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RESUMO

Este trabalho objetiva descrever as atividades realizadas durante o estagio curricular obrigatorio
do curso de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O estagio foi realizado
no Laboratdrio de Microbiologia Aplicada (LMA), do Centro Nacional de Pesquisa de Uva e
Vinho (CNPUV), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, no municipio de Bento
Gongcalves, no periodo de janeiro a margo de 2020. Efetuaram-se analises para a detec¢édo da
aptidao enoldgica de linhagens de leveduras para a producdo de vinhos. As linhagens foram
avaliadas quanto a velocidade de fermentacdo, producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S),
capacidade de producéo de fator killer, e sensibilidade ou neutralidade a este fator. Verificou-
se que 72,9% das leveduras mostram-se capazes de produzir H2S, enquanto 8,3% delas possuem
capacidade Killer, e 75% delas sdo sensiveis ao mesmo fator. Duas das 48 linhagens

apresentaram comportamento fermentativo adequado, possuindo aptiddo enoldgica.

Palavra-chave: Fermentacdo. Fator Killer. Sensibilidade. H2S. T841s5.209.
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1 INTRODUCAO

A origem da videira no Rio Grande do Sul faz parte da historia da vitivinicultura
hispano-americana. Entretanto, s6 ganhou importancia no estado apds a descoberta da cultivar
Isabel, que fez com que a viticultura se desenvolvesse de forma mais acentuada na regido. A
atividade tornou-se entdo socioeconomicamente expressiva, elevando o estado do Rio Grande
do Sul ao patamar de principal produtor e exportador de uvas e vinhos do pais (LEAO, 2010).

O vinho, bebida derivada do processamento das uvas, é caracterizado como “o resultado
da fermentacdo alcodlica completa ou parcial da uva fresca, esmagada ou ndo, ou do mosto
simples ou virgem, com um conteudo de alcool adquirido minimo de 7% (V/V a 20° C.)”
(Ministério da Agricultura, 1988). O processo de vinificacdo consiste em uma sequéncia de
etapas que vao desde a colheita da uva, até o engarrafamento do vinho. Um dos estadios mais
importantes e cruciais para o processo de transformacdo da uva madura em vinho é a
fermentacgdo alcoolica, processo realizado por leveduras que estd intrinsecamente ligado ao
género e espécie utilizada e que, dependendo da linhagem, influencia a qualidade e promove a
singularidade dos vinhos, com influéncia positiva na criagdo do “terroir”.

Diversos sdo 0s testes basicos para a determinacdo da aptidao enoldgica das leveduras,
entre eles o acompanhamento da velocidade de fermentacdo e a producdo de compostos
indesejados. Além destes, se faz necessaria a apuracdo da producdo da proteina Killer pelas
leveduras, visto que este é um fator que permite inibir a acdo de leveduras sensiveis.

Nesse contexto, quando se deseja utilizar leveduras autdctones para a producdo de
vinhos, é necessario isolar, identificar as espécies e caracterizar as linhagens para determinar
sua aptiddo enoldgica. Assim, o estagio obrigatério de conclusdo do Curso Superior de
Agronomia foi realizado no Laboratério de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho,
localizado no municipio de Bento Gongalves, RS, no periodo de janeiro a margo de 2020. Este
relatorio tem por objetivo descrever as atividades realizadas no estagio, que teve por finalidade
a analise, identificacdo e caracterizacdo do perfil enologico de 48 linhagens de leveduras da
série T841s5.200 isoladas de mosto de uvas Cabernet Franc, no ano de 1984, no Vale dos
Vinhedos, RS.



2 CARACTERIZACAO DA INSTITUICAO DE REALIZACAO DO TRABALHO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) teve sua criagdo no ano de
1973, sendo uma empresa publica vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Possui sede na cidade de Brasilia, além de unidades descentralizadas,
sendo 4 destas localizadas no estado do Rio Grande do Sul, nas cidades de Passo Fundo, Pelotas,
Bagé e Bento Gongalves.

A Unidade Descentralizada da Embrapa, localizada em Bento Gongalves, denomina-se
Embrapa Uva e Vinho, cuja area ocupa 100 ha. A Diretoria Executiva da Embrapa criou, em
26 de agosto de 1975, a Unidade de Execucdo de Pesquisa de Ambito Estadual - UEPAE de
Bento Gongalves e s6 em 04 de marco de 1985, esta UEPAE passou a Centro Nacional de
Pesquisa de Uva e Vinho (CNPUV). Além da sede, possui duas EstacBes Experimentais: a
Estacdo Experimental de Fruticultura de Clima Temperado (EFCT), em Vacaria (RS) e a
Estacdo de Viticultura Tropical (EVT), em Jales (SP). Como foco principal de suas pesquisas,
destacam-se a uva, 0 vinho, a maca e outras fruteiras de clima temperado. O quadro técnico é
composto por 166 colaboradores, dos quais 41 sdo pesquisadores, 29 analistas, 35 técnicos e 61
sdo assistentes (EMBRAPA, 2016).

O Laboratério de Microbiologia Aplicada (LMA) trabalha com microrganismos na
busca por individuos que apresentem caracteristicas importantes para a vinificacdo e assim,
possam ser de interesse agroindustrial. As linhas de pesquisa principais sdo voltadas para a
selecdo de microrganismos para elaboracdo de vinhos, o uso de microrganismos para controle
bioldgico, estudos na area da fisiologia de microrganismos e isolamento e selecéo de leveduras,
relagdo entre microrganismos, iscas bioldgicas, fator killer e seus efeitos, entre outros. Ademais,
realiza pesquisa com leveduras autdctones que sd@o criteriosamente selecionadas pelo
desempenho nos processos essenciais para a formagdo do vinho, dando a ele caracteristicas
peculiares e Unicas, ajudando na tipificacdo regional de vinhos (EMBRAPA, 2020a).

O laboratdrio conta com uma colegdo de culturas com aproximadamente 4.5 mil
linhagens de leveduras autoctones, dentre estas, muitas com aplicacéo real e potencial para uso
na agroindustria e de interesse econdmico. O laboratdrio é capacitado a realizar operagdes
microbioldgicas basicas, como microscopia, esterilizacdo de meio de cultura, repicagem de
microrganismos, producdo de microrganismos e de fermentados, preparo de indculo para
vinificacdo em branco, tinto e espumantes e manutencdo de cultura de longa duracdo. Além
disso, realiza a identificacdo de leveduras por processos classicos e moleculares (EMBRAPA,
2020c).



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Serra Gaucha e Vale dos Vinhedos

A primeira introducdo de videiras por colonizadores portugueses no Brasil se deu no
século XVI, permanecendo como cultura doméstica até o século XIX, adquirindo importancia
somente nas Ultimas décadas do mesmo século com a chegada dos imigrantes italianos a Serra
Gaucha. Dessa forma, a vitivinicultura do Rio Grande do Sul se estruturou com base em quatro
polos produtores: a Serra Galcha, a Campanha, a Serra do Sudeste e a regido Central
(FIORAVANCO, 2018).

