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RESUMO

A principal finalidade deste doutoramento em empresa foi diversificar os produtos e
servicos da Vinalia dirigidos & industria vitivinicola, através do desenvolvimento de solugdes
sustentadas no setor da biotecnologia de leveduras. Com este trabalho procurou-se desenvolver
servicos inovadores de tipagem molecular de leveduras, implementando-se métodos réapidos e
especializados com aplicacdo nesta indUstria. Pretendeu-se ainda explorar a biodiversidade de
estirpes com potencial enoldgico, isoladas em diferentes regides vitivinicolas portuguesas, e a
sua utilizagao na producdo de vinhos de elevada qualidade.

A abordagem principal para a obtencdo de novas estirpes de leveduras para aplicagdo
enoldgica tem sido centrada na exploracdo da diversidade presente nos ambientes vitivinicolas.
Os estudos da diversidade inter- e intraespecifica de leveduras envolvem geralmente a analise
genotipica de um grande nimero de amostras bioldgicas, sendo necessario metodos eficientes
para o rapido isolamento de DNA. Desta forma, foi desenvolvido e validado um método de
extracdo de DNA, baseado num formato de microplacas de 96 pogos, para Saccharomyces
cerevisiae e outras espécies de leveduras. A gama de concentracdes do DNA obtido variou entre
20 a 50 ng/mL, o que permitiu a utilizacdo direta nas amplificacdes por PCR para os métodos de
tipagem molecular usados na identificacdo de leveduras e na delimitagdo de estirpes de S.
cerevisiae. O protocolo miniaturizado de extracdo de DNA permitiu 0 processamento manual de
16 microplacas (1536 isolados) num dia de trabalho. O custo dos consumiveis e reagentes foi

significativamente inferior ao associado as op¢des disponiveis comercialmente.

A colheita de 66 amostras de uvas, de diferentes castas, em seis regifes vitivinicolas
portuguesas (Vinhos Verdes, Dao, Douro, Bairrada, Tejo e Alentejo), permitiu obter 1500
isolados de leveduras. Recorrendo a andlise de sequéncias interdelta, diferenciaram-se 64
estirpes de S. cerevisiae, que foram submetidas a um programa de selecéo tendo por fim a sua
aplicagdo enoldgica. Os seguintes critérios foram sequencialmente analisados: duragdo da
fermentacéo, perfil organolético, resisténcia ao dioxido de enxofre (SO,), tolerancia ao etanol,
fendmeno Kkiller, producdo de sulfureto de hidrogénio (H.S), atividade B-glucosidasica, e
concentragBes dos principais metabolitos (etanol, glicerol e acido acético) no final da
fermentacdo, assim como dos aglcares residuais (glucose e frutose). Neste procedimento foi
selecionada uma estirpe (D3).

Vil
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Os testes a escala laboratorial, geralmente utilizados no processo de selecdo de
leveduras, ndo reproduzem com exatiddao as fermentacbes a escala industrial. Assim, foi
avaliado o comportamento fermentativo da estirpe D3 em vinificacfes a escala piloto e industrial.
Foram vinificados oito mostos de castas de uvas brancas e quatro de uvas tintas, tendo-se
verificado a implantagéo efetiva da estirpe D3 em todas elas. Em paralelo, foram realizados
ensaios com uma levedura comercial (Lalvin QA23®) em trés das castas de uvas brancas. As
analises aos compostos volateis dos trés vinhos produzidos em paralelo revelaram que apenas
nos vinificados com a estirpe D3, 0 9-decenoato de etilo estava presente em teores superiores
ao limiar de percecdo. A andlise sensorial evidenciou um aroma frutado mais intenso no vinho
produzido com a levedura D3 relativamente ao obtido com a comercial. Os resultados indicaram
que a formacdo de concentracOes significativas deste éster, que confere um aroma frutado, é

considerada como uma caracteristica metabdlica desta estirpe.

No ambito deste trabalho realizou-se a andlise das caracteristicas enoldgicas de seis
populacdes de estirpes de S. cerevisae, correspondentes aos isolados obtidos em seis regides
vitivinicolas. Este estudo teve por objetivo avaliar se as estirpes da mesma populacdo
compartilhavam fenétipos adaptativos as condicdes ambientais especificas da sua regido. As
caracteristicas fenotipicas (resisténcia ao SO, tolerancia ao etanol, fenémeno killer, producao de
H.S, atividade pB-glucosidasica e utiizacdo da galactose como fonte de carbono) nédo
apresentaram diferencas significativas entre as populagdes. A concentracdo dos metabolitos
produzidos foi diversa, sugerindo que as estirpes utilizaram diferentes estratégias metabdlicas
para responder aos condicionalismos ambientais, independentemente da sua regido de origem.
Contudo, verificou-se que as microfermentacdes conduzidas mais rapidamente estavam
associadas as leveduras pertencentes a regido de proveniéncia do mosto. Esta observagdo
suporta a hipétese de que as estirpes estdo mais adaptadas as caracteristicas dos mostos da

Sua area vitivinicola.

Do trabalho reportado nesta tese de doutoramento resultou o know-how cientifico e
técnico para a concecdo de um servico de isolamento, selecdo e caracterizacdo de leveduras
enoldgicas autdctones. Foi constituida uma colecdo de 64 estirpes de S. cerevisiae provenientes
das principais regides vitivinicolas portuguesas. Esta colecao representa um importante recurso
bioldgico que a empresa pode explorar para diversificar a oferta de leveduras starter disponiveis
no mercado. Por fim, vinificacdes a escala piloto e industrial conduzidas por uma estirpe isolada

no ambito desta tese, confirmaram as suas caracteristicas enoldgicas diferenciadoras.

viii
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ABSTRAT

The major aim of this doctorate in company was to diversify Vinalia's products and
services to the wine industry, through the development of solutions sustained in the yeast
biotechnology sector. This work sought to develop innovative services of yeast molecular typing,
by implementing quick and specialized methods with application in this industry. It was also
intended to explore the strains biodiversity with oenological potential, isolated from several
Portuguese wine regions, and its application in the production of high quality wines.

The main approach to obtain new strains for oenological application has been centered
on the exploitation of the yeast diversity present in wine environments. Studies of yeasts inter-
and intraspecific diversity often encompasses genotypic analysis of a large number of biological
samples and, therefore, efficient methods for the rapid isolation of DNA are required. Thus, a
DNA extraction method, based on a 96 wells microplate format, was developed and validated for
Saccharomyces cerevisiae and other yeast species. The range of DNA concentration obtained
was between 20 and 50 ng/mL, which allowed the direct use in PCR amplifications for the general
molecular typing methods used in yeast identification and S. cerevisiae strains delimitation. The
miniaturized DNA extraction protocol allowed manual processing 16 microplates (1536 isolates)
in one working day. The cost of consumables and reagents was significantly lower than that
associated to the commercially available options.

A 66 samples collecting of different grape varieties, in six Portuguese wine regions
(Vinhos Verdes, Dao, Douro, Bairrada, Tejo and Alentejo), allowed gathering 1500 yeast isolates.
Interdelta sequences analysis differentiated 64 S. cerevisiae strains, which were subjected to a
selection program for oenological application purposes. The following criteria were sequentially
analyzed: fermentation duration, organoleptic profile, resistance to sulfur dioxide (SO.), ethanol
tolerance, killer phenomenon, hydrogen sulfide (H2S) production, B-glucosidase activity, and
concentrations of major metabolites (ethanol, glycerol and acetic acid) at the end of the
fermentation, as well as residual sugars (glucose and fructose). One strain (D3) was selected in
this procedure.

Laboratory scale tests, generally used in the yeasts selection process, do not reproduce
accurately the fermentations at industrial scale. Thus, the fermentative performance of the strain
D3 was evaluated at pilot and industrial wine fermentation scales. Eight musts of white and four
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of red grape varieties were vinified, and the effective implantation of the D3 strain was observed
in all of them. In parallel, a commercial yeast (Lalvin QA23®) was tested in three of the varietal
white musts. The analysis of the volatile compounds of the three wines produced in parallel
revealed that only in the ones obtained with the strain D3, ethyl 9-decenoate was present at
concentrations above the perception threshold. The sensory analysis showed that a more intense
fruity aroma was detected in the wine produced with the D3 yeast in comparison to the wine
obtained with the commercial starter. The results indicated that the formation of significant
concentrations of this ester, which confers a fruity aroma, is regarded as a metabolic feature of
this strain.

The analysis of enological properties of six S. cerevisiae strains populations, respectively
isolated from six wine regions, was accomplished in the scope of this work. This study aimed to
assess whether the strains of the same population shared adaptive phenotypes specific to the
environmental conditions of that region. The phenotypic characteristics (resistance to SO,
ethanol tolerance, killer phenomenon, H>S production, B-glucosidase activity and utilization of
galactose as a carbon source) did not differ significantly between populations. The produced
metabolites concentration was diverse, suggesting that the strains used different metabolic
strategies to respond to environmental constraints, regardless of their region of origin. However, it
was found that the fastest microfermentations were conducted by the yeasts belonging to the
same wine region of the must. This observation supports the hypothesis that yeast strains might
be better adapted to the must characteristics of its own vinicultural area.

The work developed in this PhD thesis lead to scientific and technical know-how that
allowed the designing of a service to isolate, select and characterize autochthonous wine yeasts.
A collection of 64 strains of S. cerevisiae, from the main Portuguese wine regions, was
established, representing an important biological resource. This collection can be exploited by the
company to diversify the yeast starters offered on the market. Finally, pilot and industrial scale
wine fermentations conducted by a strain selected in the scope of this thesis, have confirmed its
distinctive oenological characteristics.
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Figura IV- 5: Resumo da duragdo das microfermentaces das 49 estirpes de S. cerevisiae que iniciaram a
fermentagdo (assim como a da estirpe de referéncia Lalvin QA23®) e da prova organolética dos vinhos
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avaliacdo da duragdo da fermentacdo e prova organolética foram marcadas com um padrdo de riscas
diagonais. As estirpes selecionadas, apos avaliagdo dos restantes testes fenotipicos, foram assinaladas com
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1 MOTIVACAO E OBJETIVOS

A industria vitivinicola € um setor chave para a economia portuguesa. A globalizagéo
deste mercado tem colocado novos desafios as empresas vitivinicolas dos paises tradicionais,
onde se inclui Portugal. A concorréncia internacional dos novos paises produtores e a evolugdo
dos gostos e tendéncias dos consumidores tém aumentado a preocupacao dos produtores em
obter vinhos diferenciados de qualidade. A percecdo de qualidade por parte do consumidor esta
intrinsecamente ligada ao perfil sensorial do vinho. Por sua vez, as caracteristicas sensoriais de
um vinho séo influenciadas por vérios fatores (a casta, o terroir, 0 estado fitossanitario das uvas,
0S microrganismos presentes durante todo o0 processo fermentativo, ou ainda o

armazenamento).

O vinho resulta da fermentacao alcodlica de mostos de uva conduzida pelas leveduras.
Estas convertem os aclcares em etanol, diéxido de carbono e outros metabolitos que tém
impacto no perfil organolético do vinho. Quando ocorre espontaneamente, a vinificacdo é
realizada pelas leveduras presentes na superficie das uvas ou no interior da adega. No entanto,
como a dinamica das fermentacdes espontaneas é frequentemente imprevisivel e pode conferir
caracteristicas desagradaveis ao vinho, os produtores recorrem frequentemente a culturas
starter de leveduras comerciais para conduzir a vinificagdo, assegurando assim o controlo do
processo. Além do mais, quando sdo utilizados os mesmos starters de levedura, esta pratica
garante também que os vinhos produzidos mantém a homogeneidade das caracteristicas entre
campanhas vitivinicolas. Existem cerca de duas centenas de starters de levedura
comercialmente disponiveis, algumas com uma grande abrangéncia de utilizagdo no que
respeita ao tipo de vinho ou da casta de videira. Tem sido defendido que a utilizagdo quase
universal destas leveduras starters generalistas tem contribuido para uma uniformizacao e
descaracterizacdo dos vinhos, razdo pela qual os endlogos e produtores de vinho tém
demonstrado maior interesse por leveduras que contribuam para a diferenciagdo dos seus
produtos. Neste contexto, existe um potencial consideravel na exploragdo deste recurso
bioldgico e da sua contribuicao para a diversificagdo de vinhos.

A Vinalia é um spin-off do departamento de Engenharia Bioldgica da Universidade do
Minho, fundada em 2006 com o propésito de fornecer solugdes de biotecnologia para a viticultura
e enologia. Este doutoramento realizou-se em ambiente empresarial, envolvendo a Vinalia e o
departamento de Biologia da Universidade do Minho, e visou diversificar os produtos e servigos
da empresa. Assim, um dos objetivos foi desenvolver um servico inovador para 0 setor
vitivinicola, implementando métodos rapidos e especializados, assentes na tipagem molecular de
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leveduras vinicas. Outra finalidade deste doutoramento foi a selecao e caracterizacdo de estirpes
de leveduras isoladas de diversas origens geograficas e avaliar 0 seu potencial de aplicagdo
para a producdo de vinhos caracteristicos dessas regides vitivinicolas. Pretendeu-se ainda obter
produtos biotecnoldgicos, em particular novas estirpes de leveduras, que contribuissem para a
producdo de vinhos de elevada qualidade, que conferissem aos vinhos propriedades

particulares.

2 ESTRUTURA DA TESE

Esta dissertacdo esta dividida em nove capitulos. Os Capitulos IlI, IV, V e VI, foram
escritos em formato de artigo, contendo cada um as seguintes sec¢des: Introducao, Materiais e
Métodos, Resultados e Discussao.

No presente capitulo (Capitulo 1) contextualiza-se a motivacdo e 0s objetivos do
doutoramento e apresenta-se a estrutura desta dissertagao.

A Introducdo geral deste trabalho, que corresponde ao Capitulo Il, apresenta uma breve
revisdo bibliogréafica sobre a diversidade de leveduras e a sua utilizagdo em diferentes aplicacdes
biotecnoldgicas, particularizando a andlise da variabilidade genética e fisiologica das leveduras
vinicas. E também realizada uma descricdo do mercado global das leveduras para aplicagio
enoldgica a par do mercado global do vinho. S&o ainda referidas as principais tendéncias do
mercado dos vinhos e, consequentemente, das leveduras que os produzem. Por fim, s&o
revistas as abordagens para a sele¢do de novas estirpes de leveduras para aplica¢do enolégica,
em particular o recurso a estratégias de melhoramento sem recurso a técnicas se enquadram na

definicdo de microrganismos geneticamente modificados (MGM).

O Capitulo Il descreve o desenvolvimento e validacdo de um método rapido de
extracdo de DNA de Saccharomyces cerevisiae e outras espécies de leveduras. Este método
resultou da adaptacdo de um método anteriormente descrito, para um formato de microplacas de
96 pogos. A miniaturizacdo do meétodo permitiu aumentar oito vezes o ndmero de amostras
processadas num dia de trabalho. O método otimizado foi validado para a utilizagdo direta do
DNA na amplificagdo por PCR e posterior andlise de sequéncias interdelta, de loci de
microssatélites e de regides ITS ribossomais.

O Capitulo IV reporta o isolamento e genotipagem de estirpes S. cerevisiae a partir de

amostras de uvas colhidas em seis regides vitivinicolas portuguesas. E também descrito um
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modelo simplificado de selecdo de leveduras para aplicacdo em fermentagdes industriais, assim
como a caracterizacdo enoldgica das estirpes avaliadas durante esse processo. Em resultado
deste trabalho foi selecionada uma estirpe (D3). Paralelamente é comparado 0 comportamento
enoldgico de estirpes isoladas a partir de dois tipos de amostra (compostas e ndo compostas)

com o objetivo de reduzir o nimero de estirpes envolvidas no processo de selecao.

Os testes a escala laboratorial utilizados nos processos de selecdo de estirpes nao
reproduzem com exatiddo as fermentacdes a escala industrial. Assim, o Capitulo V descreve o
comportamento fermentativo da estirpe D3, selecionada no capitulo anterior, em vinificacdes a
escala piloto e industrial. Estes ensaios foram realizados em diferentes mostos, oito de castas de
uvas brancas e quatro de uvas tintas, nas condi¢cdes tecnoldgicas geralmente utilizadas nos
processos industriais. Em trés das castas brancas foram efetuados ensaios em paralelo com

uma levedura comercial (Lalvin QA23°).

