constatado um alto crescimento do levedo selecionado durante os primeiros dias de
fermentagdo, coincidindo com as aeragdes e remontagens, para garantir uma populagao eficiente até
o final da fermentacdo. A populacdo cai no final, o que naturalmente ¢ observado, com a
mortalidade das leveduras devido ao teor de alcool dos vinhos. O experimento domonstrou uma boa
eficiencia da metodologia ndo oficial, que deverd ser avaliada e futuramente comparada com
métodos tradicionais, € que podera ser uma alternativa mais pratica e rapida que o métodos
manuais.
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