A Serra Galcha é hoje a maior e mais importante regido vinicola do Brasil e abrange as
quatro areas de producdo enologica certificadas do pais: o Vale dos Vinhedos, Pinto Bandeira,
Monte Belo do Sul e a regido dos Altos Montes (IBRAVIN, 2019). O Vale dos Vinhedos situa-
se no nordeste do estado do Rio Grande do Sul e abrange trés municipios importantes na
producdo de uva, vinhos e espumantes, sendo eles Bento Gongalves, Garibaldi e Monte Belo
do Sul (APROVALE, 2020).

O cenério vitivinicola gaicho permite constatar que a atividade, mesmo décadas depois,
permanece uma das mais importantes para a economia do estado, principalmente na Serra
Galcha onde se encontra o polo de desenvolvimento dessa cadeia no Rio Grande do Sul
(MATTEI & TRICHES, 2009). O estado abrange aproximadamente 60% da area viticola
nacional, sendo também o maior produtor da regido sul do pais, tendo colhido 667.018 t de uvas
em 2019 (IBGE, 2020).

3.2 Processo de vinificacao

O vinho, bebida obtida a partir da fermentacao alcodlica parcial ou total do mosto da
uva, é classificado, de acordo com a legislacdo brasileira, em dois grandes grupos, sendo 0s
finos elaborados com cultivares Vitis vinifera, como Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc e
Merlot, e os de mesa, com cultivares Vitis labrusca, como Isabel e Bordo.

O vinho deve ser elaborado com uvas maduras e sadias, tomando o cuidado para que 0
intervalo entre a colheita e o processamento da uva seja 0 menor possivel. O primeiro processo
a ser feito apds o recebimento das uvas € o desengace, buscando a separacdo da raquis, que
interfere negativamente na composi¢cdo do mosto por favorecer o aparecimento do gosto

amargo, seguido do esmagamento das bagas. Nessa fase, a pelicula da baga € rompida liberando
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0 mosto que é exposto ao ar e a agdo das leveduras autdctones, presentes na baga da uva, e
daquelas que estdo no ambiente da cantina, iniciando o processo de fermentacéo por transformar
0 acglcar do mosto em alcool e outros produtos do metabolismo microbiano. Essa fase é
importante pois repercute na qualidade do vinho, visto que promove a disperséo das células de
leveduras presentes na baga e aumenta a superficie de contato do mosto com as partes sélidas
da uva (RIZZON, 2006).

3.3 Uvas Cabernet Franc

Classificada como uva fina e, dentro desta, como casta tinta, Cabernet Franc é uma
variedade originaria de Bordeaux, na Franca, trazida para o Rio Grande do Sul por volta de
1900. Sua grande dispersdo e utilizacao teve inicio marcante nos anos 70 e 80, quando se tornou
a base dos vinhos finos brasileiros. E uma variedade medianamente vigorosa e bastante
produtiva que se adapta muito bem as condicdes da Serra Galcha, proporcionando colheita de
uvas de boa qualidade, que facilmente atingem 18°Brix a 20°Brix, em vinhedos bem conduzidos
(CAMARGO et al., 2015). A utilizacdo desta variedade produz um vinho com tipicidade, sendo

consumido ainda jovem.

3.4 Indicacées Geograficas e “Terroir”

A denominacdo das IndicacGes Geograficas no inicio dos anos 1990 impulsionou o
mercado brasileiro de vitivinicultura a um novo patamar, pois 0s diversos vinhos passaram a
ser reconhecidos como produtos tradicionais ou tipicos de uma certa localidade. As indicac¢oes
geograficas podem ser divididas em duas categorias principais, sejam elas a Denominacéo de
Origem (DO) ou Indicacédo de Procedéncia (IP). A DO se aplica aos vinhos oriundos de alguma
regido com caracteristicas qualitativas, reputacdo ou alguma outra atribuicdo que torne aquele
produto Unico da regido de origem, devido ao meio geografico, incluindo fatores naturais e
humanos. A denominacéo IP, por sua vez, se aplica as regides que se tornaram reconhecidas
pela producéo de vinhos (EMBRAPA, 2020c). Os vinhos produzidos na Serra Gaucha sdo 0s
unicos brasileiros a possuirem a IP e DO, tornando a regido um polo produtor importante no
cenario brasileiro (TONIETTO 2006).

O “terroir” ¢ outro conceito importante na caracterizacao da singularidade dos vinhos.
Originado no latim popular e derivado da palavra “territorium”, remete a uma conotacao

positiva em relacdo a vitivinicultura. O “terroir” nem sempre esteve, ao longo da historia,
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atrelado ao conceito de nobreza ou de qualidade. Ao longo do tempo, a palavra, entdo, passou
a abranger aspectos naturais e humanos de toda a cadeia de elaboracgéo de vinho (TONIETTO,
2007) e hoje, estd associada as particularidades de qualidade dos vinhos elaborados em

diferentes regides geograficas, se opondo a uniformizacéo e a padronizacdo da bebida.

3.5 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares eucariotos, pertencentes ao Reino Fungi. Este
Reino possui sete Phyla e as leveduras estdo distribuidas no Phylum Ascomycota e
Basidiomycota. O Phylum Ascomycota possui 9070 géneros com 92.725 espécies e o Phylum
Basidiomycota conta com 2294 géneros com 50.385 espécies (ROSKOV et al., 2020).

As leveduras possuem parede celular e membrana citoplasmatica lipoprotéica, a qual
regula as trocas com o ambiente. Além disso, a membrana celular pode sofrer alteracdes
externas. Uma dessas alteracdes diz respeito a atividade da sub-unidade o da proteina killer.
Esta se liga a membrana apos a sub-unidade B ter se ligado a fra¢ao 3 -(1—3)-glucana da parede
celular. Se reproduzem majoritariamente de forma assexuada, por meio do brotamento ou fisséo
binéria, mas podem se reproduzir de forma sexuada, pela formagc&o de ascosporos. E necessario
salientar que ha leveduras que apresentam polimorfismo, alterando entre a forma leveduriforme
e filamentosa. Estas leveduras podem apresentar pseudomicélio ou micélio verdadeiro,
portanto, a diferengca com base neste critério € um tanto quanto rudimentar.

Apesar de serem usadas para preparo de comidas, e j& muito antigamente para preparo
de pées e bebidas alcodlicas como cerveja e vinho, a domesticacdo das leveduras so6 foi estudada
recentemente. As diferencas entre os aromas dos vinhos séo atribuidas aos produtos secundarios
da fermentacdo, como alcoois superiores e ésteres, sendo as leveduras da especie
Saccharomyces cerevisiae as maiores produtoras destes compostos, possuindo diferencas
também entre as linhagens dentro da espécie (DA SILVA & DA SILVA, 1987). Entretanto,
algumas leveduras também sdo responsaveis por produzirem aromas desagradaveis nos vinhos,
como o H»S. Este composto, que gera odor de ovo podre, reflete em perda da qualidade do
produto, visto que sua eliminacao é complexa. Por isso, estas leveduras ndo devem ser utilizadas
em processos fermentativos, mesmo que estes processos nao sejam destinados a elaboragéo de
bebidas fermentadas. Alguns dos fatores que influenciam o metabolismo do microrganismo na
producdo destes compostos sdo as variagdes na composi¢do do mosto, o pH, a temperatura de
fermentacao e os residuos de defensivos agricolas (DA SILVA & DA SILVA, 1987).
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As leveduras podem ser classificadas em trés grupos, sendo o primeiro as leveduras
dependentes de oxigénio (aerdbias); independentes de oxigénio e assim chamadas de
fermentativas facultativas; e por ultimo as leveduras obrigatoriamente fermentativas, que sdo

mutantes deficientes respiratorios, denominadas “mutantes petite” (MERICO et al., 2007).