As estirpes de S. cerevisae apresentam uma grande variedade de caracteristicas
fenotipicas, que resultam muitas vezes da adaptacdo das populacOes a diferentes ambientes de
modo utilizar todo o seu potencial. No Capitulo VI reporta-se a caracterizagdo da diversidade
fenotipica e enoldgica de seis populacfes de estirpes de S. cerevisae, que correspondem aos
isolados obtidos a partir de mostos das seis regides vitivinicolas (Capitulo 1V). Neste trabalho
avaliou-se a capacidade das estirpes pertencentes a mesma populacao (provenientes da mesma
regido) partilharem algumas semelhancas fenotipicas. Pretendeu-se avaliar também se as
interacdes entre as leveduras e as condi¢des ambientais especificas de cada regido favoreceram
a ocorréncia de estirpes mais adaptadas as condi¢@es vitivinicolas locais.

No Capitulo VII é apresentada uma discusséo geral e as conclusdes mais importantes
deste doutoramento, terminando com sugestdes para futuros trabalhos.

A lista das referéncias bibliograficas citadas ao longo da dissertacdo é apresentada no
Capitulo VIII.

A par do trabalho de investigacdo desenvolvido neste doutoramento foram realizadas
outras atividades para dinamizar a I&D da Vinalia, que se encontram descritas no Anexo .

Os cddigos das 64 estirpes de S. cerevisiae, isoladas e caracterizadas no ambito deste

doutoramento em empresa, encontram-se descritos no Anexo |I.
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No Anexo Il encontram-se alguns dados complementares dos trabalhos desenvolvidos.
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1 PERSPETIVA HISTORICA

Desde a antiguidade que as bebidas e os alimentos fermentados tém contribuido para o
avanco e sustentabilidade das sociedades humanas (Johnson and Echavarri-Erasun, 2011).
Embora os povos da antiguidade néo tivessem conhecimento do processo hioquimico designado
por fermentacéo, utilizaram-no durante milhares de anos como uma maneira eficaz de preservar
a qualidade de bebidas e alimentos (Sicard and Legras, 2011). As evidéncias mais antigas da
producdo de bebidas fermentadas datam do periodo neolitico, quando foram domesticados as
primeiras plantas e animais, que forneceram a base para sociedades mais complexas e fixacao
permanente (McGovern et al., 2009). As analises quimicas de compostos organicos absorvidos
em antigos jarros de ceramica da aldeia Jiahu, na China, revelaram a existéncia de uma bebida
fermentada a partir de uma mistura de arroz, mel e frutas, datada de 7000 a. C. (McGovern et al.,
2004). A primeira prova da produgdo de vinho aparece no norte da Mesopotamia, num jarro
datado de 5400-5000 a. C. onde foi detetado &cido tartarico (Mcgovern et al., 1996), e na Grécia,
em Dikili Tash, foram encontrados restos da extra¢ao de sumo de uva, datados do final do quinto
milénio a. C. (Valamoti et al., 2007). A descoberta de DNA ribossomal de Saccharomyces
cerevisiae no residuo de um dos jarros de vinho mais antigos encontrados no Egito, datados de
3150 a. C. (Cavalieri et al., 2003), sugere que esta espécie foi responsavel pela fermentagéo
desse vinho. Também em residuos egipcios de pao e cerveja, datados de 1500-1300 a. C.,
foram observadas células de levedura, recorrendo a microscopia electrénica de varrimento
(Samuel, 1996). Na época neolitica, as fermentagcdes foram presumivelmente iniciadas por
leveduras “selvagens”, sendo provavel que tenham existido trocas de leveduras entre alimentos
e bebidas fermentadas (Sicard and Legras, 2011). As populacfes de leveduras associadas as
tecnologias da fermentacdo acompanharam os seres humanos nos seus fluxos migratorios,
supondo-se que se tenham expandido da Asia, da Mesopotamia e do Egipto para o Velho Mundo
(Legras et al., 2007; Sicard and Legras, 2011).

A ciéncia microbiana comegou em meados do século XVII, com as primeiras
observacdes microscopicas de células reportadas por Antonie van Leeuwenhoek. Entre 1836 e
1838, Cagniard-Latour, Kiitzing e Schwann, mostraram que a levedura é um ser vivo e Schwann
identificou-a como um fungo. Ainda em 1838, Meyen criou 0 género Saccharomyces que
compreendia as espécies S. cerevisiae, S. pomorum e S. vini, nomes que indicavam os locais
onde tinham sido encontradas e que correspondiam a cerveja, a sidra e ao vinho,

respetivamente (Barnett and Barnett, 2011). Em 1860, Pasteur descobriu que as leveduras eram
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0S agentes responsaveis por converter o aglcar em etanol e diéxido de carbono durante o
processo fermentativo (Pasteur, 1860). Nos finais do século XIX, Koch e Hansen desenvolveram
métodos que permitiram obter culturas puras de leveduras. Hansen, um microbiélogo que
trabalhava no laboratorio da cervejeira Carlsberg, conseguiu isolar quatro estirpes de
Saccharomyces da cervejeira e identificou a que produzia consistentemente uma cerveja de boa
qualidade. Em 1884 a Carlsherg produziu 200000 hL de cerveja usando culturas puras de
levedura e, em poucos anos, este procedimento normalizou-se por todo 0 mundo (Barnett and
Barnett, 2011). Delbriick e Hayduck aplicaram o método de Hansen para a obtencao de culturas
puras para a panificacdo, e estiveram envolvidos no desenvolvimento de meios de crescimento
de levedura em melacos e sais de amdnio. Assim, no inicio do século XX a levedura de
panificacdo foi propagada industrialmente (Barnett and Barnett, 2011). Também no inicio
daquele século, o Instituto La Claire (Franga) comecou a isolar, manter e produzir em pequena
escala, culturas puras de leveduras que eram usadas no arranque de pied de cuvel, que por sua
vez eram utilizados para inocular mostos em fermentac6es industriais. No entanto, a produgéo
industrial de leveduras para aplicacdo enoldgica, tal como a conhecemos hoje, comegou apenas
na década de 60, quando os produtores de leveduras da panificagdo comecaram também a
produzir leveduras vinicas (Gonzélez et al., 2011). Desta forma, pode-se afirmar que a utilizacao
comercial de culturas puras de leveduras, a par com o desenvolvimento e aplicacdo de praticas

de assepsia, constituiram uma inovagdo importantissima na industria alimentar.

As técnicas desenvolvidas por Hansen levaram ao estabelecimento da taxonomia de
leveduras e no final do século XIX j& tinham sido publicadas descricbes de cerca de 200
espécies (Barnett, 2004). Nessa época, comegam a aparecer as primeiras colegdes de culturas
de microrganismos. A primeira cole¢do a fornecer servicos foi criada em 1890 pelo Prof. Kral
(Universidade Germanica de Praga) que, em 1900, publicou o primeiro catalogo de estirpes
(Uruburu, 2003). Desde entdo muitas outras cole¢des tém sido criadas com o propdsito de
preservar e distribuir estirpes para os mais diversos fins (ensino, investigagdo, ensaios de
controlo de qualidade, biotecnologia, etc.). Presentemente existem em todo 0 mundo numerosas
colecBes de culturas com milhares de estirpes depositadas como a American Type Culture
Collection (ATCC) com 10000 estirpes, Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) com 7000,
National Collection of Yeast Cultures (NCYC) com 4000, Portuguese Yeast Culture Collection
(PYCC) com 2600, Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) com 2495, entre outras

1 “pé de cuba™; Indculo preparado a partir de mosto, ao qual sdo adicionadas culturas puras de leveduras selecionadas ou se deixa fermentar
espontaneamente, e que tem o intuito de multiplicar essas leveduras para a subsequente adi¢do as cubas de maior volume na producao de
vinho.
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(Boundy-Mills, 2012). Estas cole¢Bes de culturas de dominio plblico contém apenas uma
pequena parte das estirpes armazenadas, existem ainda muitas outras que séo propriedade de
organizacdes privadas do setor biotecnoldgico (Roberts and Oliver, 2011).

2 DIVERSIDADE DE LEVEDURAS E APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

A levedura S. cerevisiae foi 0 primeiro microrganismo nao bacteriano a ter o seu genoma
nuclear conhecido. Em 1989, um grupo de investigadores liderados pelo biologo belga André
Goffeau, sequenciaram o cromossoma Il e, em 1996, em resultado de um trabalho de
investigacdo mundial, ficou completo o mapeamento dos restantes 15 cromossomas da levedura
(Goffeau et al., 1996). A aplicacdo da andlise de sequenciacgdo, seguida de comparacéo de todo
0 genoma, permitiu a identificacdo precisa de espécies e esclareceu as relacdes entre 0s
microrganismos. O desenvolvimento de um banco de dados (barcode) de sequéncias de genes
facilmente determinadas dos dominios 1 e 2 (D1 / D2) da grande subunidade (LSU) de rRNA e
do espagador interno transcrito (ITS), permite agora a muitos laboratdrios identificar as espécies
de forma inequivoca (Kurtzman, 2014). Assim, a disponibilidade de novas técnicas na
identificacdo de leveduras, que sdo agora relativamente baratas, simples e fidveis, e as
preocupacdes com as alteracdes ambientais, conduziram a uma tendéncia para isolar mais
estirpes e para explorar novos nichos (Robert et al., 2006), duplicando o nimero de espécies de
leveduras conhecidas durante a ultima década (Kurtzman, 2014).

O progresso na exploracdo de varios nichos ecolégicos de leveduras tem revelado a
grande diversidade de espécies que vivem nos diferentes habitats (Deak, 2009). Os solos
(Botha, 2006; Slavikova and Vadkertiovd, 2003; Yurkov et al., 2012), as florestas (Maksimova
and Chernov, 2004; Pimenta et al., 2009), os oceanos (Bass et al., 2007; Le Calvez et al., 2009),
0s insetos (Nguyen et al., 2007; Suh et al., 2005; Urbina et al., 2013), as areas agricolas como,
por exemplo, as vinhas (Gilbert et al., 2014; Pinto et al., 2014; Setati et al., 2012; Zarraonaindia
et al., 2015), entre outros, sdo alguns exemplos de ecossistemas que tém sido pesquisados e
caracterizados. Mas 0 mais surpreendente da exploracéo da diversidade das leveduras tem sido
0 conhecimento da vasta gama de condices fisiologicas em que estas crescem, em particular
0s ambientes extremos que se pensava inabitaveis. Tém sido descobertas leveduras
extremdfilas em diversos nichos, uns naturais e outros que resultam da a¢do humana. Existem
leveduras capazes de crescer em ambientes muito secos, designadas de xerdfilas, como as
espécies do género Cryptococcus que habitam nas elevadas montanhas desérticas do East

Pamir. As células destas leveduras possuem uma céapsula polissacaridea envolvente que é
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impermeével e permite a sua sobrevivéncia neste local onde se observam oscilagdes bruscas de
temperatura e humidade ao longo do dia (Aksyonov, 2002; Raspor and Zupan, 2006). Nos
ambientes gelados, como os polos Artico e Antartico e as regifes alpinas, tém sido isoladas
leveduras do solo, dos lagos, do gelo derretido, entre outros tipos de amostras. As leveduras que
tém uma temperatura Optima de crescimento baixa (15 °C) e temperatura de crescimento
méaxima de 20 °C e minima de 0 °C ou inferior, sdo chamadas de psicréfilas. Exemplos de
leveduras psicréfilas sdo as espécies dos géneros Mrakia e Mrakiella, Dioszegia antarctica,
Dioszegia cryoxerica, Glaciozyma martinii e Glaciozyma watsonii (Connell et al., 2010; Tsuji et
al., 2015; Turchetti et al., 2011). As que crescem a 0 °C mas tém temperatura Gtima de
crescimento de 20 a 40 °C, designam-se de psicrotolerantes e sao exemplos as espécies de
leveduras dos géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Hanseniaspora e Saccharomyces
(Cavicchioli and Torsten, 2000; Raspor and Zupan, 2006). Também nas salinas e nos alimentos
salgados tém sido isoladas leveduras, designadas de haldfilas, se crescem em concentracfes de
NaCl superiores a 0,2 M, ou de haldfilas extremas, se forem capazes de crescer em
concentragdes de NaCl superiores a 3,0 M (Cavicchioli and Torsten, 2000). Debaryomyces
hansenii € uma levedura haléfila que se encontra em aguas marinhas pouco profundas e em
alimentos salgados, e que consegue acumular elevadas concentracfes de Na* ou K* (Gonzalez-
Hernandez et al., 2004). As salinas, que tém concentracdes de NaCl entre 3 e 35%, sao o habitat
natural de algumas leveduras como Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis e
Trimmatostroma salinum (Gunde-Cimerman et al., 2000; Kogej et al., 2005). Também existem
leveduras capazes de se desenvolverem em ambientes com elevadas concentracfes de acUcar,
como o mel. Estas leveduras, designadas de osmdfilas, pertencem aos géneros Candida,
Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces, Nematospora, Oosporidium, Pichia, Rhodotorula,
Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, Trichosporan e Zygosaccharomyces (Snowdon and
Cliver, 1996). As leveduras aciddfilas sdo as que crescem em ambientes com baixo pH, embora
0 seu pH intracelular permaneca proximo da neutralidade (Raspor and Zupan, 2006). Exemplos
destes ambientes sdo fontes de aguas sulfurosas, efluentes de mineragdo, aguas residuais
industriais, solos arenosos &cidos (Gadanho et al., 2006; Gross and Robbins, 2000) ou até
mesmo o0 estdbmago de animais domésticos -a estirpe Candida slooffli CBS 4068 foi isolada do
estbmago de um suino (Arthur and Watson, 1976). Espécies como Cryptococcus humicolus,
Cryptococcus laurentii, Leucosporidium scottii, Rhodoturula aurantiaca, Rhodoturula cresolica,
Rhodoturula mucinaginosa, Schizoblastosporion starkeyi-henricii, Trichosporon dulcitum, tém
comportamento acidofilico (Gross and Robbins, 2000). Na faixa piritosa ibérica, a drenagem
acida das rochas origina habitats aquaticos com baixo pH e elevadas concentracdes de metais
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pesados. Foram isoladas destas aguas espécies de leveduras pertencentes aos géneros
Cryptococcus, Rhodotorula e Lecytophora e as espécies Candida fluviatilis, Rhodosporidium
toruloides e Williopsis californica (Gadanho et al., 2006). Existem ainda leveduras que resistem
em ambientes com elevadas concentracbes de Zn(ll) e o Cr(lll) (Yarrowia lipolytica e
Arthroascus javanensis), de Zn(ll) e de Cr(VI) (S. cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe), de
aluminio e de manganés (Rhodotorula glutinis), entre outros (Raspor and Zupan, 2006). Também
foi reportado que o 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) pode ser transformado por espécies dos géneros
Saccharomyces, Candida, e Hansenula (Zaripov et al., 2002) e pela Y. lipolytica, que também
degrada hidrocarbonetos e triglicerideos (Jain et al., 2004; Ziganshin et al., 2007).

Estas leveduras capazes de se desenvolverem em ambientes extremos tém atraido a
atencdo, ndo apenas pelo desafio que colocam as nocdes atuais de limites de sobrevivéncia e
de contributo para a diversidade microbiana, mas também devido ao seu potencial
biotecnolégico (Gonzalez-Toril, 2003).

Em 2011 existiam aproximadamente 1500 espécies de leveduras conhecidas (Kurtzman
et al., 2011), distribuidas por dois dos sete filos de fungos, 0 Ascomycota e o Basidiomycota. No
entanto, estima-se que se tenha descoberto apenas 1 a 5% das espécies de leveduras
existentes (Boekhout, 2005; Deak, 2009). As leveduras, ascomicetes ou basidiomicetes, sdo
fungos unicelulares que se caracterizam por se reproduzirem assexualmente por gemulacéo ou
fissdo, e tém estados sexuais que ndo sdo fechados em corpos de frutificacdo (Kurtzman et al.,
2011). A maioria das espécies conhecidas, como a S. cerevisiae, pertence ao filo Ascomycota,
uma vez que em condi¢bes adversas ao crescimento vegetativo apresenta um estado sexual
caracterizado pela formagdo de ascos e ascosporos (Kurtzman, 2014; Suh et al., 2006). As
restantes espécies incluem-se no filo Basidiomycota, dado gerarem um estado sexual
caracterizado por basidios com basidiésporos (Kurtzman, 2014; Suh et al., 2006). Existem outras
grandes diferencas entre estes dois grupos de leveduras (Suh et al., 2006): (i) a composicao
polissacaridea da parede celular € dominada por quitina nos basidiomicetes e por B-glucanos
nos ascomicetes; (ii) a composicdo de DNA nuclear em guanina e citosina (G + C) tende a ser
superior a 50% nos basidiomicetes e inferior a 50% nos ascomicetes (Kurtzman and Fell, 1998);
(iii) a formacdo de gémulas é tipicamente enteroblastica nos basidiomicetes e holoblastica nos
ascomicetes; (iv) as leveduras ascomicetes sdo geralmente mais fermentativas, mais
copiotropicas (isto €, encontram-se em ambientes ricos em nutrientes, particularmente carbono)

e, a0 mesmo tempo nutricionalmente especializadas, ao contrario das espécies basidiomicetes
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que tendem a usar uma ampla gama de compostos de carbono de forma mais eficiente e em
concentragdes mais baixas (Kurtzman and Fell, 1998); e (iv) os ascomicetes sdo encontrados em
nichos especializados, normalmente liquidos e ricos em carbono organico, que envolvem
interacBes com plantas e insetos ou outros animais invertebrados e que deles dependem para a
sua dispersdo, em contraste com os basidiomicetos que parecem estar adaptados para a
colonizacdo de superficies solidas, pobres em nutrientes, e frequentemente ndo recorrerem a

animais como vetores para a sua disperséo (Lachance and Starmer, 1998).