3.5.1 Espécie Saccharomyces cerevisiae

Dentre as diversas espécies de leveduras, a mais comumente conhecida é a
Saccharomyces cerevisiae, pertencente a classe Saccharomycetes, a ordem Saccharomycetales
e a familia Saccharomycetaceae (ROSKOV et al., 2020). E utilizada em diversos processos
fermentativos na industria alimenticia e como agentes bioterapéuticos (VAN DER AA KUHLE
& JESPERSEN, 2003) e também tem sido estudada para ser utilizada como agente probidtico
(VAN DER AA KUHLE et al., 2005).

Linhagens de S. cerevisiae Crabtree-positivas direcionam seu metabolismo para o
processo fermentativo sempre que houver altas concentragdes de glicose, mesmo que as
condicdes sejam aerobicas (MERICO et al., 2007). Essa estratégia de consumir aclicares mais
rapidamente que outras espécies produzindo grandes concentracfes de etanol, a torna mais
competitiva, induz a seletividade e leva a inibicdo do crescimento de microrganismos, 0 que
protege a bebida contra a deterioracéo por determinados microrganismos.

Costuma-se utilizar, como no caso da industria vinicola, leveduras da linhagem S.
cerevisiae importadas de acesso livre e facil, o que acaba por equalizar as caracteristicas dos
vinhos elaborados. Essas caracteristicas podem ser positivas ou negativas. A utilizacdo de
leveduras comerciais, que na sua grande maioria € killer, faz com que estas se sobressaiam as
linhagens autoctones presentes na uva, padronizando o produto final. Por este motivo, deve-se
empregar, entre diferentes safras, as mesmas linhagens autdctones neutras selecionadas no lugar

das comerciais se for desejado a obtencdo de um produto diferenciado.

3.6 Processos fermentativos

A fermentacéo alcodlica é um processo metabolico no qual o aceptor final de elétrons é
um composto orgénico. Na fermentagdo, cada molécula de glicose produz dois mols de CO- e
dois mols de etanol e quatro mols brutos de ATP (CeH1206 + 4ADP — 2CH3CH20OH + 2CO, +
4ATP). Esse processo €é realizado majoritariamente por leveduras por meio da via de Embden-

Meyerhof.
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A produgéo do vinho comega com a prensagem e esmagamento da uva para a formagéo
do mosto, e nesta atividade diversos microrganismos presentes no ambiente e na pelicula das
bagas das uvas acabam sendo transferidos para 0 mosto. E nesta fase que devem ser adicionados
0 SO- e a levedura selecionada. No inicio do processo de transformagéo do mosto em vinho, o
ar que esta presente permite o crescimento aerdbio das leveduras e a0 mesmo tempo provoca a
deplecdo de O> no meio. Apos esse periodo, as leveduras, gradativamente, iniciam o processo
fermentativo que dura aproximadamente de quatro a seis dias. Esta fase ¢ conhecida como “fase
tumultuosa”. Depois da trasfega, inicia-se a fase lenta da vinificacdo, caracterizada pela baixa
concentracdo de acucar e elevado teor de etanol.

A fermentagdo pode ser conduzida de forma esponténea, realizada pelas leveduras
autoctones, ou induzida, inoculando no mosto leveduras enolégicas previamente selecionadas.
A principal atividade de leveduras é a fermentacdo alcodlica, importando, dessa forma, a
velocidade de consumo de acucar que a linhagem da levedura consegue alcangar. Este torna-se
um fator importante devido ao mosto utilizado para a vinificagdo ndo ser esterilizado e, dessa
forma, a levedura selecionada tera que competir com as leveduras nativas que estao presentes,
com isso, quanto mais rapido a levedura selecionada iniciar a degradacdo do actcar, maior sera

a chance de se sobressair perante as demais.

3.7 Sulfeto de Hidrogénio (H-S)

O H.S é uma substancia frequentemente produzida pelas leveduras no processo de
fermentacdo com ocorréncia maior em algumas regides. Este produto do metabolismo produz
um aroma desagradavel de ovo podre. A presenca do gas no vinho é considerada um defeito no
processo de vinificacdo. A producdo deste gas estad relacionada com a reducdo de sulfato
exogeno pela enzima sulfito redutase (Anexo A) (UGLIANO et al., 2011). O nivel final de H>S
no vinho € o parametro mais importante para a aceitabilidade do produto (LINDERHOLM et
al., 2008).

Esse composto é produzido e influenciado pela concentracdo de compostos
nitrogenados, teor de compostos sulfurados, estadio de maturacdo da uva, praticas enologicas,
taxa e temperatura de fermentacgéo e a linhagem da levedura (NETO & MENDES-FERREIRA,
2005). A remogéo desse composto do vinho leva a um aumento no custo de producéo e reduz
a qualidade do produto final (DA SILVA & DA SILVA, 1987), além de ser uma tarefa
complexa e problematica sendo, dessa forma, importante a utilizacdo de linhagem com

capacidade de efetuar uma rapida combinacdo de H>S com precursores nitrogenados, ou
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linhagens com deficiéncia da atividade da enzima sulfito redutase (WLODARCZYK et al.,
2012).

3.8 Fator Killer e sensibilidade

A heranca da capacidade killer em S. cerevisiae foi descoberta em 1963 (BEVAN &
MAKOWER, 1963), e a base fisiologica da caracteristica killer foi determinada por Bevan e
Makower (1963). Estes autores observaram que linhagens de S. cerevisiae poderiam ser
divididas em linhagens killer (K), sensiveis (S) e neutras (N). As células das leveduras killer
matam as células das leveduras sensiveis ao produzirem uma proteina toxica (WOODS &
BEVAN, 1968; BUSSEY, 1972), as quais elas préprias sdo imunes (WOODS et al., 1974).

Quando células killer e células sensiveis crescem juntas no mesmo meio de cultura, uma
alta proporcéo das células sensiveis € morta (WOODS & BEVAN, 1968). A morte das células
pode ocorrer sem que haja o contato destas células, pois o agente causador da morte das células
sensiveis foi o chamado Fator Killer (KF1), que é descrito como uma proteina com um espectro
de acdo altamente especifico, que depende de pH, temperatura e das condi¢cdes de aeracdo
(WOODS & BEVAN, 1968). De modo geral, as proteinas Killer sdo estaveis em valores de pH
baixos e a baixas temperaturas (LIU et al., 2015).

As linhagens Killer que produzem a toxina, sdo “imunes” aos seus efeitos e possuem
fenotipo K+R+. As sensiveis ndo produzem a toxina, sao sensiveis aos seus efeitos e apresentam
fendtipo K-R-. As linhagens neutras além de ndo morrerem com a acdo das células killer, por
serem resistentes a esse fator, também ndo matam as células sensiveis, apresentando fenétipo
K-R+ (BRUENN, 1980). Segundo da Silva (1996), a presenca natural de leveduras neutras
durante a fermentacédo do vinho é suficiente para desafiar a predominancia das leveduras Killer.
A acdo killer depende da proporcao de células killer para as sensiveis no comeco do processo
fermentativo (HEARD & FLEET, 1987; PETERING et al., 1991), das condi¢des do ambiente,
e da fase de crescimento das células sensiveis (WOODS & BEVAN, 1968; BUSSEY, 1972).