As diferentes caracteristicas destes dois grupos podem conferir aptiddes diversas que se
refletem nas suas aplicacfes biotecnoldgicas. As leveduras ascomicetes sdo particularmente
importantes nas fermentacdes de alimentos e bebidas alcodlicas, na producdo heteréloga de
proteinas e enzimas, de single-cell protein (SCP)?, de racbes e forragens, e ainda como
organismos modelo na investigacao fundamental (Johnson, 2013a). Por seu lado, as leveduras
basidiomicetes sdo utilizadas preferencialmente na producdo de enzimas utilizadas na sintese
quimica e farmacéutica, na producdo de determinadas classes de metabolitos primarios e
secundarios (tais como terpendides e carotenoides), no catabolismo aerébio de fontes de
carbono complexas, e na biorremediac&o de poluentes ambientais (Johnson, 2013a).

Presentemente as leveduras tém muitas aplicacbes biotecnolégicas para além das
fermentacdes tradicionais de alimentos e bebidas (Figura II-1), caracteristicas descritas de uma
forma pormenorizada por alguns autores (Chambers et al., 2009a; Deak, 2009; Johnson and
Echavarri-Erasun, 2011) e que incluem a producdo de biocombustiveis, de ingredientes para
alimentagdo e para ragdes, de compostos nutracéuticos e farmacéuticos, de hormonas e
vacinas, sdo utilizadas como probidticos, agentes para controlo biologico de pragas, na
biorremediacdo e continuam a ser um microrganismo modelo na investigacdo bioldgica

fundamental e biomédica.

A diversificacdo das aplicagdes biotecnoldgicas tem sido realizada apenas com um
numero reduzido de espécies de leveduras, comparativamente a totalidade de espécies
conhecida (Deak, 2009). Embora as leveduras designadas de n&o-convencionais (nao-
Saccharomyces) contribuam significativamente para estes processos, como por exemplo as
espécies, S. pombe, Scheffersomyces stipitis, Y. lipolytica, Kluyveromyces lactis, D. hansenii, R.
glutinis, Komagataella (Pichia) pastoris, Candida maltosa, Pseudozyma (Candida) antarctica, a

2“SCP”: Biomassa ou proteina extraida a partir de culturas de leveduras que pode ser usada como ingrediente ou como substituto em alimentos
ricos em proteinas, tanto em alimentos como racées.
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mais usada em processos industriais continua a ser S. cerevisiae (Steensels et al., 2014),

superando outros grupos de microrganismos industriais em produtividade e receitas econémicas

(Johnson, 2013b). As suas aplicagdes na industria incluem as fermentag@es tradicionais de

alimentos e bebidas (cerveja, sidra, vinho, bebidas destiladas, panifica¢do, queijos ou molhos), a

producéo de bioetanol, de SCP, de ra¢des, de enzimas, de pequenos metabolitos de baixo peso

molecular, de compostos heter6logos como a insulina e as vacinas da hepatite e do papiloma

virus, entre outros (Hou et al., 2012; Johnson, 2013b).
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Figura II-1: Areas de aplicacéo da biotecnologia de leveduras (adaptado de Johnson, 2013a).
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3 EVOLUCAO E DIVERSIDADE DE S. CEREVISIAE

As estirpes industriais de S. cerevisiae sdo organismos muito especializados, que
evoluiram para utilizar todo o potencial dos diferentes ambientes ou nichos ecoldgicos fornecidos
pela atividade humana, num processo de sele¢do que pode ser descrito como “domesticagéo”,
analogo ao processo de selecdo agricola (Bauer and Pretorius, 2000). Alids, a abundancia de
estirpes de S. cerevisiae associadas a bebidas fermentadas e a dificuldade em obter isolados em
habitats como o solo das vinhas e a superficie das uvas, levou a que esta espécie fosse sugerida
como o primeiro ser domesticado (Martini, 1993; Vaughan-Martini and Martini, 1995).

Os avangos recentes nas tecnologias de sequenciacdo de nova geracdo (NGS), que
devido a sua enorme capacidade de sequenciacdo em paralelo tm a vantagem de gerar
grandes quantidades de dados (Metzker, 2010), permitiram mapear a diversidade genética com
um nivel de detalhe sem precedentes. Estudos de gendmica populacional em larga escala
forneceram informagdes que elucidaram a historia evolutiva da espécie S. cerevisiae (Liti, 2015).
A analise de estirpes isoladas em diferentes continentes e a partir de diversos nichos ecolgicos,
mostrou que os isolados de ambientes vitivinicolas formam um grupo geneticamente
diferenciado e distinto dos obtidos em nichos naturais e em ambientes associados ao processo
fermentativo do sake, sugerindo eventos de domesticacdo independentes (Fay and Benavides,
2005; Schacherer et al., 2009). Estas estirpes vinicas ndo estdo circunscritas a fronteiras
geograficas, uma vez que os isolados da Europa, Austrélia, Chile e Nova Zelandia partilham o
mesmo ancestral recente e refletem a historia da migragdo humana (Dunn et al., 2012; Goddard
et al., 2010; Legras et al., 2007; Liti, 2015; Liti et al., 2009). Por outro lado, as linhagens de
estirpes que ndo estdo associadas a atividades humanas parecem ser caracteristicas de
determinadas areas geograficas (Liti, 2015). Um estudo recente realizado com estirpes de S.
cerevisiae obtidas em varias regides da China revelou que os isolados das florestas primitivas,
onde a atividade humana € praticamente inexistente, ocorrem linhagens muito antigas e
significativamente diversas, demonstrando que existem populacdes independentes de estirpes
selvagens de S. cerevisae que sd@o mais antigas que os isolados domesticados (Wang et al.,
2012). Estes resultados sugerem que a China possui um reservatdrio natural de variagdo
genética de S. cerevisae, indicando que esta espécie € muito provavelmente originaria da Asia
(Liti, 2015; Wang et al., 2012). Este estudo revela ainda que a diversidade natural da espécie S.
cerevisiae € enorme e maioritariamente inexplorada, uma vez que s6 em Hainan, uma ilha

tropical no sul da China onde existem florestas primitivas, a magnitude da diversidade genética
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da populacdo de S. cerevisiae é equivalente a diversidade de toda a populacdo humana (Wang
etal., 2012).

4 CARACTERISTICAS ENOLOGICAS DAS LEVEDURAS VINICAS: DIVERSIDADE INTRA-
ESPECIFICA DE S. CEREVISIAE

Nas fermenta¢@es industriais, as condices fisioldgicas a que as leveduras estdo sujeitas
sao muitas vezes diferentes das suas condicBes Optimas de crescimento, pelo que a sua
capacidade de adaptacdo a alteracbes ambientais determina a sua utilidade nas diferentes
aplicactes biotecnolégicas (Randez-Gil et al., 2013). Este atributo é particularmente importante
nas estirpes de leveduras vinicas uma vez que as caracteristicas fisico-quimicas do mosto (o pH
baixo, a elevada osmolaridade), as condicbes de fermentacdo (a temperatura, a adicdo de
diéxido de enxofre, a clarificacdo) e a evolu¢do do meio ao longo da fermentacédo (0 aumento da
concentracdo de etanol, a deplecdo de nutrientes), tornam o ambiente extremamente adverso
para a maioria dos microrganismos (Bauer and Pretorius, 2000; Rossouw et al., 2009). As
estirpes de leveduras vinicas industriais da espécie S. cerevisiae sdo um grupo de
microrganismos geneticamente e fenotipicamente diverso, que se adaptou as especificidades do
ambiente enoldgico (Rossouw et al., 2012a). A maioria das estirpes de leveduras vinicas
comercialmente disponiveis foram selecionadas pelas suas caracteristicas tecnoldgicas e
enoldgicas positivas, e sdo presentemente muito utilizadas uma vez que contribuem para o

controlo do processo fermentativo e para a qualidade do vinho.

Cada estirpe possui um conjunto exclusivo de caracteristicas enoldgicas e a relevancia
de cada uma varia de acordo com o tipo e estilo de vinho a produzir (OIV, 2012; Regodon et al.,
1997). Assim, a diversidade fenotipica das estirpes de S. cerevisiae tem sido explorada em
programas de sele¢do direcionados para a melhoria das caracteristicas sensoriais dos vinhos e
conferindo atributos tipicos a vinhos especificos (Mendes et al., 2013). O ponto de partida destes
programas € sempre a selecéo clonal de estirpes isoladas em ambientes naturais pertencentes a
areas de viticultura de interesse (Schuller and Casal, 2005).

Os critérios para a selecdo de leveduras vinicas tém evoluido ao longo dos anos
(Mannazzu, 1., Clementi, F. and Ciani, 2002; Pretorius and Bauer, 2002; Rainieri and Pretorius,
2000; Schuller and Casal, 2005; Suarez-Lepe and Morata, 2011). Tradicionalmente, a sele¢do
das estirpes de leveduras vinicas era efetuada em funcdo do seu poder fermentativo, da
tolerAncia a elevadas concentraces de etanol, de apropriadas cinéticas fermentativas a

17



| Capitulo Ii

diferentes temperaturas, da producdo de baixos teores de &cido acético e da resisténcia ao
diéxido de enxofre (OIV, 2012; Suarez-Lepe and Morata, 2011). De facto, € essencial que as
leveduras vinicas realizem fermentacOes rapidas, vigorosas e completas, consumindo todos 0s
aclcares presentes no mosto e produzindo etanol em concentracdes superiores a 8% (V/v).
Devem também resistir as concentragdes de didxido de enxofre geralmente adicionadas ao
mosto, para prevenir oxidagdes e contaminagbes microbianas. E ainda conveniente que
apresentem uma distribuicdo uniforme no mosto em fermentagéo, produzam pouca espuma e
sedimentem rapidamente no final da vinificacdo. Estas caracteristicas devem ser observadas a
baixas temperaturas (e.g. 15 °C) para vinificacbes de castas brancas e a temperaturas mais
elevadas (e.g. 25 °C) para fermentacOes de castas tintas (Fleet, 2008).

O conhecimento da vasta influéncia das leveduras nas propriedades sensoriais do vinho
acrescentou novos critérios de selecdo, e agora sdo procuradas leveduras que podem melhorar
nao s6 as propriedades tecnoldgicas mas também as caracteristicas sensoriais dos vinhos
(Suérez-Lepe and Morata, 2011). Mais concretamente, € essencial que as leveduras produzam
uma gama de metabolitos do aroma equilibrados (e.g. ésteres, alcoois superiores, &cidos
gordos) e baixas concentracfes de compostos volateis indesejaveis (e.g. acido acético, acetato
de etilo, sulfureto de hidrogénio e diéxido de enxofre). Adicionalmente, as leveduras devem
produzir enzimas que transformam compostos ndo volateis percursores de aromas em
compostos volateis (e.g. monoterpenos, tids) (Lambrechts and Pretorius, 2000; Styger et al.,
2011; Ugliano and Henschke, 2009). Existem outros metabolitos gerados durante a fermentacéo
que, embora ndo tenham impacto no aroma, contribuem para as caracteristicas sensoriais, como
por exemplo: os polidis glicerol e 2,3 — butanodiol, que conferem suavidade e corpo (Lambrechts
and Pretorius, 2000; Scanes et al., 1998); e 0 acetaldeido e o acido pirlvico, que reagem com as
antocianinas para formar pigmentos estaveis (vitisinas), contribuindo para a estabilidade da cor
(OIV, 2012; Suarez-Lepe and Morata, 2011).

Neste contexto, a Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) compilou na
resolucdo OIV-OENO 370-2012 vérios critérios - tecnoldgicos, organoléticos e de salubridade -
para orientar o processo de isolamento e selecdo de leveduras do género Saccharomyces, para
aplicagdo na producéo de vinho (Tabela II-1).

Para além dos critérios previstos na resolucdo do OIV, as empresas produtoras de

leveduras para a industria vinica também tém requisitos que devem incluidos no processo de

18



Introducgo geral |

Tabela II-1: Caracteristicas enoldgicas relevantes na sele¢éo de estirpes vinicas de Saccharomyces, nomeadamente com impacto nas caracteristicas tecnologicas gerais da
vinificacéo, e na qualidade organoléptica e salubridade do vinho (OIV, 2012; Schuller and Casal, 2005).

Propriedades enologicas

Descrigdo

Comportamento desejavel

Caracteristicas tecnologicas que influenciam a Vinificagéo

Poder de fermentacéo

E a quantidade méaxima de aglicar que a estirpe é capaz de fermentar.

Fermentag&o completa de mostos contendo
aproximadamente 200-300 g/L de agucar.

Vigor da fermentagdo e cinéticas a diferentes temperaturas

O vigor fermentativo é a velocidade a que a levedura inicia a fermentacéo
(expresso em gramas de CO: produzido 2 a 3 dias ap6s o inicio da
fermentacdo). A cinética de fermentacdo é a evolugao, ao longo do tempo,
do CO:2 produzido (g) ou do agUcar fermentado (g).

Rapidez no arranque da fermentacéo; auséncia de picos
em consequéncia de variagdes de temperatura e bom
desempenho durante o final da fermentacéo

Tolerancia ao diéxido de enxofre

E a concentragdo maxima de dioxido de enxofre (SO2), agente
antimicrobiano e antioxidante utilizado frequentemente no processo
fermentativo, que ndo afeta significativamente a capacidade de
fermentagdo das leveduras.

Fermentagdo completa na presenca das concentragBes de
SO2 usualmente aplicadas na vinificagdo (30 mg/L SOz
livre e 50 mg/L SO:2 total so adequadas; concentra¢des
até 100-150 mg/L SO2 sdo recomendadas).

Resisténcia ao cobre

E a capacidade das leveduras para fermentarem na presenca de elevadas
concentracdes de cobre (20 a 500 umol/L), que pode estar presente no
mosto e no vinho em resultado do uso de sulfato de cobre no combate de
doengas criptogamicas na vinha.

Fermentagdo completa na presenca de concentracdes
elevadas de cobre e eventual capacidade para reduzir o
seu teor.

Fendtipo Killer (K e N)

E a caracteristica que algumas estirpes possuem para produzir toxinas (K)
que sdo letais para as estirpes sensiveis, ou que, embora ndo as
produzam, sdo neutras a sua presenca (N).

Fendtipo K ou N (pode facilitar a implantagéo da estirpe
durante a vinificag&o).

Modo de crescimento em meio liquido

E uma caracteristica que depende da hidrofobicidade da parede celular da
estirpe, que pode ter crescimento disperso ou em flocos.

Crescimento disperso durante a fermentagdo e rapida
sedimentacdo no final.

Produg&o de espuma

Esta caracteristica varia em fungéo da hidrofobicidade da parede celular
da estirpe.

Pouca produgdo de espuma.

Capacidade para fermentar mostos muito clarificados e
com baixos teores de azoto assimilavel (brancos)

E a aptid&o da estirpe para fermentar mostos muito clarificados, que séo
utilizados desta forma para aumentar a produgdo de ésteres.

Assegurar uma fermentacéo completa com uma
concentracdo de cerca de 100 mg/L de azoto assimilavel.

Comportamento no final da fermentag&o de mostos ricos
em aglcares e resisténcia ao stress durante a fermentagéo
(tintos)

A monitorizagéo da cinética de fermentacdo de mostos com elevadas
concentracdes de agUcar permite avaliar o impacto que o efeito
sinergistico da toxicidade causada pelo etanol e da falta de nutrientes
essenciais tém no desempenho fermentativo da estirpe.

Assegurar a fermentacdo completa de mostos com
elevadas concentracdes de agucar, que resultam em
vinhos contendo 14,5-15,5% (v/v) de etanol.
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Tabela II-1: Continuacao.

Propriedades enologicas

Descrigdo

Comportamento desejavel

Autélise das leveduras e libertagao dos polissacaridos
presentes na parede celular (tintos)

E uma propriedade que depende das caracteristicas da parede celular e
que influencia a estabilidade coloidal e a cor.