Esse fenémeno, entdo, pode trazer beneficios a vinificagdo quando matam leveduras
que geram odores indesejaveis, mas também pode matar aquelas linhagens que sdo desejaveis
para 0 “terroir” do vinho. Dessa forma, ao se conduzir uma fermentacdo com levedura
selecionada, deve-se optar por linhagens que sejam neutras. Assim, a microflora autctone da
uva é mantida ou, quando necesséria a utilizacdo de alguma linhagem Killer, que esta ndo

apresente, preferencialmente, a capacidade Killer para leveduras ndo-Saccharomyces.
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3.9 Identificagdo taxondmica das leveduras por PCR

Em 1880, Emil Christian Hansen desenvolveu a técnica de isolamento de culturas puras,
dando, a taxonomia, um grande impulso. No final do seculo X1X foram reportadas 200 espécies
e a identidade de aproximadamente 90 delas é conhecida até hoje. Observa-se que a
classificacdo e a identificagdo das leveduras tinham como base a morfologia macro e
microscopica. Essa forma de classificacdo e de identificacdo ndo podia resultar em dados
confiaveis na medida em que novos e desconhecidos microrganismos eram encontrados. Na
década de 80 do seculo XX, a biologia molecular foi aplicada de forma extensiva (BARNETT,
2004) e é até hoje empregada.

Nos 15 anos seguintes, esse nimero atingiu a marca de aproximadamente 750 devido a
descoberta de tecnologias de andlise de DNA. Dessa forma, as ferramentas moleculares
permitiram um maior conhecimento do genoma das leveduras, elucidando as diferencas entre
espécies baseado majoritariamente em ferramentas como a PCR desenvolvida por Kary Mullis.
Nessa técnica, 0 DNA ou um fragmento especifico dele € milhares ou milhdes de vezes
reproduzido, sendo amplificado de forma bastante rapida. Em uma reacdo de PCR, a DNA
polimerase pode ser direcionada para realizar a sintese de uma regido especifica do DNA molde
de interesse (CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2007). A técnica é relativamente facil de
ser realizada em laboratorios e consiste em adicionar em um tubo de ensaio o DNA, os primers,

as bases nitrogenadas e a enzima DNA polimerase termoestavel.

4 ATIVIDADES REALIZADAS

4.1 Preparacgdo dos meios de cultura

Para a realizacdo das diferentes avaliagGes de aptiddo das leveduras em estudo foram
utilizados trés meios de cultura: mosto agar (DA SILVA, 1996), utilizado para a manutencéao
das culturas de leveduras; mosto agar 80:20 (M8020) (DA SILVA et al., 2011) para deteccdo
do fator killer; e mosto sulfito (DA SILVA & DA SILVA, 1984) para o estimulo a produgéo
de H2S.
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4.2 Reativacao e repicagem das leveduras

As linhagens foram obtidas no ano de 1984 pelo LMA em um parreiral cultivado com
a variedade Cabernet Franc, localizado no Vale dos Vinhedos (S 29° 9* 42.957” ¢ L 51° 31°
44.181). No LMA, as leveduras foram isoladas e criopreservadas, em meio liquido, em
ultrafreezer a -80°C até a data de retirada das mesmas para a caracterizacdo. A série de leveduras
recebeu nomenclatura de acordo com a indicacdo da classificacdo da uva (tinta ou branca) e
ano de isolamento, sendo denominadas entdo de série T84, e incorporadas a Colecdo de
Leveduras do Laboratério de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho.

Ao retirar os criotubos do ultrafreezer, estes foram agitados e, em ambiente estéril
(cabine ou cAmara de fluxo laminar), pipetaram-se 35uL da solu¢do com as leveduras da série
T84 de numeros 155T84 até 209T84, inoculadas individualmente em tubos de ensaio,
devidamente identificados, contendo mosto agar inclinado esterilizado. As leveduras de nimero
178784, 179784, 189T84, 190T84, 200T84 ndo existiam na colecdo. Dessa forma, totalizaram-
se 50 leveduras para o estudo.

Estas leveduras, apds terem sido repicadas, foram colocadas em estufa modelo Imperial
Il Incubator® por 48 horas a 24°C para avaliar o crescimento celular das mesmas, sendo
armazenadas, posteriormente, na sala de repicagem a 20°C. Quando necessario, era realizado o
espalhamento das leveduras na superficie do meio mosto &gar dos tubos de ensaio para que a
area de crescimento fosse expandida.

As leveduras ficaram em estufa de crescimento por aproximadamente 48 horas, quando
foram retiradas para a avaliacdo do potencial de crescimento das mesmas. As leveduras de
numero 165T e 197T ndo se desenvolveram. Para estas, entdo, foi realizado o processo de
reidratacdo. Assim, espalharam-se as leveduras em placas de Petri com meio Mosto Agar, e
colocou-se na estufa por 48 horas para acompanhar o crescimento. Nenhuma delas se

desenvolveu, totalizando, entdo, 48 leveduras em estudo.

4.3 Linhagens padroes

Para a realizag&o dos testes nas leveduras da série T841s5.209, diversas linhagens tomadas
como padréo pelo LMA da Embrapa Uva e Vinho, foram utilizadas. Para o teste de capacidade
Killer, utilizaram-se oito linhagens sensiveis padrdo do LMA, que serviram como tapete nas
placas de Petri (Apéndice A). Para testar a sensibilidade das linhagens T841s5.209, foram
utilizadas 25 linhagens killer padrdo do LMA (Apéndice B).
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Para avaliar a capacidade fermentativa, as linhagens foram comparadas a linhagem
neutra Saccharomyces cerevisiae 1VVT97, isolada de uvas tintas da regido do Vale dos
Vinhedos por Da Silva em 1997, pertencente a Colecdo de Microrganismos de Interesse
Agroindustrial (CMIA) da Embrapa sediada no CNPUV, e a linhagem comercial S. cerevisiae
K1, adquirida da empresa Lallemand Inc. (Montreal, Canada). Todos 0s microrganismos
utilizados neste trabalho, assim como todos os outros microrganismos da colegédo e toda a
equipe envolvida, seja ela da Embrapa ou fora dos quadros da Embrapa, estdo devidamente
cadastrados no SisGen sob N° A603BA9.

4.4 Preparo das suspensoes de células (in6culos)

As suspensdes de células foram obtidas pela diluicdo da levedura em um tubo de ensaio
com agua estéril. As leveduras foram retiradas de tubo de ensaio com meio Mosto Agar, na
quantidade de aproximadamente uma alcada, e colocadas nos tubos de ensaio em uma
concentragio aproximada de 107 células. Estes tubos foram agitados no vortex. A padronizagéo
da concentracdo de células foi realizada seguindo a metodologia preconizada por Der Walt e
Yarrow (1984) (Figura 1).

Figura 1 - Tubos de ensaio com dilui¢do de células em comparacdo com a escala de papel de
Der Walt e Yarrow (1984).