Elevadas taxas de autolise e libertagdo de polissacaridos.

Produgéo de polidis (tintos)

O teor de polidis metabolizados pela levedura tem um impacto importante
na estrutura e suavidade do vinho.

Produco significativa de 2,3-butanediol.

Baixa adsorcao de antocianinas pela parede celular (tintos)

A adsorcdo de antocianinas varia em funcdo da natureza polar das
mesmas e da estrutura da parede celular.

Baixa taxa de adsor¢&o de antocianinas.

Producéo de acetaldeido e de &cido pirGvico para
aumentar a produgdo de vitisinas (tintos)

As vitisinas sd0 pigmentos muito estaveis produzidos durante a
fermentag&o por reacdes de condensacéo envolvendo metabolitos como o
acetaldeido e o &cido pirdvico.

Produgdo de taxas 6timas de acetaldeido e de &cido
pirGvico, que demonstrem aumentar a producéo de
vitisinas.

Vinificagdo

Estirpes hidroxicinamato descarboxilase positivas para
aumentar a formac&o de piranoantocianinas vinil-fendlicas
(tintos)

As piranoantocianinas vinil-fenélicas sao pigmentos com propriedades
similares as vitisinas produzidas durante a fermentagdo por reagdes de
condensagdo envolvendo vinil-fendis, que sdo formados por acidos
hidroxicinamicos. Estes acidos sdo produzidos por estirpes de
Saccharomyces que tém a enzima hidroxicinamato descarboxilase.

Atividade hidroxicinamato descarboxilase positiva para
aumentar a produgdo destes pigmentos.

Caracteristicas tecnolégicas que influenciam a

Actividade B-glucosidasica (tintos)

A atividade B-glucosidésica extracelular pode influenciar a estabilidade da
cor em resultado da hidrélise das antocianinas em angliconas, que s&o
muito mais instaveis.

Atividade B-glucosidase negativas (vinhos tintos).

Caracteristicas que influenciam a

qualidade organolética

Producéo de acidez volatil

O é&cido acético, principal componente da acidez volatil, ¢ um subproduto
da fermentacéo que quando esta presente em concentragdes elevadas
causa defeitos no vinho, nomeadamente odores considerados negativos.

Producéo de baixos teores de acido acético.

Producéo de glicerol

O glicerol &, a seguir ao etanol, o subproduto da fermentacéo com
concentracdo mais elevada, e influencia a estrutura do vinho, aumentando
a sua densidade e suavidade.

Produc&o de quantidades significativas de glicerol (vinhos
tintos).

Produgdo de &lcoois superiores

Estes alcoois sdo metabolizados durante a fermentacéo e influenciam o
aroma do vinho positivamente se estiverem presentes em baixas
concentragfes e negativamente em concentracdes elevadas (>350 mg/L).

Producéo de quantidades de alcoois superiores inferiores a
300 mg/L (vinhos tintos) ou 400 mg/L (vinhos brancos
jovens).

Producéo de acetaldeido

Elevadas quantidades de acetaldeido no vinho séo desfavoraveis,
estando a sua presenca nos vinhos brancos associada a oxidacéo. No
entanto pode acrescentar complexidade ao aroma nos vinhos tintos (<100
mg/L) e nos vinhos envelhecidos.

Produc&o de quantidades inferiores a 100-125 mg/L.
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Tabela I-1: Continuag&o.

Propriedades enologicas

Descrigdo

Comportamento desejavel

Caracteristicas que influenciam a

qualidade organolética

Producéo de ésteres

Estes compostos metabolizados durante a fermentacéo tém influéncia no
aroma do vinho.

A producéo desejavel de ésteres varia em fungéo das
castas vinificadas: concentracdes elevadas em castas de
aromas neutros e baixas em castas aromaticas terpénicas.

Produgdo de compostos volateis de enxofre (sulfito de
hidrogénio e mercaptanos)

Estes compostos volateis resultam dos subprodutos do metabolismo do
enxofre da levedura durante a fermentacdo e sdo considerados
desagradaveis.

Producéo de quantidades minimas de didxido de enxofre e
de mercaptanos.

Atividade sobre o acido malico

Durante a fermentacéo, o &cido malico pode ser produzido ou degradado,
e essa caracteristica pode ser utilizada para equilibrar a acidez de alguns
vinhos.

Degradagdo do acido malico em mostos de elevada acidez
e baixo pH e producéo de acido malico em mostos de
baixa acidez e elevado pH.

Atividades enzimaticas

Os percursores dos aromas terpénicos estéo presentes sob a forma de
conjugados glicosideos e sdo as enzimas produzidas pelas leveduras que
catalisam as reagdes que 0s transformam em compostos volateis.

Actividade B-glucosidasica e B-xilosidsica positivas
(vinhos brancos jovens).

Caracteristicas que influenciam a

salubridade

Produc&o de etilcarbamato

A ocorréncia deste composto, téxico e carcinogénico, em vinhos esta
relacionada com a atividade microbiana, a determinados valores de pH e
certas concentracdes de percursores azotados.

Controlo dos niveis deste composto utilizando estirpes
selecionadas.

Produgdo de aminas biogénicas

Estes compostos podem ocorrer nos vinhos através da descarboxilacéo
de aminodcidos por parte dos microrganismos, e dependendo da
concentracéo e da sensibilidade individual, produzem um efeito toxico que
causa geralmente dores de cabeca e outros efeitos adversos.

Caracterizagdo da predisposi¢do para produzir aminas
biogénicas.

Atividade das leveduras sobre a ocratoxina A (OTA)

A OTA ¢ uma micotoxina téxica e potencialmente carcinogénica, que se
encontra no vinho em consequéncia da atividade metabdlica dos bolores
presentes nas uvas. A CE fixou um valor maximo residual de 2 pg/L em
vinhos.

Capacidade de redugdo do contetido de OTA no vinho.

Producg&o de metanol

A ocorréncia do metanol no vinho resulta da degradagdo da parede das
células das uvas por actividades enzimaticas.

Produc&o de concentragfes inferiores a 150 mg/L.
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selecdo (Degre, 1993). A levedura deve ser passivel de cultivo em larga escala e em substratos
relativamente baratos (e.g. melago), uma vez que o custo de producdo deve ser baixo de modo
que o produto final seja acessivel para a industria. Para além disso, € necessario que a levedura
tolere a secagem, a embalagem, 0 armazenamento e a reidratacdo (Soubeyrand et al., 2006),
sem perda das propriedades enoldgicas que a caracterizam.

5 ASBASES GENETICAS DA DIVERSIDADE FENOTIPICA DE S. CEREVISIAE

A espécie S. cerevisiae é a mais notavel do grupo de Saccharomyces sensu stricto, que
é atualmente constituido por sete espécies: S. paradoxus, S. cerevisiae, S. mikatae, S.
arboricolus, S. kudriavzevii, S. eubayanus e S. uvarum. Do ponto de vista evolutivo, as espécies
S. uvarum e S. eubayanus sdo 0s membros mais basais deste complexo, enquanto a divisao
entre S. paradoxus e S. cerevisiae € a mais recente (Borneman and Pretorius, 2015). A analise
fenotipica de estirpes de S. cerevisiae em larga escala, revelou que esta espécie apresenta uma
maior plasticidade fenotipica do que as estirpes de outras espécies do complexo Saccharomyces
stricto sensu (Warringer et al., 2011). Por exemplo, relativamente a S. paradoxus, a espéecie mais
proxima da sua, S. cerevisiae apresentou uma diversidade fenotipica intra-especifica 60%
superior, apesar da sua variacao genética ser mais limitada. O mesmo estudo mostrou também
que, ao invés da sua origem ambiental, € a historia das populacdes de S. cerevisiae que exerce
maior influéncia nas suas caracteristicas fenotipicas (Warringer et al., 2011), o que reflete a
influéncia da atividade humana, pela qual os stresses impostos pelas varias fermentacdes foram
selecionando inadvertidamente estirpes com mutacdes raras € com grande impacto fenotipico

(Borneman and Pretorius, 2015).

Um tema central na biologia € perceber como a variacdo genética influencia a
diversidade fenotipica, bem como de que forma esta variacdo € moldada pelos processos
evolutivos (Bergstrom et al., 2014). Embora a variagdo fenotipica seja principalmente resultado
da acumulacdo gradual de polimorfismos nucleotidicos simples (SNP’s) ao longo do genoma
(Bergstrém et al., 2014), as associages entre o fendtipo e 0 gendtipo podem estender-se a
outras formas de variagdo estrutural, como o contelido gendémico e a variagdo do numero de
copias (CNV), e de ploidia (Bergstrom et al., 2014; Liti, 2015). Estudos recentes mostraram que
0s subtelomeros, embora representem apenas aproximadamente 8% do genoma, sdo as
principais regifes para a evolugdo funcional, sendo quase exclusivamente os sitios para a

variagdo estrutural, do conteudo gendmico e da variagdo do nimero de copias (CNV), e tém
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maior propenséo para variantes de perda de funcdo (Bergstrom et al., 2014; Cubillos et al., 2011;
Dunn et al., 2012). Certas formas de variacao ndo-genética, como os prides, também podem ser
determinantes na variacao fenotipica. Os pribes sao proteinas que tém capacidade de adotar
mdltiplas conformacdes estaveis, e que atuam como elementos epigenéticos de heritabilidade
(Halfmann et al., 2012; Jarosz et al., 2014). Também o ruido na transcricdo celular ou nos
processos de traducao (estocasticidade), o ciclo celular, o envelhecimento celular e a regulacéo
epigenética, originam individualidade fenotipica (Avery, 2006; Kaern et al., 2005; Roberts and
Oliver, 2011).

As caracteristicas de interesse enoldgico sdo complexas. Em S. cerevisiae, estas sdo na
sua maioria quantitativas, controladas por mdltiplos loci genéticos referidos como quantitative
trait loci (QTL's) (Franco-Duarte et al., 2014; Roncoroni, 2014). As ligagOes entre as variacoes
alélicas e a diversidade fenotipica em leveduras podem ser estudadas utilizando abordagens
baseadas em QTL (Brion et al., 2013; Cubillos et al., 2011; Hu et al., 2006; Marullo et al., 2007a;
Salinas et al., 2012; Steinmetz et al., 2002). Estas abordagens baseiam-se no cruzamento de
estirpes com fenotipos distintos (e.g. uma muito resistente e outra pouco tolerante a um
determinado composto) e na andlise genotipica dos hibridos resultantes para identificar as
regibes do genoma que contribuem para a caracteristica em andlise (Borneman et al., 2012).

Nos Ultimos anos, utilizando o mapeamento de QTL's, tém sido caracterizadas muitas
regibes genomicas que contém ou estdo ligadas aos genes responsaveis pelas variacoes
quantitativas das caracteristicas enoldgicas. Assim tém sido identificadas as bases genéticas
que controlam algumas caracteristicas tecnoldgicas que influenciam a vinificacdo, tais como a
duragdo da fase de laténcia (Marullo et al., 2007b; Zimmer et al., 2014), a floculagio (Brauer,
2006), a tolerancia ao etanol (Hu et al., 2006), a taxa de fermentagdo (Ambroset et al., 2011), a
utilizacdo de azoto (Ambroset et al., 2011; Jara et al., 2014), a adaptacdo aos sulfitos
adicionados no inicio da fermentagdo (Zimmer et al., 2014) e o teor de agUcares residuais
(Salinas et al., 2012). Também tém sido revelados QTL's responséveis pela producéo de alguns
metabolitos que contribuem para a qualidade organoléptica dos vinhos, como: o &cido acético
(Marullo et al., 2007a; Salinas et al., 2012); os compostos fendlicos indesejaveis (POF - phenolic
off-flavours) (Marullo et al., 2007b); o sulfureto de hidrogénio (Marullo et al., 2007b) e outros
compostos de enxofre indesejaveis (Noble et al., 2015); o glicerol (Salinas et al., 2012); e 0 2-
fenil etanol, o nerolidol, os ésteres etilicos, entre outros (Steyer et al., 2012).
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6 O MERCADO GLOBAL DAS LEVEDURAS

De todos os microrganismos industriais, as leveduras s&o o principal grupo utilizado no
fabrico de produtos biotecnol6gicos em todo o mundo, superando a produgdo, em capacidade e
receitas econdmicas, de qualquer outro grupo (Johnson and Echavarri-Erasun, 2011). De facto,
um estudo do mercado das culturas starter (leveduras, bactérias e fungos) verificou que, em
2012, as leveduras foram o maior segmento dentro do setor, tanto em termos de valor como de

volume (MarketsandMarkets, 2014a).

As leveduras, dada a sua diversidade e versatilidade, tém sido utilizadas em vérios
setores biotecnoldgicos, com particular incidéncia nas indistrias de alimentos e de bebidas, de
racBes, de farmacos, entre outras. O mercado global das leveduras estd segmentado em
categorias que incluem as da panificacdo, da cerveja, do vinho, das ragdes, do bioetanol, das
nutricionais, entre outras. Os subprodutos das leveduras (extrato de levedura, autolisados de
levedura, beta-glucanos, corantes, antioxidantes, vitaminas, minerais, etc.) sdo utilizados como
ingredientes e aditivos alimentares, como nutrigdo animal, entre outros. O mercado destes
produtos especiais € relativamente pequeno, mas a crescente procura de produtos alimentares

de conveniéncia tem potenciado este comércio (MarketsandMarkets, 2014b).

O aumento das aplicacdes biotecnoldgicas das leveduras e dos seus subprodutos esta a
sustentar o crescimento deste mercado & escala global. E expectavel que esta tendéncia se
mantenha no periodo entre 2013 e 2018, com o valor do mercado das leveduras a crescer a uma
CAGR (taxa composta de crescimento anual) de 8,8% e o dos produtos especiais de leveduras a
uma CAGR de 6,9%, estando projetado valerem em 2018 cerca de 3,3 mil milhdes de euros e
1,95 mil milhdes de euros, respetivamente (MarketsandMarkets, 2014b). A Europa lidera o
mercado das leveduras (MarketsandMarkets, 2014b; Reportlinker, 2014), com uma producéo
anual de cerca de 1 milhdo de toneladas (COFALEC, n.d.), mas este cendrio pode alterar-se no
futuro uma vez que a Asia-Pacifico esta a entrar no mercado (MarketsandMarkets, 2014b). Em
2012, o mercado europeu foi extremamente competitivo devido ao aumento do consumo de
produtos como a cerveja, 0 vinho e o pdo (MarketsandMarkets, 2014b), tendo-se verificado
nesse ano a taxa de utilizagdo mais elevada das leveduras da panificagdo (Reportlinker, 2014).
Estas Ultimas sdo as que tém maior quota de mercado, e em 2010 representaram mais de 31%
do mercado global (Reportlinker, 2012).
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6.1 O MERCADO GLOBAL DO VINHO E DAS LEVEDURAS ENOLOGICAS

As leveduras enoldgicas desempenham uma funcéo fundamental no processo produtivo
do vinho - a fermentacdo — tendo por isso um grande impacto na composi¢éo e qualidade do
produto final. A grande maioria dos produtores vitivinicolas, particularmente os que vinificam
grandes volumes, utiliza culturas starter de leveduras, garantido desta forma que as
fermentagbes sdo controladas e consistentes, e que os vinhos produzidos sdo qualidade e
mantém a uniformidade das caracteristicas de ano para ano. Desta forma, o mercado das

leveduras enoldgicas e o dos vinhos estao interligados e influenciam-se mutuamente.

O mercado viticola € marcado h& vérios anos por um excesso de produgdo (Figura II-2),
que foi em média 12%, entre 2000 e 2014.
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Figura II-2: Producéo e consumo mundial de vinho nos ultimos 14 anos (OIV, 2015, 2014a, 2014b).

A crise econdmica global de 2008 afetou 0 consumo mundial, que teve um decréscimo e
parece ter estabilizado a partir dessa altura (OIV, 2014c). O consumo global de vinho em 2014
foi cerca de 240 milhdes de hectolitros, tendo-se observado um decréscimo de 2,4 milhdes
relativamente a 2013 (OIV, 2015).
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A producdo de vinho é muito fragmentada, especialmente na Europa onde o nimero de
marcas e produtores € muito elevado, e estd concentrada em poucos paises (Santini and
Rabino, 2012). Cerca de 80% do vinho produzido em 2014 foi proveniente de apenas 10 paises
(OlV, 2014b), que se encontram descritos na Tabela II-2.

Tabela I-2: Volume de vinho produzido em 2014 nos dez principais paises produtores (OIV, 2014b).

Pais Posi¢do | Vinho produzido em 2014 (MhL)
Franca 1 46,1
Italia 2 444
Espanha 3 37,0
Estados Unidos 4 22,5
Argentina 5 15,2
Australia 6 12,6
China 7 11,8
Africa do Sul 8 11,4
Chile 9 10,0
Alemanha 10 9,7

Atualmente, os principais paises produtores sao a Franca, a Itdlia e a Espanha. A
Europa ainda é o maior produtor de vinho, apesar do decréscimo que se tem observado nos
ultimos anos em consequéncia do programa da Unido Europeia (UE) que subsidiou o abandono
permanente de vinhas (Council Regulation (EC), 2008) para regular a produgcdo de vinho.
Simultaneamente, a area de plantacdo de vinha fora da Europa continua a aumentar, em
particular na Asia, sendo atualmente a China o segundo pais com maior area de vinha plantada
(OlV, 2015), logo a seguir a Espanha. A produgdo de vinho também continua a aumentar nos
Estados Unidos e no hemisfério sul (OIV, 2014a). Porém, este panorama podera ser alterado
dado que a Comisséo Europeia apresentou recentemente uma regulamentacgéo que flexibiliza o
regime de direitos de plantacdo (Comissdo Europeia, 2015), e que tem por objetivo aumentar a
producao vinicola europeia.

Em 2014, a producdo mundial de vinho foi cerca de 279 milhdes de hectolitros,
observando-se uma reducéo relativamente ao ano anterior (OIV, 2015). Embora ndo se tenha
encontrado dados estatisticos sobre a quantidade de leveduras vinicas produzidas ou
comercializadas, pode-se fazer uma estimativa com base no vinho produzido em 2014. Assim,
considerando que em 90% do volume da producdo mundial foram utilizadas leveduras
comerciais e sabendo que na producéo de 1 hL de vinho sdo utilizados, em média, cerca de 30 g
de levedura starter, estima-se que foram usadas cerca de 7,5 mil toneladas de leveduras
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enoldgicas em 2014. De referir que esta quantidade de leveduras néo inclui, por exemplo, as que
sao utilizadas na producdo de vinho espumante ou no recomeco de fermentacdes (quando
acontecem “paragens” de fermentacdo). Relativamente aos pre¢os praticados por embalagem de
produto liofilizado, as leveduras enoldgicas sdo comercializadas com valores superiores aos das
leveduras de panificacdo. Numa breve pesquisa realizada sobre os precos praticados on-line,
para embalagens de 0,5 kg, observou-se que as leveduras enolégicas tém valores dois a oito
vezes superiores aos das da panificacdo, variando entre 11,30 € e 39,80 € e entre 5,70 € e 6,90

€, respetivamentes.

O Mercado das leveduras € altamente competitivo e € dominado por um numero restrito
de empresas produtoras que fornecem uma gama limitada de leveduras starter para aplicacao

enoldgica (Tabela II-3).

Tabela II-3: Principais empresas produtoras de leveduras starter para aplicacédo enoldgica.

Empresas Pais Leveduras starter para aplicacdo enoldgica

AB Mauri Reino | 18 starters, recomendados para um leque de cerca de
(Grupo Associated British Foods) | Unido | 40 castas, e sete caracteristicas do produto final.

10 starters, de aplicacdo genérica em vinhos brancos,

Fermentis . ) -
(Grupo Lesaffre) Franca | tintos ou rosés e de acordo com as caracteristicas
P sensoriais (cor, aroma, sabor) do produto final.
9 starters de aplicacdo genérica em vinhos brancos,
. tintos ou roseés e de acordo com as necessidades em
Angel Yeast Co. Ltd. China g ,
azoto, tolerdncia ao é&lcool, temperatura de
fermentacdo e caracter frutado dos vinhos.
42 starters, para aplicacdo em vinhos brancos, tintos e
. | rosés e de acordo com as necessidades em azoto,
Lallemand Canada

tolerdncia ao alcool, temperatura de fermentacdo e
caracteristicas do produto final.

As principais empresas que produzem leveduras starter para aplica¢do enoldgica, séo as
mesmas que produzem para 0 mercado global, ou seja, como referido anteriormente, também
produzem leveduras para outras indUstrias alimentares (panificacdo, cervejeira, sake, etc), assim

como para a producao de bioetanol, de ra¢des, entre outras.

Entre 2009 e 2013, as estratégias de crescimento adoptadas pelas empresas lideres do
mercado global de leveduras foram: o langamento de novos produtos; os acordos, as parcerias e

as colaboracbes; as expansbes e o0s investimentos; e as fusdes e as aquisicdes

3 www.brouwland.com/en/our-products/winemaking/yeast (accessed 5.11.15); www.buywholefoodsonline.co.uk/nsearch/?p=1&q=yeast (accessed
5.11.15); www.napafermentation.com/yeast1.html (accessed 5.11.15).
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(MarketsandMarkets, 2014b). Os principais intervenientes do mercado adotaram o langcamento
de novos produtos (leveduras para racdes, para bioetanol, varios extratos de levedura, etc.)
como a estratégia preferida para se sustentarem no mercado (MarketsandMarkets, 2014b). A
seguir, as estratégias mais adoptadas pelas empresas lider foram os acordos, as parcerias e as
colaboragbes com outras empresas para, por exemplo, distribuir 0s seus produtos noutros
mercados ou produzir leveduras para outras marcas. As empresas também expandiram as suas
fabricas para diferentes paises para fortalecer a sua rede global. Ja as fusdes e aquisicdes
reforcam a lideranca de mercado das principais empresas, que assim conseguem manter uma
gama limitada de produtos com grande abrangéncia de mercado. Desta forma, as empresas lider
trabalham para um mercado de escala e conseguem reduzidos custos unitarios de producéo e
suprimem a necessidade de adaptacdo das unidades de producdo com as especificidades de

cada espécie ou estirpe.

6.2 TENDENCIAS DO MERCADO DO VINHO

O Mercado do vinho é um setor cada vez mais internacionalizado. Desde 2000, a quota
de mercado que é transacionada internacionalmente quase que duplicou. Nesse ano, 25 % do
vinho consumido no mundo era importado e em 2013 essa quota atingiu mais de 40% (OIV,
2014a). Em 2013 as transacgdes de vinho decresceram 2,2% em volume mas, apesar disso, 0
aumento de pregos permitiu um incremento de 1,5% de retorno (OIV, 2014a). Na Europa, 0s
principais paises tém estabilizado as suas transa¢des em volume de vinho mas o seu valor tem
aumentado (OIV, 2014a).

O consumo mundial de vinho tem aumentado na Asia, América e Europa de Leste (CCE,
2009). O periodo de 2000 a 2013 foi caracterizado por uma transferéncia para novos polos de
consumo de vinho. Os paises ndo europeus aumentaram o consumo de 31% para 39%,
enguanto os paises europeus tradicionalmente consumidores diminuiram de 69% para 61%
(OIV, 2014c). Em 2014 os Estados Unidos foram o maior pais consumidor (OIV, 2015).
Relativamente ao tipo de vinho consumido, 0 mercado de espumante tem-se expandido nos
ultimos anos impulsionado pela elevada procura global (OIV, 2014a). Entre 2003 e 2013 a
producdo aumentou cerca de 40% e o consumo cerca de 30%. Em 2013 foram produzidos 17,6
milhdes de hectolitros, que corresponderam a 7% da producéo mundial de vinho (OIV, 2014a).

Nesta Ultima década tem-se observado que o consumidor é cada vez mais exigente,

procura novos estilos de vinhos, que sejam produzidos de forma sustentavel e até mesmo

28



Introduggo geral |

fatores extrinsecos como o design da garrafa e do rétulo, séo importantes (Bisson et al, 2002;
Fleet, 2008). Prevé-se que esta tendéncia continue nos préximos anos ja que, de acordo com o
CCE (Comité national conseillers du commerce extérieur de la France), em 2050 o consumidor
de vinho sera ocasional e pouco fidelizado, de diferentes origens geogréficas e culturais e
procurara vinhos diversificados e sofisticados (CCE, 2009).

Neste panorama, as empresas vitivinicolas dos paises produtores tradicionais (Franga,
Espanha, Italia, Portugal ou Alemanha) precisam de garantir o seu posicionamento no mercado,
uma vez que enfrentam uma situac@o complexa resultante da diminuicdo do consumo interno de
vinho, da concorréncia dos novos paises produtores (Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul,
Estados Unidos da América, China, Chile, e Argentina) no mercado externo, da assimetria
regulamentar internacional (mais exigente na Unido Europeia) e da evolucdo de gostos e
tendéncias do consumidor. Desenvolver solugbes criativas que satisfacam as diferentes
preferéncias dos consumidores a escala global poderd marcar a diferenca no mercado
internacional. A utilizacdo de novos starters de leveduras, devido ao enorme impacto que tém,
quer no desempenho tecnoldgico da fermentacdo quer nas caracteristicas do produto final, é
uma abordagem simples e rapida para obter vinhos que correspondam as expectativas dos

consumidores, sem investimentos a longo prazo por parte dos produtores.

7 NOVOS STARTERS DE LEVEDURAS PARA APLICACAO ENOLOGICA

A obtencdo de novos starters de leveduras para aplicagdo comercial pode ser
conseguida essencialmente com base em duas estratégias: a exploracdo da diversidade natural
das estirpes de leveduras e o melhoramento genético de isolados naturais (Fleet, 2008;
Steensels et al., 2014).

A enorme diversidade natural de leveduras, em particular as da espécie S. cerevisiae,
preferencialmente usada nas fermentagdes vinicas, € um recurso bioldgico que pode fornecer
muitas estirpes com potencial para aplicacdo industrial. A exploracéo de isolados de leveduras
obtidos em nichos similares aos meios fermentativos especificos, pode fornecer estirpes
superiores para culturas starter, na medida em que a adaptacdo e evolugdo continua das
estirpes indigenas ao seu ambiente pode té-las munido com fendtipos importantes para a
industria (Steensels et al., 2014). Assim, a obtencdo de estirpes com caracteristicas enolégicas
particulares pode ser conseguida recorrendo a anlise genotipica e fenotipica em larga escala de
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isolados naturais de leveduras recolhidos em habitats vitivinicolas (vinhas, uvas, fermentacoes
espontaneas e adegas). De facto, tém sido realizados varios estudos de biodiversidade de
leveduras vinicas em determinadas regides vinicolas que resultaram na sele¢do de estirpes
autéctones para utilizacdo como culturas starter na producdo de vinho (Blanco et al., 2013;
Capece et al., 2010b; Lopes et al., 2007a; Mannazzu, I., Clementi, F. and Ciani, 2002; Ortiz et al.,
2013; Rodriguez-Palero et al., 2013; Sorrentino et al., 2012; Tristezza et al., 2012; Zagorc et al.,
2001). Alias, tem sido defendido que a inoculacao de fermentacfes com estirpes autoctones de
S. cerevisiae, por se terem adaptado as condicbes ambientais locais (clima, solo, castas de
uvas, ou praticas agricolas), pode imprimir ao vinho caracteristicas que se identificam com a
tipicidade de um determinado local (Cappello et al., 2004; Csoma et al., 2010; Esteve-Zarzoso et
al., 2000; Nikolaou et al., 2006; Romano et al., 2008). Efetivamente, estudos recentes tém
demonstrado que existem diferencas ndo aleatérias entre popula¢des microbianas de diversas
regibes, sustentando o conceito de que existe uma componente microbiolégica do terroir
(Bokulich et al., 2014; Gayevskiy and Goddard, 2012; Knight and Goddard, 2014). Estes
resultados podem ter grande importancia para a industria vitivinicola, na medida em que
valorizam este recurso biologico e a sua utilizagdo como starter na producdo de vinhos

caracteristicos de determinadas regides.

Apesar da imensa diversidade natural das leveduras, as condices especificas das
fermentacbes ou as caracteristicas pretendidas para o produto, requerem por vezes uma
combinacdo de caracteristicas fenotipicas que é improvavel encontrar na natureza (Giudici et al.,
2005; Schuller and Casal, 2005; Steensels et al., 2014). Existem varias técnicas que aumentam
artificialmente a diversidade de leveduras existente e geram estirpes que podem ter melhores
desempenhos nas condi¢Oes industriais que as que sao selecionadas em ambientes naturais
(Steensels et al., 2014). Técnicas como a mutagénese, a hibridizacdo e a evolu¢do adaptativa,
originam produtos que se excluem da definicdo de microrganismos geneticamente modificados
(MGMs) e, por essa razéo, as estirpes melhoradas geneticamente por estas abordagens ndo tém
nem as restricdes legais nem a perce¢do negativa dos consumidores sobre 0s MGMs (Pérez-
Torrado et al., 2015; Steensels et al., 2014). A directiva europeia 2009/41/CE, relativa a
utilizacdo confinada de microrganismos geneticamente modificados, define MGM como “um
microrganismo cujo material genético tenha sido modificado por uma forma de reproducéo
sexuada e/ou de recombinacdo natural que ndo ocorre na natureza“ (CE, 2009). Assim, ao
contrario do que acontece noutras regides, técnicas como a fuséo de protoplastos, 0 genome
shuffling e a cito-inducéo originam microrganismos que sdo incluidos na definicdo de MGM.
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Embora estas técnicas ndo modifiquem o genoma do microrganismo usando DNA recombinante,
recorrem a fusdo de duas ou mais células por métodos que ndo ocorrem na natureza. Na fusao
de protoplastos, as células sdo unidas assexuadamente, ap6s remocao da parede celular num
meio de suporte osmotico; o genome shuffling permite o cruzamento multiparental, através da
chamada “fusdo de protoplastos recursiva” (Zhang et al., 2002); e a cito-inducdo permite
transferir caracteristicas herdadas citoplasmaticamente bloqueando a fusdo nuclear (Chambers
etal., 2009a; Steensels et al., 2014).

Para fazer a escolha da técnica de melhoramento mais apropriada, € essencial conhecer
a natureza genética da caracteristica que se pretende melhorar (monogénica ou poligénica).
Normalmente, as caracteristicas enoldgicas mais importantes, como o vigor fermentativo,
rendimento e tolerancia ao etanol, e perfil de temperaturas de crescimento, dependem de uma
multiplicidade de loci (QTLS) que ndo estdo bem caracterizados porque estdo distribuidos por
todo 0 genoma, e muitas vezes, cada locus é responsavel apenas por uma pequena parte da

variacdo fenotipica (Giudici et al., 2005).

7.1 MUTAGENESE

A mutac¢do origina variaces genéticas que sdo fundamentais para 0 processo evolutivo
(Chambers et al., 2009a). A média da frequéncia de mutacdes espontaneas em S. cerevisiae,
num qualquer locus particular, é de aproximadamente 106 por geragdo (Pretorius and van der
Westhuizen, 1991), mas as técnicas de mutagénese aumentam significativamente essa
frequéncia (Pretorius, 2000). A indugdo de mutagBes aleatorias in vivo é realizada através de
agentes mutagénicos fisicos, como a irradiagdo ultravioleta (UV) e a ionizante, ou quimicos,
como o etilmetanosulfonato (EMS), o dietilsulfonato (DES), a nitrosoguanidina (NTG) e a
metilnitronitrosoguanidina (MNNG), cujas doses devem ser cuidadosamente selecionadas tendo
em consideracdo a estirpe e as condigcdes utilizadas (Chambers et al., 2009a; Steensels et al.,
2014). Subsequentemente é efetuada a sele¢do das células com fenétipos melhorados.

Esta abordagem de mutacdo seguida de selecdo parece ser a mais logica para o
desenvolvimento de novas estirpes quando se pretende manter constante o desempenho de um
grande nimero de parametros e alterar apenas um (Pretorius, 2000), sendo muitas vezes usada
para eliminar caracteristicas monogénicas indesejaveis nas estirpes vinicas (Giudici et al., 2005).
Contudo, a mutagdo das leveduras vinicas pode melhorar certas caracteristicas mas
simultaneamente enfraquecer outras (Hammond, 1996). Para além disso nesta técnica, embora
nao seja essencial, € preferivel utilizar estirpes hapl6ides de leveduras vinicas, uma vez que nas

estirpes dipléides ou polipléides apenas as mutacdes dominantes podem alterar diretamente 0s
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fendtipos (Pretorius, 2000). No entanto, as estirpes haploides de S. cerevisiae indigenas de
vinhas ou de adegas tendem a ser homotalicas (Mortimer et al., 1994), ou seja, tém a
capacidade de trocar 0 seu mating type de a para a e vice-versa, e nesse caso nédo se
conseguem manter culturas celulares estaveis (Steensels et al., 2014). Para contornar esta
questdo, a mutagénese pode ser aplicada aos esporos das estirpes homotalicas,
alternativamente as células hapléides vegetativas (Romano et al., 1983; Rous and Snow, 1983;
Steensels et al., 2014).