Fonte: Autora, 2020.

4.5 Producao de H2S e velocidade de fermentacéo

Para a avaliacdo da producédo de H.S foram utilizadas fitas de papel filtro (0,5 x 7,5 cm)
embebidas em uma solucdo de 100 mL de acetato de chumbo a 3% em uma placa de Petri de

14 cm de diametro, esterilizada por meio de calor umido.
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A avaliagéo da capacidade de producgéo de H.S de cada levedura foi feita em tubos de
ensaio com 9 mL de meio MS, em triplicata. Para a deteccdo do H»S formado, as fitas, contendo
0 acetato de chumbo, foram afixadas no topo do tubo de ensaio com tampa rosqueavel, de modo
que metade da fita permaneceu dentro do tubo (estéril) acima do meio ja inoculado. A
inoculagdo foi feita transferindo 1 mL de suspensdo de células de cada uma das leveduras da
série em estudo para o tubo de ensaio contendo 9 mL do meio mosto sulfito, em triplicata.

A avaliagdo de H>S é realizada pela observacéo da reacdo que ocorre entre o enxofre
produzido pelas leveduras e o chumbo presente nas fitas. As fitas vdo adquirindo,
gradativamente, uma cor mais escura. A reacdo quimica que se da entre o HzS e o acetato de
chumbo é a seguinte: Pb (CH3COO)2 (s) + H2S (g) — CH3COOH(g) + PbS(s).

A producdo de H.S foi avaliada ao longo de 96 horas, sendo os tubos armazenados na
estufa Lab-Line® Imperial 11 Incubator, a 24°C. A quantidade de H»S produzida foi classificada
em quatro niveis diferentes (0, 1, 2 e 3) conforme a coloracdo adquirida pela fita, sendo 0 a ndo
producdo de H2S pela levedura, e os outros niveis, em ordem crescente, sendo indicados com +
(fraco), ++ (mediano) e +++ (forte).

A validacdo da velocidade de fermentacdo foi feita por gravimetria, ou seja, pela
pesagem dos tubos, em intervalos de 6 e 18 h, durante um periodo de 96 h. A pesagem foi
realizada em balanca analitica modelo DJ-V300A, sempre utilizando luvas descartaveis.
Conforme a fermentacdo ocorria, ou seja, quanto mais CO: era desprendido, menores eram 0s
valores das pesagens. Os resultados obtidos foram submetidos a comparagdo com as leveduras

1VVT9I7 e K1, ambas com alto potencial fermentativo.

4.6 Deteccdo da capacidade killer e da sensibilidade ao fator killer

O teste da capacidade killer das leveduras foi realizado em placas de Petri com meio
M8020 em ambiente estéril. Primeiramente, as placas foram semeadas com levedura padréo do
LMA pipetando uma aliquota de 0,1 mL de inoculo, e espalhada com uma alca de Drigalski
esterilizada. As leveduras de interesse foram inoculadas como pontos duplicados na placa, com
auxilio de alca pléstica esterilizada (Figura 2). As placas ficaram armazenadas por 48 horas em
estufa a 24°C.

As leveduras plagueadas cresceram concomitantemente com as leveduras utilizadas
como killer, em massa pontual. Quando o crescimento da levedura tapete € inibido pela levedura

de massa pontual, e, ao redor desta € formado um halo de inibicdo e uma zona de morte azul,
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esta levedura passa entdo a ser considerada killer, por ndo permitir o crescimento e

desenvolvimento de outras.

Figura 2 - Deteccdo da capacidade Killer e da sensibilidade ao fator Killer: retirada da levedura
do tubo de ensaio (A), depoésito da levedura como massa pontual sobre leveduras sensiveis
tomadas como padrao (B).

No teste de sensibilidade os mesmos procedimentos do teste killer foram utilizados,

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

entretanto, neste teste, as leveduras isoladas da série T84155.009 foram plaqueadas como tapete,
colocando-se, como massa pontuais sobre elas e em duplicata, as 25 leveduras killer tomadas
como padrdo. Foram adotados 0s mesmos procedimentos de transferéncia e incubacgéo
efetuados para o teste killer.

As leveduras que nao produziram proteina killer, e também ndo morreram por esse fator,
ou seja, deram resultado negativo para ambos os testes, foram consideradas neutras. As
linhagens que morreram por acéo de pelo menos uma linhagem Killer padrdo foram tidas como
sensiveis e as que mataram pelo menos uma linhagem sensivel padrdo foram caracterizadas

como Killer.
4.7 ldentificacdo taxondmica das leveduras por PCR

A identificacdo taxonémica foi realizada com trés linhagens de leveduras (176T, 184T
e 186T), sendo que a escolha delas foi pela super sensibilidade da linhagem 176T, e pelo
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comportamento killer atipico das linhagens 184T e 186T. A identificagdo se deu por meio da
técnica de PCR, amplificando a regido ITS do rDNA ITS1-5.8S-1TS2, com os iniciadores
(primers) ITS1 (5° - TCC GTA GGT GAA CCT GCG G’3) e ITS 4 (5°TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC-3’) descritos por Agustini et al. (2014). Foram realizadas suspensdes de células
para extracdo do material gendmico através do procedimento descrito por da Silva et al.
(2012a). Para o preparo das suspensdes, foi retirado do tubo de ensaio uma al¢ada de células e
transferido para um tubo de Eppendorf de 1,5 mL contendo 300 uL de agua ultra-pura esteril e
homogeneizado antes de ser colocado no freezer. Apds aproximadamente 30 minutos (tempo
necessario para o congelamento do contetido), descongelou-se a suspensdo, que foi agitada no
vortex por mais 30 segundos. Esse procedimento foi repetido trés vezes, para possibilitar e
garantir o rompimento das células e extravasamento do material genémico.

O mix de amplificacdo foi preparado utilizando os ingredientes e concentracdes
descritos no Apéndice C. Todos os componentes foram colocados na quantidade indicada em
trés tubos de Eppendorf, antes do DNA amostral, evitando a contaminagdo dos mesmos. O
respectivo DNA foi colocado no tubo de Eppendorf identificado na quantidade de 1 pL. Os
tubos de Eppendorf foram levados em seguida para um termociclador com a programacéo
exemplificada no Apéndice D.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,5%, em tamp&o TBE 1x (10,8 g Tris;
5,5 g &cido bérico; 4,0 mL de solu¢do de EDTA 0,5M em pH 8,0; agua destilada gsp 1L). Foi
utilizado 1,2 pL do corante (Loading Buffer 6x composto por azul de bromofenol 0,25%; xileno
cianol FF 0,25% e glicerol 30%) com 4,5 pL do produto de PCR. Foi utilizado um marcador
de pares de bases (4,5 UL), para a comparacdo de tamanho dos amplicons. A corrida no gel, foi
realizada a 90 volts por 1 hora. Para a coloragdo o gel foi imerso por 30 min em uma cuba
contendo brometo de etidio, e fotografado em um fotodocumentador através do programa

“Image Lab”.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da producédo de H2S da série T84

A quantidade de leveduras com producéo de H>S foi elevada, totalizando 72,9%. Destas,
12,5% tiveram alta producéo (+++), 35,4% média producdo (++), 25% baixa producédo (+) e
27,1% ndo produziram H»S (Figura 3). Foram consideradas positivas, para o teste, as leveduras

que formaram o gas em pelo menos 1 dos 3 tubos testados para cada levedura. As linhagens K1
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e 1VVT97, utilizadas como padréo, apresentaram taxa de producéo nula. Dentre as linhagens
da série T84 que ndo apresentaram producdo do gés, todas séo S. cerevisiae (155, 156, 159,
163, 169, 171, 173, 174, 186, 192, 196, 207 e 209).