A mutagénese tem sido utilizada para gerar estirpes vinicas com fen6tipos melhorados.
Sao exemplos estirpes que produzem quantidades reduzidas de H.S (Cordente et al., 2009;
Rupela and Tauro, 1984), mais tolerantes ao etanol (Snow, 1983), com melhores propriedades
de sedimentagdo (Snow, 1983), com autélise mais eficiente (Gonzalez et al., 2003), ou que
produzem menos &cido acético durante a fermentacdo (Cordente et al., 2013).

7.2 HIBRIDIZACAO

A hibridizacéo é uma técnica poderosa para gerar diversidade artificial em leveduras.
Devido a, por vezes complexa, genética das leveduras (ploidia, esporulagdo), tém sido
desenvolvidas diferentes técnicas, que na sua maioria partem de duas linhagens selecionadas

para o fenétipo pretendido (Steensels et al., 2014).

A hibridizagao sexual, também conhecida como cruzamento ou mating, € a forma mais
intuitiva de gerar diversidade artificial por ser muito similar a selecdo artificial que se faz na
agricultura (Steensels et al., 2014). Resumidamente, o ciclo sexual ocorre da seguinte forma: as
células dipléides esporulam (ocorrendo meiose) para produzir um asco contendo quatro gametas
conhecidos como ascésporos. Cada esporo terd um mating type “a” ou “a”, capaz de se cruzar
com outro esporo do mating type oposto para gerar células diploides a/a. Estas células podem
esporular novamente para criar outra geracdo de esporos haploides (Chambers et al., 2009a).
Um hibrido é o resultado do cruzamento entre dois individuos da mesma espécie (hibridos intra-
especificos) ou entre individuos de espécies diferentes (hibridos interespecificos). Todas as
espécies de Saccharomyces do complexo sensu strito tm o mesmo sistema de cruzamento,
mating type a/a, e assim sendo tém o potencial para cruzamentos interespecificos (Chambers et
al., 2009a).

No cruzamento direto (direct mating), sdo cruzadas duas células, ou dois esporos,
hapléides de mating type oposto. Quando as duas linhagens hapldides séo heterotélicas, isto €,
ndo tém a capacidade de trocar o seu mating type, podem ser previamente rastreadas e
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selecionadas, e pode ser aplicado um cruzamento célula a célula. Se uma das linhagens
hapldides (ou ambas) for homotélica, o cruzamento deve ser feito esporo a célula ou esporo a
esporo (Steensels et al., 2014). No entanto, estes dois Ultimos tipos de cruzamento tém a
desvantagem de néo possibilitar a caracterizagdo previa dos esporos utilizados, e portanto estes
podem ndo possuir o fendtipo desejado da estirpe parental (Attfield and Bell, 2003). Esta técnica,
embora demorada, tem provado ser uma abordagem eficiente para obter hibridos (Sipiczki,
2008), sendo os cruzamentos esporo a esporo e célula a esporo aplicados regularmente para
criar novos hibridos, principalmente interespecificos. Para a indUstria vinica foram obtidos novos
hibridos para conseguir, por exemplo, leveduras vinicas criotolerantes capazes de produzir
toxinas killer (Hara et al., 1981) ou para incluir a capacidade de floculagdo numa estirpe de
levedura para a producao de vinhos espumantes (Coloretti et al., 2006).

Ocasionalmente, as leveduras diploides passam por uma mudanca de mating type
homotélica, resultando numa célula dipl6ide a/a ou a/a. Estas células podem subsequentemente
cruzar com uma célula hapléide de mating type oposto, num processo designado de rare mating,
em que as estirpes sdo cruzadas sem o passo da esporulacdo. Os hibridos formados sdo
tripldides, mas podem ser obtidos hibridos tetrapléides se a segunda célula for diploide. A
abordagem rare mating possibilita a formacdo de hibridos quando o direct mating (ou mass
mating, ver paragrafo seguinte) ndo é exequivel, uma vez que muitas leveduras industriais e
selvagens sdo recalcitrantes no que diz respeito a formacdo ou viabilidade dos esporos
(Chambers et al., 2009a; Johnston et al., 2000; Steensels et al., 2014). Esta abordagem foi
utilizada para construir estirpes vinicas criotolerantes (Pérez-Través et al., 2012) e hibridos
interespecificos que diversificam o perfil aromatico dos vinhos (Bellon et al., 2013, 2011).

A técnica de mass mating utiliza um grande nimero de células hapléides de leveduras,
de diferentes estirpes progenitoras ou de uma populacdo heterogénea da mesma estirpe, que
sdo misturadas e cruzadas aleatoriamente. Esta técnica é particularmente util para melhorar
estirpes homotalicas, que mostram uma baixa eficiéncia de cruzamentos, ou para a criagao de
hibridos interespecificos (Kunicka-Styczyrnska and Rajkowska, 2011). A abordagem de mass
mating foi utilizada para produzir novas estirpes vinicas, combinando hibridos interespecificos de
Saccharomyces produtores de ésteres com mutantes de S. cerevisiae com boas caracteristicas
enologicas (Bizaj et al., 2012).

7.3 EVOLUGCAO ADAPTATIVA
Os microrganismos tém capacidade de se adaptarem rapidamente a diferentes

condicbes ambientais. Nos ultimos anos esta propriedade tem sido explorada em experiéncias
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de evolucao laboratorial adaptativa para estudar os principios e as caracteristicas da evolugdo
(Barrick and Lenski, 2013; Cakar et al., 2012; Dhar et al., 2011; Gerstein et al., 2011; Kvitek and
Sherlock, 2011; Selmecki et al., 2015).

O melhoramento de estirpes por evolugdo adaptativa, também designada de evolucdo
direcionada ou de engenharia evolutiva, fundamenta-se nos principios basicos da variagdo
genética (natural e/ou induzida), atuando na selecdo dessa variagdo (Steensels et al., 2014). Em
geral, a populagdo celular € mantida em condicdes controladas num ambiente seletivo para um
determinado fendtipo e ao longo de varias geracbes vado ocorrendo mutantes aleatérios nesta
populacdo (Chambers et al., 2009a; Mouret et al., 2014). Estes, mesmo apenas com uma
vantagem seletiva marginal, superam a restante populagdo e implementam-se na cultura
(Dykhuizen and Hartl, 1983). Os mutantes que apresentem melhores desempenhos
relativamente ao fenétipo pretendido séo selecionados ou podem ainda ser novamente incluidos
num cultivo sob pressédo seletiva. Assim, as estratégias da evolu¢do adaptativa consistem em
extensas fases de selecdo -que podem incluir técnicas de culturas em continuo, de
transferéncias em série de culturas batch, ou até mesmo de selecdo em placa- ao longo de
muitas geracOes para conduzir mudancas evolutivas (Chambers et al., 2009a). A evolucéo
adaptativa também pode ser combinada com o uso de agentes mutagénicos e/ou hibridizagao
na(s) populacéo(des) em evolucdo de modo a aumentar a variabilidade genética e fenotipica
onde a sele¢do possa atuar (Chambers et al., 2009a; Steensels et al., 2014).

Devido aos tempos curtos das geracbes e a facil manipulacdo e cultivo dos
microrganismos no laboratdrio, a evolucdo adaptativa € uma abordagem viavel para gerar
estirpes de leveduras com fendtipos melhorados de um modo relativamente rapido (Buckling et
al., 2009; Elena and Lenski, 2003). Normalmente, a evolugdo adaptativa é usada para afinar um
fendtipo especifico que, embora ja esteja presente na estirpe, ainda ndo é Otimo. Esta
abordagem é particularmente indicada quando se pretende melhorar fenétipos que sao
modelados por mdltiplos genes, uma vez que a selegdo a longo prazo, continua ou interativa,
proporciona a acumulacdo de mutagdes que conferem um aumento da vantagem seletiva,

impelindo a alteracdo do fenétipo na direcdo desejada (Chambers et al., 2009a).

A evolucdo adaptativa tem sido utilizada para melhorar estirpes de leveduras para a
vinificacdo (Cadiére et al., 2011; Cakar et al., 2012; Kutyna et al., 2012; Mcbryde et al., 2006;
Mezzetti et al., 2014; Novo et al., 2014; Stanley et al., 2010; Tilloy et al., 2014). Destacam-se
algumas caracteristicas das leveduras que foram melhoradas por esta abordagem: o aumento da
producédo de glutationa, um composto que tem um papel importante na prevengéo da oxidacéo
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do mosto e do vinho (Mezzetti et al., 2014); a reducdo do rendimento de etanol e 0 aumento da
producdo de glicerol (Tilloy et al., 2014); a diminuicdo da producdo de acetato, taxas de
fermentacdo mais elevadas e 0 aumento da taxa de produgdo de compostos volateis do aroma
(Cadiére et al., 2011; Mouret et al., 2014); o aumento da produgdo de glicerol (Kutyna et al.,
2012) e a melhoria da cinética da fermentacéo (Novo et al., 2014).
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Extracdo de DNA de leveduras em microplacas: um método simples, econémico e de alto débito

RESUMO

Os estudos sobre a biodiversidade de leveduras, relacionados com investigagdes nas
areas da ecologia e da evolucdo, ou no ambito de aplicages industriais, envolvem a anélise de
um grande numero de amostras bioldgicas. Estas devem ser preferencialmente processadas por
metodologias de analise de alto rendimento, econdmicas e eficientes, tanto para o isolamento de
DNA gendmico como para a caracterizacdo genética ou fenotipica. Neste trabalho foi
desenvolvido e validado um método de extracdo de DNA num formato de microplacas de 96
poGos, para Saccharomyces cerevisiae e outras espécies de leveduras, que envolve a disrupgao
enzimatica da parede celular seguida de lise das células com um detergente, e da precipitacdo
de DNA com isopropanol e etanol. A concentracdo média de DNA obtida a partir de 12 estirpes
S. cerevisiae e de outras 12 espécies de culturas crescidas em microplaca foi de 20 ng/uL e 50
ng/L, respetivamente. Este método revelou-se adequado para utilizacdo direta na amplificagéo
por PCR para andlise de sequéncias interdelta, loci de microssatélites ou regides ITS
ribossomais. O protocolo de extracdo de DNA descrito neste trabalho permite processar
manualmente 16 microplacas (1536 isolados) num dia de trabalho. Adicionalmente, o custo dos
consumiveis e reagentes € significativamente inferior quando comparado as opgdes disponiveis

comercialmente para a extracdo de DNA.
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1 INTRODUCAO

A investigacdo nas areas da biodiversidade de leveduras e da biologia de sistemas
complementam-se e séo atualmente considerados fatores decisivos na inovacado biotecnolégica,
permitindo a introducdo de diversidade genética controlada em estirpes para uso comercial,
tendo como base a compreensdo completa da complexidade de genomas (Roberts and Oliver,
2011). Até 2011, foram descritas aproximadamente 1500 espécies de leveduras, pertencentes a
mais de 100 géneros (Kurtzman et al., 2011). Desde a conclusdo da sequenciacdo do genoma
da espécie Saccharomyces cerevisiae em 1996 (Goffeau et al., 1996), foram sequenciados 0s
genomas de mais 42 espécies de leveduras (Souciet, 2011). Entretanto, a sequenciacdo em
larga escala de 70 isolados de S. cerevisiae revelou uma varia¢do consideravel entre estirpes
usadas para diferentes aplicacbes tecnoldgicas (Liti and Schacherer, 2011). A preservacdo da
biodiversidade € essencial para aprofundar o conhecimento sobre os fatores ecolégicos e
evolutivos que modelam a constituicdo genoémica das leveduras. As abordagens para estudar a
diversidade intra- e interespecifica requerem ndo sé ferramentas de alto débito para analise
fenotipica, mas também métodos eficientes para o rapido isolamento de DNA para posterior
analise genotipica.

Os métodos convencionais de extracdo de DNA de células de levedura envolvem a
disrupcéo da parede celular, seja por fracionamento fisico com esferas de vidro ou por digestdo
enzimatica, por exemplo com zymolyase 20 T (Defontaine et al., 1991; Querol and Barrio, 1990).
Outros métodos envolvem a manipulacdo de quimicos perigosos, como 0 mercaptoetanol,
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), fenol ou cloroférmio, e podem ser muito demorados e
trabalhosos. A extracdo do DNA também pode ser realizada sem a prévia quebra fisica ou
digestdo enziméatica da parede celular, utilizando técnicas como: colony-PCR (Ward, 1992);
ciclos de congelamento e descongelamento de células de levedura num tamp&o com Triton X-
100 e dodecil sulfato de sédio (SDS), seguido de extracdo com cloroférmio e precipitagdo com
etanol (Harju et al., 2004); ou a lise celular numa solucdo de acetato de litio (LIOAc) com SDS
(método LiIOAc-SDS) e a subsequente precipitacdo com etanol (Looke et al., 2011).

As solugbes comerciais de isolamento rapido de DNA de levedura em larga escala,
estdo associadas a equipamentos que usam microplacas de 96 pocos, ou a formatos similares
que permitem manusear numerosas amostras. Por exemplo, o LabTurbo 496 System (TAIGEN)
processa 96 a 384 amostras em 2 h e 0 MagNA Pure 96 (Roche) extrai 0 DNA de 96 amostras

em menos de 1 h, de acordo com as indicaces do fabricante. Para além destas solugdes,
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existem atualmente no mercado diversos kits comerciais que nédo requerem equipamento
especifico, mas podem ser morosos, a exce¢do dos que incluem microplacas e permitem
processar 96 amostras em 30 a 60 min. Contudo, o uso rotineiro de kits comerciais para

centenas ou milhares de amostras acarreta custos significativos.

O desempenho dos kits comerciais de isolamento de DNA tem sido avaliado na
identificacdo de fungos patogénicos da area clinica. Tem-se verificado que a quantidade de DNA
isolado é variavel e depende do método e do kit (Fredricks et al., 2005; Loffler et al., 1997), e que
0s métodos de extragdo automatizados tém uma sensibilidade similar ou mesmo superior
quando comparados com 0s métodos manuais (Francesconi et al., 2008; Loeffler et al., 2002).
Tanto quanto sabemos, e contrariamente a outros organismos como em plantas (Bashalkhanov
and Rajora, 2008; Dilworth and Frey, 2000; Maxim and Carter, 2000), ainda ndo esta disponivel
uma abordagem validada que utilize microplacas de 96 pocos para extracdo de DNA de
leveduras, que ndo dependa de kits ou equipamento especifico.

A adaptacdo de um método de isolamento de DNA anteriormente descrito (Lopez et al.,
2001) mostrou-se util para diferentes métodos de tipagem molecular (Schuller et al., 2004),
permitindo processar um maximo de 200 isolados por dia. No entanto, para o tratamento de um
maior ndmero de isolados este método é muito demorado. No presente trabalho descreve-se a
otimizacdo e validacao de um método barato de isolamento de DNA, num formato de microplaca
de 96 pocos baseado num método previamente descrito (Lopez et al., 2001). Esta adaptacdo
permite extrair o DNA de 1536 amostras (16 microplacas) de leveduras num dia de trabalho,
numa gama de concentracbes (20 a 100 ng/mL), que permite a utilizacdo direta nas
amplificagdes por PCR sem ajustes adicionais de concentrag&o.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ESPECIES E ESTIRPES DE LEVEDURAS

Neste estudo foram usadas 12 espécies de leveduras (Candida stellata, Candida
tropicalis, Kregervanrija fluxuum, Dekkera bruxelensis, Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces
marxianus, Metschnikowia pulcherrima, Saccharomycodes ludwigii, Lachancea thermotolerans,
Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii e Yarrowia lipolytica) e 12 estirpes de S.
cerevisiae (L507, L508, L509, L510, L517, L528, L589, L590, L591, L592, L593, L594,
designacdes atribuidas neste trabalho). Cada isolado foi congelado em glicerol (30 % viv, -80
°C), em quadruplicado, em microplacas de 96 pogos, tendo-se efetuado previamente um acerto
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da concentracdo celular a aproximadamente 108 células/mL. Foram também efetuados

congelamentos em quadruplicado sem o ajuste prévio da concentracéo celular.

2.2 OTIMIZACAO DO VOLUME DE CULTURA E DO TEMPO DE CENTRIFUGACAO PARA O

ISOLAMENTO DE DNA EM MICROPLACAS

Na abordagem de otimizacdo do método, foi avaliada a melhor combinacdo entre 0s
volumes de cultura utilizados nos crescimentos que decorreram durante 12 h em microplacas
(meio YPD: extrato de levedura 1% plv, peptona 2% p/v e glucose 2% plv; 30, 50, 100 e 150 pL;
estirpe S. cerevisiae L507), e os tempos de centrifugacdo para a precipitacdo de proteinas (5,
10, 15, 30, 45, e 60 min a 2250 g/4000 rpm, 4 °C). Estes testes foram realizados em
quadruplicado. O isolamento de DNA foi efetuado de acordo com o protocolo descrito em
seguida (2.3), e os volumes de reagentes ajustaram-se proporcionalmente as quantidades de
meio YPD utilizados nos crescimentos testados.