A quantidade de H,S formada esta diretamente ligada a expressdo ou repressédo das
enzimas da via de reducdo do sulfato, sofrendo influéncia também da composic¢éo quimica do
mosto da uva, podendo ainda depender do nitrogénio prontamente assimilavel (DA SILVA et
al., 2012). Meios complexos estimulam a formagéo de H.S e a falta de vitaminas a estimulam
ainda mais (ESCHENBRUCH & BONISH, 1976). A producéo de HzS é um processo complexo
que depende da linhagem da levedura, da concentracdo de aminoacido prontamente assimilavel
e do vigor da fermentacdo (UGLIANO et al., 2011).

Em experimento realizado por da Silva et al. (2012b) com leveduras isoladas de bagas
de uvas da cultivar Cabernet Franc de Pinto Bandeira, foi observado uma frequéncia elevada
de linhagens produtoras de H»S, de aproximadamente 65%. Outras cultivares apresentaram
linhagens formadoras de H»>S em mais baixa frequéncia, indicando, assim, que o substrato do
qual a levedura ¢ isolada exerce uma pressdo seletiva (DA SILVA et al., 2012b). Um estudo
realizado por da Silva e Dalarmi (2003), mostrou gue a porcentagem de leveduras produtoras
de HS, isoladas de Cabernet Sauvignon do Vale dos Vinhedos - BG foi de 79%.

Figura 3 - Tubos de ensaio com diferentes graus de producdo de H2S, sendo A: nenhuma
producédo (-); B: baixa producéo (+); C: média producéo (++); D: alta producdo (+++).

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Os resultados obtidos neste teste indicam que embora a maioria das leveduras testadas
sejam boas fermentadoras, ndo devem ser utilizadas para vinificagdo por apresentarem atividade

extremamente baixa da enzima sulfito redutase, promovendo a alta producédo de H>S.
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5.2 Avaliacao da velocidade de fermentacgéo da série T84

Foi observado que aproximadamente 83% das linhagens da série T841s5.009 analisadas
possuem potencial fermentativo positivo, ou seja, classificado em uma producdo maior que 0,5
g de CO2 desprendido em um tempo de 96 horas (Apéndice E). A alta velocidade de
fermentacgdo apresentada pela série analisada se deve pela série ser composta majoritariamente
pela espécie S. cerevisiae. De acordo com da Silva (2004), esta espécie apresenta conversao
rapida, integral e eficiente do acUcar da uva em etanol, dioxido de carbono e outros
componentes, sendo este o papel principal das leveduras vinicas.

Por meio da estequiometria, sabe-se que para cada mol de CO: liberado pelas leveduras
anaerobicamente, um mol de etanol é produzido. Logo, quanto maior a quantidade CO>
evoluida na fermentacdo, maior a quantidade de etanol que a levedura produz. A velocidade de

fermentagdo das linhagens da série T84155.009, € mostrada na Figura 4.



23

Figura 4 - Velocidade de fermentacéo das linhagens das leveduras da série T84, K1 e 1VVT97:

155 a 164 (a); 166 a 174 (b); 176 a 186 (c); 188 a 198 (d); 202 a 209 (e).
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A levedura 191T, da espécie S. cerevisiae, desprendeu 0,947 g de CO2 em 96 h, tendo

sido a mais alta verificada. Entretanto, a mesma apresenta média producéao de H»S, ndo podendo

ser utilizada para vinificagdo. A linhagem 171T e 163T apresentaram bom potencial

fermentativo, sendo também aprovadas nos demais testes. A linhagem 171T se comporta de

forma semelhante a linhagem da 1VVVT97 (Figura 4). A linhagem 163T (Figura 4) classificada

no mesmo grupo, diferencia-se da linhagem neutra 1VVVT97 por ser killer, embora para apenas

linhagens de S. cerevisiae sensiveis. Neste caso, poderia ser também utilizada para vinificacao.

A utilizacdo de uma levedura com producéo de proteina Killer se justifica pois, mesmo presente,
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ela pode ndo possuir acao contra a linhagem sensivel, visto que a expressao do gene depende
das condicoes fisiologicas da linhagem sensivel, do ambiente (DA SILVA et al., 2011) e de
fatores bioticos.

As linhagens com velocidade de fermentacao abaixo do padréo para vinificagdo foram
as da espécie Meyerozyma guilliermondii (167T e 175, 177T, 180T, 194T, 205T, 206T e 208T).
Essa espécie ndo-Saccharomyces apesar de fermentar aglcares e assimilar muitas hexoses,
dissacarideos, polissacarideos e acidos organicos (KURTZMAN & SUZUKI, 2010), nédo
apresentam altas taxas de conversédo de glicose em etanol (Figura 4).

A velocidade de fermentacdo das leveduras é importante no &mbito da producdo de
vinhos justamente pela diversidade de microbiota presente no mosto da uva. As linhagens
fermentativas selecionadas se sobrepdem as outras, trazendo uma fermentacdo mais rapida,

uniforme e com adequado fator de conversao (Y ps).
5.3 Avaliacao da capacidade Killer da série T84

A producéo da proteina killer foi observada em quatro linhagens das 48 estudadas, sendo
elas a 163784, 184T84, 185T84 e 186T84, totalizando 8,33%. Assim, estas linhagens (K+R+)
foram capazes de matar as leveduras sensiveis usadas como padrdo ndo as deixando se
desenvolver, criando um halo de inibig&o ao redor da massa pontual. Todas as linhagens killer
identificadas foram da espécie S. cerevisiae. As linhagens 163T84, 184T84 e 185T84 foram
Killer para a linhagem padrédo S. cerevisiae 26B84 (Figura 5), enquanto que a linhagem 186T84

foi killer somente para a linhagem padrdo Hanseniaspora opuntiae 3GPEpUF17 (Figura 6).

Figura 5 - Perfil killer — criacdo de halo de inibicdo - das linhagens da série T84 testadas em
relacdo a linhagem Saccharomyces cerevisiae 26B84.

Fonte: Autora, 2020.
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Figura 6 - Perfil killer — criagcdo de halo de inibic¢do - da linhagem Saccharomyces cerevisiae
186T84 a linhagem Hanseniaspora opuntiae 3GPEpUF17.

Fonte: Autora, 2020.