2.3 VALIDAGAO DO PROTOCOLO DE ISOLAMENTO DE DNA EM MICROPLACAS

Para a validacdo do método aqui reportado, baseado na utilizacdo de microplacas, foi
efetuada a comparagdo com o protocolo convencional que recorre a microtubos (Schuller et al.,
2005), usando os isolados de levedura mencionados anteriormente. A partir das amostras
congeladas com concentracao celular ajustada (108 células/mL, aproximadamente), inocularam-
se em quadruplicado 1 e 5 puL em 100 pL e 1 mL de meio YPD, em microplacas e microtubos,
respetivamente. O isolamento de DNA gendmico foi realizado com base num método descrito
(Lopez et al., 2001), que recorre & liticase para a digestdo da parede celular. Foram introduzidas
varias modificag@es para redugdo do tempo e otimizacdo da extracdo de DNA, nomeadamente:
(i) eliminag&o do passo inicial de lavagem das culturas celulares crescidas durante 12 h, (ii)
mistura prévia do tampé&o de digestdo com liticase, e do tampé&o de lise com SDS, (iii) aumento
do tempo de incubacdo com liticase de 20 para 30 min, de modo a que a digestdo da parede
celular seja mais eficiente, (iv) adicdo do tampdo de lise sem remocéo do tampé&o de digestao
anterior, (v) redugdo do tempo de centrifugacdo ap6s precipitacdo do DNA com isopropanol de
10 min para 2 min.

Os volumes de reagentes indicados de seguida reportam-se para um pogo da
microplaca contendo 100 uL de cultura celular. A extragdo de DNA foi realizada da seguinte
forma: as culturas resultantes do crescimento durante 12 h foram centrifugadas (Microplacas: 2
min, 2250 g/ 4000 rpm; microtubos: 1 min, 16200 g/13000 rpm) e o sedimento ressuspenso em
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10 pL de tampé&o de digestdo (sorbitol 1 M, EDTA-Na2 0,1 M, pH 7,5) contendo 0,8 pL de uma
solucéo de liticase a 3,3 U/UL (Sigma, Ref. L4025), adicionada ao tampédo imediatamente antes
da sua distribuicdo. Ap6s incubacdo (30 min., 37 °C), a eficiéncia da digestdo foi confirmada pela
observacao ao microscopio dos esferoblastos formados apds misturar pequenas aliquotas (5 L)
de algumas amostras escolhidas aleatoriamente, com igual volume de SDS 10 % (p/v). Este
passo ndo é necessario no isolamento de rotina. Seguidamente adicionou-se 10 L de tampéo
de lise (Tris-HCI 50 mM, EDTA-Na, 20 mM, SDS 0,35 M, pH 7,4), as microplacas foram seladas
em sacos de plastico e procedeu-se a sua incubagdo num banho a 65 °C durante 5 minutos.
Adicionou-se imediatamente uma solucdo de acetato de potassio (5 M, 8 L) e a microplaca foi
colocada a -20 °C durante 5 a 10 minutos para a precipitacdo das proteinas. Apds centrifugagéo
(microplacas: 4 °C, 15 min, 2250 g/4000 rpm; microtubos: 4 °C, 15 min, 16200 g/13000 rpm), o
sobrenadante foi transferido para uma nova microplaca contendo 25 uL de isopropanol, para a
precipitacdo do DNA a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguindo-se outra centrifugacéo
(microplacas: 4 °C, 2 min, 2250 g/4000 rpm; microtubos: 4 °C, 15 min, 16200 g/13 000 rpm). O
DNA precipitado foi lavado com 50 pL de etanol 70 % (v/v) e posteriormente submetido a
secagem ao ar (30 min, as tampas das microplacas foram retiradas, microtubos foram abertos).
O sedimento foi entéo dissolvido em 50 pL de TE (Tris-HCI 1 mM, EDTA-Naz 0,1 mM, pH 7,5),
diluido de 1:10.

2.4 REPRODUTIBILIDADE DO PROTOCOLO DE ISOLAMENTO DE DNA EM MICROPLACAS

Para testar a reprodutibilidade do método, o procedimento descrito foi realizado em
quadruplicado usando as amostras armazenadas sem ajuste da concentracao celular, de modo a
avaliar a relevancia deste passo para a obtengdo da concentracdo de DNA que garanta
amplificac&o reprodutivel.

2.5 QUANTIFICAGAO DO DNA
A concentracdo de DNA foi quantificada por espectrofotometria (NanoDrop™ ND-1000,

Thermo Fisher Scientific).

2.6 IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO DE LEVEDURAS

O DNA isolado pelo método de extracdo em microplaca foi usado para amplificaces por
PCR e procedeu-se a identificacdo e caracterizacdo de leveduras pelos seguintes métodos: (i)
analise de polimorfismos do tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) de regides ITS

ribossomais (Esteve-Zarzoso et al., 1999) usando a endonuclease de restricdo Hinfl; (i) analise
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de sequéncias interdelta (Schuller et al., 2004); (i) analise de microssatélites, usando os loci
listados na Tabela Ill-1 (SCAAT1, ScAAT2, ScAAT4, SCAATS e ScAAT6 (Pérez et al., 2001);
YPL009c, ScYOR267c, C5 e C11 (Legras et al., 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O objetivo deste estudo foi desenvolver um procedimento de extracdo de DNA de
levedura de elevado rendimento, simples, reprodutivel e econdmico, que permita obter DNA
numa concentracdo e pureza adequadas para reagoes de PCR usadas na tipagem molecular de
leveduras. Este protocolo, baseado numa técnica descrita anteriormente (Lopez et al., 2001), foi
simplificado e adaptado ao formato de microplacas de 96 pogos.

Numa primeira abordagem de otimizagdo da extracdo de DNA em microplacas, foi
avaliada a combinacéo ideal entre o volume de meio YPD usado no crescimento das culturas
celulares e o tempo de centrifugacdo para a remocao das proteinas precipitadas. Estes testes
foram realizados em quadruplicado com a estirpe S. cerevisiae L507. Como se pode observar na
Figura 1ll-1, a concentragdo de DNA obtida variou entre 11 e 96 ng/uL. Os valores de
concentragdo mais elevados tendem a ser obtidos com os tempos de centrifugacéo mais curtos
(5 e 10 min). Para centrifugagdes mais longas (entre 15 e 60 min), a concentracdo de DNA
variou entre 11 e 58 ng/uL, correspondendo aos valores geralmente requeridos nos métodos de
tipagem molecular de leveduras baseados na amplificagcdo por PCR. Em 83 % das condi¢bes
testadas o racio Axso/Azso foi superior a 1,8, que representa uma pureza de DNA satisfatoria. A
média mais elevada do racio Azso/A230 foi obtida para o tempo de centrifugacdo de 15 min. Estes
racios variaram nos intervalos de 0,7 a 1,3,0,8a1,5,084a 1,6, 0,7a 14 e 0,7 a 1,3 para 0s
tempos de centrifugagdo de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min, respetivamente (dados n&o
apresentados).
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Figura Ill-1: Concentracdo de DNA (barras) obtida a partir de culturas da estirpe S. cerevisiae L507,
crescidas durante 12 h em diferentes volumes de meio YPD (30, 50, 100 e 150 uL), e usando diferentes
tempos de centrifugacdo (5, 10, 15, 30 e 60 min). Os racios Azo Azso apresentam-se indicados nos
numeros dentro dos circulos.

Nas abordagens seguintes, foi utilizado o volume inicial de YPD de 100 pL, em conjunto
com o tempo de centrifugagdo de 15 min. Esta quantidade de meio YPD permite uma melhor
homogeneizagdo das suspensdes celulares durante o crescimento e facilita a pipetagem de
todos os volumes dos reagentes necessarios durante o processo de extracdo. Tal revelou-se de
particular importancia na transferéncia dos sobrenadantes para o isopropanol. Quando se inicia a
extracdo de DNA a partir de volumes de cultura inferiores a 100 L, o correspondente volume de
sobrenadante a ser transferido para isopropanol é inferior a 30 UL, 0 que aumenta o risco de
contaminagdes com o0 sedimento devido a uma pipetagem imprecisa. Com o volume de 100 pL
observaram-se valores de concentracdo final de DNA mais reprodutiveis, independentemente do
tempo de centrifugacéo.

O método de extracdo de DNA em microplaca foi validado com 12 estirpes de S.
cerevisiae e outras 12 espécies de leveduras, comparando a concentracao e 0 racio Azso/Azso do
DNA com o obtido pela extragdo em microtubos, de acordo com a nossa abordagem anterior
(Schuller et al., 2005). Os resultados médios de quatro réplicas estdo representados na Figura II-
2. As concentracdes de DNA obtidas para as estirpes de S. cerevisiae variou entre 670 e 1110
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ng/uL e entre 20 e 40 ng/L nas extragdes em microtubos e microplacas, respetivamente. No
caso das espécies de ndo-Saccharomyces, a concentragdo correspondente foi mais variavel,
apresentando valores entre 100 e 1010 ng/uL e entre 10 e 140 ng/uL para 0 método com
microtubos e para 0 método com microplaca, respetivamente. A média das concentragdes de
DNA obtidas a partir de 12 espécies de leveduras e de 12 estirpes de S. cerevisiae crescidas em
microplaca foi respetivamente 50 ng/uL e 20 ng/uL. Estes valores sdo adequados para as
amplificacbes por PCR, revelando-se desnecessario efetuar diluicbes. No caso do protocolo
realizado em microtubos verificou-se que o valor médio das concentracdes obtidas a partir das
estirpes de S. cerevisiae foi maior (830 ng/uL) comparativamente as outras espécies de
leveduras (430 ng/uL). Independentemente do método, espécie ou estirpe o valor do récio
Aasol Azgo Situou-se no intervalo de 1,8-2,2 (Figura Alll-1 do Anexo IlI).
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Figura lll- 2: Concentracbes de DNA obtidas para 12 espécies de leveduras e 12 estirpes de S. cerevisiae, usando
diferentes escalas (microtubos pg/pL; microplacas, ng/pLL).

O rendimento do método apresentado esta entre 1,2 e 2,3 ug de DNA, a partir de 100
ML de culturas crescidas durante 12 h. Estes valores consideram-se elevados em comparacéo
com outras publicagdes que referem rendimentos de DNA 3 ug a partir de 1,5 mL de volume de
culturas crescidas no mesmo periodo de tempo, recorrendo ao método dos ciclos de
congelamento/descongelamento (Harju et al., 2004), ou de 0,1 pg/ 107 células usando o0 método
LIOAc-SDS (Looke et al., 2011).
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O DNA obtido nas diferentes escalas de extracdo foi usado para amplificagdo de
sequéncias interdelta (estirpes de S. cerevisiae) e da regido ITS (espécies Nao-Saccharomyces).
A concentragdo de DNA, obtido pelo método de extracdo que utiliza os microtubos, foi ajustada a
20 ng/uL. Este procedimento ndo foi efetuado ao DNA obtido pelo método miniaturizado, uma
vez que as concentracdes finais se encontravam na gama considerada adequada para a
amplificacdo (entre 10 e 140 ng/uL). A comparagdo dos perfis obtidos pela amplificacdo
interdelta do DNA das seis estirpes de S. cerevisiae e a amplificacdo das sequéncias ITS do
DNA de outras seis espécies de leveduras (Figura Ill-3A e 1ll-3B), revelou que o método de
extracdo aqui reportado ndo altera os perfis de amplificagdo. O mesmo foi observado na
amplificacdo dos microssatélites polimorficos nas estirpes de S. cerevisiae (Tabela IlI-1).
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Figura lll- 3: Comparacéo dos perfis obtidos por amplificacdo por PCR com DNA extraido usando microtubos (T) e
microplacas (P); A) Amplificacdo de sequéncias interdelta do DNA obtido a partir das estirpes de S. cerevisiae L507,
L508, L509, L510, L517, L528; B) Amplificacdo de sequéncias ITS das espécies de leveduras C. tropicalis, Y.
lipolytica, D. bruxellensis, K. fluxuum, L. thermotolerans e C. stellata.
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Tabela lll- 1: Tamanho dos alelos de microssatélites (bp) de seis estirpes de S. cerevisiae.

Tamanho dos alelos (bp) das estirpes de S. cerevisiae L507 — L589

Escala de Microtubo (1 mL) Escala de Microplaca (100 pL)
Microssatélite  Alelo L507 L508 L509 L510 L528 L589 L507 L508 L509 L510 L528
SCAATL 1 201 189 189 186 216 219 201 189 189 186 216 219
2 201 189 201 186 219 220 201 189 201 186 219 220
SCAAT? 1 372 375 375 375 372 375 372 375 375 375 372 375
2 372 375 375 375 378 375 372 375 375 375 378 375
SCAATA 1 305 302 302 302 329 329 305 302 302 302 329 329
2 305 302 329 302 329 329 305 302 329 302 329 329
SCAATS 1 216 219 222 219 216 222 216 219 222 219 216 222
2 216 222 222 222 219 222 216 222 222 222 219 222
SCAATE 1 255 250 253 256 256 256 255 250 253 256 256 256
2 255 250 255 256 259 256 255 250 255 256 259 256
C5-1 1 115 117 117 115 113 113 115 117 117 115 113 113
2 133 125 125 124 129 131 133 125 125 124 129 131
C11-1 1 191 187 187 187 209 197 191 187 187 187 209 197
2 191 211 211 211 211 197 191 211 211 211 211 197
\VPLO09 1 305 274 274 274 277 319 305 274 274 274 277 319
2 305 286 286 286 277 319 305 286 286 286 277 319
VOR267¢ 1 335 305 311 311 289 324 335 305 311 311 289 324
2 335 311 311 311 302 324 335 311 311 311 302 324
As amplificagdes por PCR de nove loci de microssatélites polimorficos, especificos S. cerevisiae, foram realizadas com DNA isolado a partir de seis estirpes
de S. cerevisiae, extraido por ambos 0s métodos.
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De seguida procedeu-se a extracdo do DNA, pelo método miniaturizado, de quatro
réplicas independentes dos isolados congelados sem ajuste da concentracao celular, a fim de
avaliar a reprodutibilidade dos perfis electroforéticos. Para cada ensaio realizaram-se quatro
réplicas independentes. Na Figura Ill-4A apresentam-se os resultados das amplificacdes
interdelta para seis estirpes de S. cerevisiae e dos perfis RFLP (Hinf I) das regides ITS do DNA
de outras seis espécies de levedura (Figura Il-4B). A reprodutibilidade dos perfis mostra que
este ajuste ndo é necessario. Este resultado confirma observacdes anteriores (Figura lll-3), que
mostraram que as amplificacdes de DNA eram conseguidas dentro de um intervalo de
concentragdes de DNA que variava entre 10 e 140 ng/uL. Adicionalmente, as amplificacdes
realizadas com este método otimizado foram mais reprodutiveis comparativamente com o
método dos ciclos de congelamento/descongelamento (Harju et al., 2004) ou 0 método LiOAc-
SDS (Looke et al., 2011) (resultados né&o apresentados).
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Figura lll- 4: Reprodutibilidade de quarto réplicas independentes de amplificacdes a partir de DNA extraido pela
abordagem das microplacas. A) Amplificacdo de sequéncias interdelta de seis estirpes de S. cerevisiae. B) Perfis de
ITS-RFLP das espécies de leveduras C. tropicalis, Y. lipolytica, D. bruxellensis, K. fluxuum, L. thermotolerans e C.
stellata.

Os nossos resultados demostraram que este método é adequado para o isolamento de
DNA de vérias espécies de leveduras. Pelo método miniaturizado foi extraido com sucesso o
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DNA de mais outras 40 espécies de leveduras e de 3000 isolados de S.cerevisiae no ambito de
outros trabalhos nossos, e foram realizadas com éxito anélises adicionais de tipagem molecular

ou de sequenciagdo de DNA (resultados ndo apresentados).

O protocolo baseado no uso de microplacas permite obter o DNA de 1536 isolados de
leveduras (16 microplacas) num dia de trabalho. Este aumento de oito vezes, comparativamente
ao método original (Lopez et al., 2001), é possivel devido a diminui¢do de escala e simplificacao,
e ainda porque podem ser encadeados oito conjuntos de duas microplacas em diferentes passos
do protocolo, de modo que a média do tempo de extracdo para duas microplacas € de cerca de 1
h, quando se usa pipetas multicanal de repeticdo. Além disso, pode-se acelerar o processamento
das amostras quando as cole¢Oes de isolados sdo guardadas e manuseadas em microplacas.
Considerando que também ndo sdo necessarios ajustes adicionais das concentragdes de DNA,
0 método exposto é muito rapido.