5.4 Avaliacao da sensibilidade ao fator Killer da série T84

As 48 leveduras da série T84 foram testadas quanto a sensibilidade ao fator killer em
relacdo a 25 linhagens utilizadas como padrdo. Entre estas, ha linhagens representativas das
espécies: S. cerevisiae, Candida diversa, Hanseniaspora uvarum e H. opuntiae. As leveduras
sensiveis S. cerevisae somaram 36 (Figura 7), sendo que destas, 14 foram sensiveis a linhagens
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, enquanto 22 foram sensiveis exclusivamente a linhagens
padrdo killer de Saccharomyces, sendo que nenhuma apresentou sensibilidade somente para
linhagens ndo-Saccharomyces. Dentro da linhagem M. guilliermondii, trés apresentaram
sensibilidade a linhagens ndo-Saccharomyces, e duas apresentaram sensibilidade tanto para
linhagens Saccharomyces quanto ndo-Saccharomyces. Dessa forma, das 48 linhagens testadas,
39 delas apresentaram algum tipo de sensibilidade, totalizando 81,25%.

A frequéncia de linhagens sensiveis observada foi bem maior quando comparada a
porcentagem de linhagens killer, de 8,33%. Sete linhagens (161, 162, 171, 175, 177, 180 e 181)
foram neutras, representando 14,5% do total, sendo quatro S. cerevisiae e trés M.
guilliermondii. As linhagens 163T84 e 185T84 foram neutras para linhagens ndo-

Saccharomyces e killer para a linhagem S. cerevisiae 26B84.
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Figura 7 - Perfil de sensibilidade das linhagens Saccharomyces cerevisiae (155T84) e
Meyerozyma guilliermondii (167T84) em relacéo as linhagens Killer Saccharomyces cerevisiae
1B84 (1) e Saccharomyces cerevisiae 91B (2).

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A linhagem 176T84 foi sensivel a todas as 25 linhagens killer tomadas como padrao
(Figura 8), sendo considerada apta para utilizacdo como tapete para testar a capacidade Killer
de outras leveduras. Dessa forma, foi incorporada a listagem de linhagens sensiveis padrdo da

Embrapa.

Figura 8 - Padrdo de sensibilidade da linhagem 176T84 testada pelas 25 linhagens killer padrao,
sendo inibida por todas elas.

Fonte: Autora, 2020.
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5.5 Identificagéo taxonémica das leveduras por PCR

As linhagens da série T84 haviam sido, previamente, identificadas por MALDI-TOFMS
(AGUSTINI et al., 2014, 2018). Entretanto, ap0s a caracterizacdo das mesmas, trés foram
submetidas para identificacdo para confirmacao por PCR devido as suas particularidades. Dessa
forma, as leveduras 176T84, 184T84 e 186T84 foram submetidas a este método, visto que pela
amplificacdo da regido 1TS1-5.8S-ITS2 ¢ possivel a diferenciacdo das diferentes espécies de
leveduras.

Com as trés leveduras testadas se obteve amplificacdo da regido 1TS1-5.8S-1TS2 por
PCR, gerando amplicons de aproximadamente 850 pb (Figura 9). Como apenas a espécie S.
cerevisiae possui tamanho de 850 a 880 pb, nao foi necessario RFLP para distinguir as espécies,

confirmando os resultados previamente obtidos por MALDI-TOFMS.

Figura 9 - Gel de agarose com os produtos de PCR.

M 1 2 3

M - marcador molecular.
1 - linhagem 176T84.
2 - linhagem 184T84.
3 - linhagem 185T84.

800pb B

500pb EE2

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

5.6 Dendograma

Apés a realizacdo de todos os testes propostos, buscou-se realizar o agrupamento das
linhagens de acordo com suas similaridades considerando todas as caracteristicas avaliadas.

Dessa forma, realizou-se um dendograma com as 48 linhagens da série T84, através do
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programa R program (R Core Team, 2020), utilizando o pacote dendextend (Galili, 2015; da
Silva, 2020) do LMA (Figura 10).

Figura 10 - Dendrograma das linhagens da série T841s5.200 cOm relacéo a evolucdo de COp,
niveis de H2S, capacidade killer e sensibilidade ao fator killer de linhagens padréo.

Fonte: Autora, 2020.

O dendograma separa as linhagens em dois grandes grupos, sendo que na metade
superior se encontram as leveduras que tiveram producéo de H»S de grau 2 ou 3, que vai da
linhagem 188T84 até 177784 no sentido horario, enquanto que na metade inferior, encontram-
se as que tiveram producdo grau 1 ou nula, da linhagem 176T84 até 169T84. Apos essa primeira
divisdo, o dendograma considera diferengas menores entre as linhagens, como o grau de
fermentagdo, a producéo ou néo da proteina killer e a sensibilidade a esse fator, que podem ser
diferentes de linhagem para linhagem. Quanto menos ramificacOes entre as linhagens, mais
parecidas elas sdo. A linhagem 171T84 esta no mesmo nivel da linhagem 1VVT97, mostrando
gue possuem O mesmo comportamento, pois sdo neutras, ndo produzem H>S e sdo
fermentativas. Essas duas linhagens estdo separadas da linhagem 163T84 devido a esta ultima
ser killer. A linhagem 176T84 encontra-se isolada devido a sua hipersensibilidade, pois foi

sensivel as 25 linhagens killer padréo.
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As linhagens que apresentaram curvas de fermentacdo parecidas com a linhagem
1VVTI7 padréo sem a producdo de H>S foram a 163T84 e 171T84, mostrando que nem todas
as leveduras presentes no mosto possuem aptidao enoldgica. No estudo, apenas as linhagens
171T84 e 163T84 se enquadram nesse perfil, devendo-se utilizar prioritariamente a linhagem

171T84 devido a sua neutralidade e a caracteristica killer da linhagem 163T84.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A vitivinicultura possui grande importancia econémica, social e cultural na Serra
Gaucha. Por ser pioneira na experiéncia brasileira em indicagdes geograficas, consolidando-se
pela Indicagdo de Procedéncia do Vale dos Vinhos, a regido se tornou um dos principais polos
produtores da bebida no pais. Dessa forma, torna-se importante o aperfeicoamento do terroir
através de escolhas adequadas de leveduras autdctones para vinifica¢do, garantindo um vinho
singular e caracteristico, opondo-se a uniformizacéo e padronizacao da bebida.

Dessa forma, quando houver interesse na utilizacdo de linhagens autdctones para
atribuir caracteristicas Unicas aos vinhos, ressalta-se a importancia do isolamento,
caracterizacdo e selecdo dessas leveduras para a escolha de linhagens adequadas a elaboracao
de vinhos. As leveduras devem apresentar fermentacdo adequada, ndo producéo de H»S, e de
preferéncia serem neutras. No estudo realizado, apenas duas das 48 linhagens se enquadram no
perfil adequado para utilizacdo na vinificacdo, reiterando a importancia da realizacdo destes
procedimentos para a escolha da linhagem correta.

Apesar da influéncia de diferentes fatores na producdo vinicola, as atividades realizadas
durante o estagio proporcionaram a percep¢do da importancia da escolha adequada das
linhagens de leveduras visto a relacdo destas com a fermentacdo, produgdo de compostos
quimicos e relag@es intra e interespecificas, que afetam diretamente a qualidade do produto
final.

Ressalta-se a grande importancia da pesquisa publica para a geracdo de conhecimento e
informagdes para o desenvolvimento e criagdo de tecnologias de forma cada vez mais eficiente.
Outrossim, a oportunidade de realizar o estdgio em uma empresa publica de pesquisa provou-
se de grande valia devido a vivéncia das atividades desempenhadas pelas mesmas juntamente
com o convivio com diversos profissionais do ramo, na busca do desenvolvimento de
informacdes para o0 aprimoramento da agricultura brasileira.

O estdgio mostrou-se importante para formacdo académica pela possibilidade de

aprofundamento dos conhecimentos relacionados a procedimentos laboratoriais, além do
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entendimento completo da cadeia de producdo vinicola, importante ramo agroindustrial no
estado, pouco abordado na faculdade. A transferéncia de conhecimentos possibilitada pelo

estagio e significativa para o crescimento pessoal e profissional dos estudantes.
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APENDICE A - Linhagens de leveduras sensiveis padrdes do Laboratrio de Microbiologia da
Embrapa Uva e Vinho.

NUmero Nome cientifico Nomenclatura

1 Saccharomyces cerevisiae 26B84

2 Candida californica 40MCF14

3 Issatchenkia terricola 21MCF14

4 Hanseniaspora uvarum uvarum 50MCF15

5 Zygosaccharomyces bisporus 46TASL15

6 P. fermentans 1GTRU15

7 Hanseniaspora opuntiae 3GPEpUf17
8 Candida californica 7TMCBS17

Fonte: Autora, 2020.

APENDICE B - Linhagens de leveduras killer padrdes do Laboratério de Microbiologia da
Embrapa Uva e Vinho.

NuUmero Nome cientifico Nomenclatura

1 Saccharomyces cerevisiae 1B

2 Saccharomyces cerevisiae 91B

3 Saccharomyces cerevisiae K1

4 Candida diversa 10MBR2F14
5 Candida diversa 27TMBR2F14
6 Hanseniaspora uvarum 28MCF14
7 Candida diversa 29MCF14
8 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14
9 Candida diversa 51MCF14
10 Candida diversa 52MCF14
11 Candida diversa 30MPB12
12 Candida diversa 12MPB12
13 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15
14 Hanseniaspora opuntiae 7GTGU15
15 Candida diversa 44TASL15
16 Hanseniaspora opuntiae 37GPEpU15
17 Hanseniaspora opuntiae 34GPEpU16
18 Candida diversa 2GCEpU16
19 Candida diversa 8GCEpU16
20 Candida diversa 36GCEpU16
21 Candida diversa 40GCEpU16
22 Candida diversa 41GCEpU16
23 Candida diversa 19GTEpU16
24 Candida diversa 28GTEpU16
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iversa

32GTEpU16

Fonte: Autora, 2020.

Apéndice C — Componentes necessarios para a realizacao da técnica de PCR.
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Reagentes Volume

Agua ultra-pura 13,95 pL

Tampéo Taq DNA Polimerase 10x 2,50 pL
Cloreto de Magnésio 50mM 0,75 pL
Nucleotideos trifosfatados 1mM 4,50 uL
Oligonucleotideos iniciadores F 20pmol/uL 1,0 uL
Oligonucleotideos iniciadores R 20pmol/pL 1,0 uL
Taq DNA polimerase 5U/ pL 0,3 uL

DNA amostral 1,0 uL

Fonte: Autora, 2020.

Apéndice D - Programacdo no termociclador para a realizacao da PCR.

‘ ESTADIO 1

ESTADIO 2

ESTADIO 3 ‘

95.02C

0:05:00

95.02C

0:00:30 |

\ 60.

0:0

0eC

— 0:01:00

1:00

72.0°C

72.0¢C

0:10:00 .
4.02C

1x

3%x

1x

Fonte: Autora, 2020.

Apéndice E - Resumo da producéo final de CO2 ap6s 96 horas de avaliacéo e nivel de producgéo

de HS das linhagens da série T841s5.209.

Linhagem H2S CO2 Espécie
155 - 0,817 Saccharomyces cerevisiae
156 - 0,927 Saccharomyces cerevisiae
157 ++ 0,920 Saccharomyces cerevisiae
158 ++ 0,890 Saccharomyces cerevisiae
159 - 0,857 Saccharomyces cerevisiae
160 + 0,907 Saccharomyces cerevisiae

(continua)



161 ++ 0,893 Saccharomyces cerevisiae
162 ++ 0,860 Saccharomyces cerevisiae
163 - 0,853 Saccharomyces cerevisiae
164 + 0,910 Saccharomyces cerevisiae
166 + 0,913 Saccharomyces cerevisiae
167 +++ 0,047 Meyerozyma guilliermondii
168 + 0,930 Saccharomyces cerevisiae
169 - 0,917 Saccharomyces cerevisiae
170 + 0,933 Saccharomyces cerevisiae
171 - 0,910 Saccharomyces cerevisiae
172 + 0,910 Saccharomyces cerevisiae
173 - 0,907 Saccharomyces cerevisiae
174 - 0,713 Saccharomyces cerevisiae
175 +++ 0,053 Meyerozyma guilliermondii
176 ++ 0,777 Saccharomyces cerevisiae
177 +++ 0,040 Meyerozyma guilliermondii
180 +++ 0,050 Meyerozyma guilliermondii
181 ++ 0,903 Saccharomyces cerevisiae
182 ++ 0,923 Saccharomyces cerevisiae
183 + 0,907 Saccharomyces cerevisiae
184 + 0,913 Saccharomyces cerevisiae
185 ++ 0,927 Saccharomyces cerevisiae
186 - 0,860 Saccharomyces cerevisiae
187 + 0,860 Saccharomyces cerevisiae
188 ++ 0,923 Saccharomyces cerevisiae
191 ++ 0,947 Saccharomyces cerevisiae
192 - 0,813 Saccharomyces cerevisiae
193 ++ 0,917 Saccharomyces cerevisiae
194 ++ 0,047 Meyerozyma guilliermondii
195 + 0,900 Saccharomyces cerevisiae
196 - 0,730 Saccharomyces cerevisiae
198 +++ 0,920 Saccharomyces cerevisiae
199 ++ 0,897 Saccharomyces cerevisiae
201 + 0,897 Saccharomyces cerevisiae
202 ++ 0,853 Saccharomyces cerevisiae
203 + 0,843 Saccharomyces cerevisiae
204 ++ 0,893 Saccharomyces cerevisiae
205 +++ 0,060 Meyerozyma guilliermondii
206 ++ 0,037 Meyerozyma guilliermondii
207 - 0,843 Saccharomyces cerevisiae
208 ++ 0,047 Meyerozyma guilliermondii
209 - 0,857 Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Autora, 2021.
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ANEXOS

ANEXO A - Via de reducdo do sulfato em Saccharomyces cerevisiae.

S0,” (Sulfato)

Sufalo permease | odieror

St
s Il | —— \

SO (Sulfato)

ATP sottniase ATP
PR

APS (5-adendiisulfato)

A

APS cinese A\
Ny~

ADP

PAPS (3'-fosfo-5'-adenilisulfato)

NADPH
PAPS regufase
PAP « NADP'

39

S04 (Sulfito) SO,
INADEH « 50"
Sutvo redstaze
K INADR" + IM.0
H;S (Sulfeto de hidrogénio) —H,S
=
0' il- sserin Homacisieine anfase
Homocisteina
S-adenosil-nomocisteina /
Metionina Cistationina
Cisteina

S-Adenosiimetionina

Fonte: NETO & MENDES-FERREIRA (2005).