Tendo em conta a informacdo disponivel dos sistemas automatizados, a nossa
abordagem é tdo rapida como o LabTurbo 496 System (TAIGEN), que processa 384 amostras
em 2 horas, e duas vezes mais rapido que o MagNA Pure 96 (Roche) e que o Fungal/Bacterial
DNA Kit ZR-96 (Zymo Research), que permitem ambos 96 extracdes de DNA em 40 a 60 min.
Os custos de material e reagentes com 0 nosso método e para 192 extragdes € de cerca de 3,98
€, enquanto o pre¢o médio de um kit de extracdo de DNA, para 0 mesmo numero de amostras, é
cerca de 50 vezes superior.

Resumindo, 0 método de isolamento de DNA apresentado permite manusear uma média
de 16 microplacas (1536 isolados) num dia de trabalho, sendo muito rapido, econémico e
apropriado para numerosas espécies de leveduras. A gama de concentragdo final de DNA (20 a
50 ng/uL) é apropriada para utilizacdo sem ajustes adicionais de concentracéo, para métodos de
tipagem molecular que s&o usados na identificacdo de leveduras ou na delimitacdo de estirpes
de S. cerevisiae.
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RESUMO

Este trabalho reporta a genotipagem e caracterizacdo enolégica de estirpes de
Saccharomyces cerevisiae, isoladas a partir de amostras pertencentes a seis regides vitivinicolas
portuguesas, assim como a selecdo de leveduras para aplicacdo em fermentagdes industriais.
Foram recolhidas 66 amostras de uvas de diferentes castas (Aragonés, Avesso, Baga, Casteldo,
Loureiro e Touriga Nacional) nas regides vitivinicolas portuguesas dos Vinhos Verdes, do Dao,
do Douro, da Bairrada, Tejo e do Alentejo. No final das fermentagdes espontaneas dos mostos
foram obtidos 1500 isolados de leveduras e a tipagem molecular permitiu diferenciar 64 estirpes
de S. cerevisiae. A caracterizacdo enoldgica foi efetuada recorrendo a testes fenotipicos
qualitativos (resisténcia ao SO, tolerancia ao etanol, fenémeno Kkiller, potencial de produgéo de
H.S e atividade - glucosidasica) e a microfermentacfes de mosto de Loureiro e Avesso da
regido dos Vinhos Verdes. Verificou-se que a maioria das estirpes tolera 14% (v/v) de etanol,
consegue crescer em 100 mg/L de SO, tem producdo intermédia ou baixa de H.S e tem uma
atividade B-glucosidasicae média ou baixa. Apenas uma estirpe foi classificada com atividade
killer (K) e as restantes revelaram-se neutras (N). A selecdo das estirpes envolveu a anélise
sequencial dos seguintes critérios enoldgicos: duragdo total da fermentacgdo, perfil organolético,
resisténcia ao sulfuroso (SOy), tolerancia ao etanol, fendmeno Kkiller, potencial de producédo de
sulfureto de hidrogénio (H.S), actividade B-glucosidasica, e concentracdo de metabolitos (etanol,
glicerol e acido acético) no final da fermentacdo, assim como concentracdo de acglcares
residuais (glucose e frutose). Das 64 estirpes, apenas 49 iniciaram a vinificagdo do mosto de
Loureiro e Avesso. Destas, foram selecionadas as que fermentaram num tempo igual ou inferior
ao da estirpe de referéncia (Lalvin QA23®) e que simultaneamente apresentaram apenas
descritores aromaticos positivos, reduzindo o nimero de estirpes para 13. De seguida, a analise
dos testes fenotipicos restringiu a trés o nimero de estirpes em analise. Finalmente, a interse¢do
dos resultados da andlise quimica (frutose, glucose, etanol, glicerol e acido acético) aos vinhos
obtidos com a duragdo da fermentacdo e analise organolética, permitiu selecionar a estirpe D3.
Esta produziu um vinho com aroma a frutos tropicais, 6,4 g/L de glicerol e 13,6% (v/v) de etanol.
Observou-se ainda que as estirpes que atingiram a fase final da sele¢éo foram obtidas a partir
das amostras compostas (constituidas por volumes iguais de mostos obtidos a partir de uvas
provenientes de diferentes locais da mesma vinha). Este resultado sugere que estas estirpes

possuem caracteristicas enoldgicas mais competitivas.
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1 INTRODUCAO

As caracteristicas sensoriais do vinho sdo influenciadas por varios fatores como casta(s),
terroir (clima, solo e topografia), praticas de vitivinicultura, estado de maturacdo e qualidade
fitossanitaria das uvas, técnicas de vinificacdo, leveduras envolvidas no processo, e reagdes
quimicas durante o armazenamento (Bisson and Karpel, 2010; Romano et al., 2003; Styger et
al., 2011). O vinho resulta da fermentacéo alcodlica de mosto de uvas. Trata-se de um processo
complexo conduzido por leveduras que convertem o aglcar em etanol, diéxido de carbono e
outros subprodutos, as quais podem contribuir positivamente ou negativamente para o perfil
organolético do vinho (Zamora, 2009). Na fermentacédo alcodlica as leveduras metabolizam os
constituintes do mosto originando uma vasta gama de compostos volateis e ndo volateis (acidos,
alcoois, ésteres, compostos carbonados e compostos sulfurosos) que influenciam o perfil
organolético. Além disso, as leveduras produzem enzimas capazes de converter 0s percursores
do aroma presentes na forma ndo volatil (conjugados glicosidicos e de cisteina/glutationa),
libertando os compostos volateis (terpenos e tiois) (Fleet, 2008; Pretorius et al., 2012; Styger et
al., 2011). Nas fermentacfes espontaneas, a conversdo do mosto em vinho é realizada pelas
leveduras presentes na superficie das uvas ou no interior da adega, ocorrendo uma sucessao de
diferentes espécies ao longo do processo. Inicialmente dominam as leveduras ndo-
Saccharomyces, que entram em declinio a partir do meio da fermentagdo e sdo ultrapassadas
pelo crescimento das leveduras do género Saccharomyces (maioritariamente da espécie S.
cerevisiae), que terminam a fermentacao (Fleet, 2008).

A espécie S. cerevisiae € cosmopolita, na medida em que habita varios nichos naturais e
domesticados (florestas, frutos, vinho, cerveja, pao, sake), tem uma distribuicao global, e os seus
isolados incluem numerosas estirpes 'mosaico’ que provavelmente refletem a disperséo recente
associada ao cruzamento e a acdo humana (Fay and Benavides, 2005; Hittinger, 2013; Liti et al.,
2009). A andlise da diversidade genética de uma cole¢do de estirpes de S. cerevisiae isoladas
em diferentes locais do globo, de varios nichos ecoldgicos e diferentes processos fermentativos,
revelou a histdria evolutiva das populagdes domesticadas (Sicard and Legras, 2011).
Geneticamente, as estirpes de leveduras agrupam-se preferencialmente de acordo com os seus
nichos ecoldgicos e tipo de fermentagéo ao invés da sua origem geogréfica (Fay and Benavides,
2005; Legras et al., 2007; Liti et al., 2009; Schacherer et al., 2009), 0 que sugere que 0s eventos
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de domesticagdo ocorreram de forma independente, e que o fluxo genético entre nichos e
processos fermentativos foi restrito (Sicard and Legras, 2011).

A grande diversidade de estirpes de leveduras vinicas S. cerevisiae deve-se a sua
elevada aptiddo para alteragbes do genoma, e as diferencas genéticas relacionam-se
frequentemente com diferencas nas propriedades enolégicas e tecnoldgicas (Sipiczki, 2010). A
plasticidade do genoma promove rapidas adaptacdes em resposta a mudangas ambientais
(Libkind et al., 2011), conferindo as populagdes de leveduras vinicas capacidade para se
adaptarem as mudancas constantes e ao ambiente fermentativo bastante adverso (Sipiczki,
2010). No entanto, a instabilidade genética das leveduras vinicas pode alterar propriedades
enoldgicas e tecnoldgicas Uteis, resultando em problemas de fermentacdo ou vinho com pouca
qualidade (Sipiczki, 2010). A variabilidade imprevisivel da populacdo de leveduras na
fermentacdo espontanea levou os produtores a adotar praticas de controlo da fermentacdo. A
partir da década de 70 os produtores de vinho comegaram a adicionar diéxido de enxofre (SOy)
ao mosto de modo a impedir o desenvolvimento das leveduras autoctones, e a inocular culturas
puras de estirpes de S. cerevisiae selecionadas, garantindo o controlo do processo fermentativo
e a homogeneidade das caracteristicas do vinho ao longo dos anos de produgéo (Capece et al.,
2012; Rodriguez et al., 2010; Schuller and Casal, 2005). Atualmente este procedimento esta
generalizado, revestindo-se de grande importancia a obtencdo de estirpes geneticamente
estaveis e com propriedades enoldgicas conhecidas (Sipiczki, 2010).

Inicialmente, a selecdo das estirpes de leveduras vinicas era efetuada em fungdo da sua
capacidade para fermentar completamente concentragdes de agucar muito elevadas (200 g/L)
num ambiente maioritariamente anaerébio (Rossouw et al., 2012a). Outras caracteristicas como
0S requisitos nutricionais (ex. azoto) apropriados ao mosto, a tolerdncia ao etanol e a
temperatura de fermentacdo, a resisténcia ao SO, e a compatibilidade com outros
microrganismos presentes, sdo indissociaveis do sucesso da fermentacdo. Para além destas
propriedades fundamentais, tém sido utilizados critérios de selecdo com impacto no perfil
organolético do vinho, como por exemplo a producéo diminuta de sulfureto de hidrogénio (H.S) e
de 4cido acético. O aroma do vinho, apesar de ser uma caracteristica subjetiva, tem direcionado
a domesticacao e selecdo das estirpes de leveduras vinicas (Cordente et al., 2012; Hyma et al.,
2011; Pretorius, 2000). De facto, demonstrou-se recentemente que embora estirpes de S.
cerevisiae isoladas em ambientes ndo viticolas também sejam capazes de fermentar o mosto,
nos vinhos resultantes identificam-se descritores aromaticos de terra e enxofre, enquanto o0s

vinhos produzidos com estirpes vinicas apresentam caracteristicas florais e frutadas (Hyma et
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al., 2011). A evolucdo das tecnologias na analise de compostos quimicos e na biologia molecular
(gendmica, transcritdmica, proteémica e metabolomica) permite constantes avangos na
compreensdo da funcionalidade das estirpes em condi¢des de fermentacdo diferentes (OIV,
2012). O conhecimento da vasta influéncia das leveduras nas propriedades sensoriais do vinho
acrescentou critérios relativos a cor, ao aroma e ao sabor na selecdo de estirpes (Cordente et
al., 2012; Suérez-Lepe and Morata, 2011). Assim, pode avaliar-se a capacidade da estirpe para
melhorar a cor através da formacdo metabdlica de pigmentos estaveis (ex. vitisinas, formadas a
partr da ligagdo das antocianinas com o0 acido pirdvico e acetaldeido, e
vinilflavonolpiranoantocianinas, formadas pela ligacdo das antocianinas com compostos
vinilfendlicos produzidos por acdo enzimatica), escolher estirpes com baixa taxa de adsorcao de
antocianinas e com baixa atividade da B-glucosidase para prevenir a degradagdo da cor nos
vinhos tintos (OIV, 2012; Suérez-Lepe and Morata, 2011). A selecdo de estirpes com maior
capacidade de producdo de polidis como o glicerol e 0 2,3 — butanodiol, contribui positivamente
para 0 corpo, a estrutura, a suavidade e a dogura do vinho (OIV, 2012; Suérez-Lepe and Morata,
2011). Durante o processo de envelhecimento dos vinhos tintos nas borras, os polissacéridos
libertados facilitam a estabilizacdo coloidal e da cor, e aumentam a densidade do vinho,
conferindo maior suavidade e melhor integracdo de taninos, sendo portanto desejavel a escolha
de estirpes que aumentem a libertacdo destes compostos (OIV, 2012; Suarez-Lepe and Morata,
2011). Relativamente ao aroma é importante selecionar estirpes que formem compostos volateis,
como ésteres e alcoois superiores, em concentracdes adequadas as castas e tipo de vinho que
se pretende produzir, e que simultaneamente ndo originem aromas indesejaveis (acetaldeido,
acido acético, H2S e mercaptanos) (OIV, 2012; Suarez-Lepe and Morata, 2011). Adicionalmente
é desejavel que as estirpes produzam enzimas, como a B-glucosidase e B-liase, que aumentam
a libertacdo dos terpenos (ex. geraniol, linalol) e dos tidis polifuncionais (ex. 4-mercapto-4-
metilpentano-2-ona, 4MMP, 3-mercaptohexano-1-ol, 3MH, e o 3-mercaptohexilacetato, 3MHA),
respetivamente (Cordente et al., 2012; OIV, 2012).

Cada estirpe possui um conjunto exclusivo de caracteristicas enoldgicas, por isso
quando se pretende efetuar a sele¢do para conduzir uma fermentacéo particular, o nimero de
ensaios a executar € enorme 0 que torna o processo muito trabalhoso (Pulvirenti et al., 2009). A
relevancia de cada caracteristica varia de acordo com o tipo e estilo de vinho a produzir (OIV,
2012; Regodon et al., 1997), por isso muitas vezes opta-se por testar apenas alguns parametros
chave com o objetivo de encurtar o processo (Pulvirenti et al., 2009; Regodon et al., 1997;
Rodriguez et al., 2010).
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O consumo mundial de vinho esta a aumentar na Asia, América e Europa de Leste, e a
producdo de vinho a alargar-se a paises ndo tradicionais como a China, a india e o Brasil. De
acordo com o CCE (Comité national conseillers du commerce extérieur de la France), em 2050 o
consumidor de vinho sera ocasional e pouco fiel, de diferentes origens geograficas e culturais e
procurara vinhos diversificados e sofisticados (CCE, 2009). Esta tendéncia ja se observa
atualmente, o consumidor é exigente, procura novos estilos de vinho e produzidos de uma forma
sustentavel (Bisson et al., 2002; Fleet, 2008; Pretorius and Hgj, 2005; Swiegers et al., 2006a). O
endlogo quando decide o estilo de um determinado vinho tem que considerar muitos fatores.
Pode optar por produzir um vinho que satisfaca as caracteristicas desejadas por um mercado
especifico, um vinho que melhor represente a regido de origem, um vinho de “assinatura” ou
uma combinacdo destes (Chambers et al., 2009b). Os processos tecnoldgicos de producdo sao
limitados quando se quer alterar o estilo de um vinho de uma colheita para a outra mas a escolha
da levedura certa pode ser a solugéo simples e eficaz (Chambers et al., 2009b; Pretorius et al.,
2012).

Apesar da maioria das estirpes de leveduras vinicas disponiveis comercialmente terem
sido isoladas por prestigiados institutos de investigagdo e selecionadas pelas suas
caracteristicas tecnoldgicas positivas, a sua utilizacdo em diferentes castas e em vinhos de
diferentes origens pode ser inapropriado, na medida em que as caracteristicas individuais das
leveduras podem uniformizar o perfil aromatico do produto final, mascarando as propriedades
que distinguem e tipificam os vinhos de um determinado local (Cappello et al., 2004; Rodriguez
etal., 2010; Romano et al., 2008). Ao longo dos ultimos anos tem sido defendido que a utilizagdo
de estirpes autdctones de S. cerevisiae, por se terem adaptado as condi¢Bes ambientais locais,
nomeadamente, clima, solo, castas de uvas, praticas agricolas, pode imprimir caracteristicas que
se identificam com a tipicidade de um determinado local (Cappello et al., 2004; Csoma et al.,
2010; Esteve-Zarzoso et al., 2000; Nikolaou et al., 2006; Romano et al., 2008).

Estudos de biodiversidade de leveduras vinicas, enquadrados numa perspetiva
ecoldgica, sdo essenciais para encontrar estirpes com novos atributos moleculares e enologicos
(Capece et al., 2012). Trabalhos realizados anteriormente permitiram caracterizar leveduras
isoladas, por exemplo, nas vinhas das regides: de “El Penedes” (Esteve-Zarzoso et al., 2000), do
Tenerife (Gonzélez et al., 2007), de “Serrania de Ronda” (Clavijo et al., 2010), em Espanha; dos
Vinhos Verdes (Schuller et al., 2005), em Portugal; da Sicilia, nas castas Nero d'Avola (Capece
et al., 2010b) e Inzolia (Capece et al., 2011), e do parque nacional Cinque Terre (Capece et al.,
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2012), na Italia; da Malokarpatska e da Juznoslovenska (Krakova et al., 2012), na Eslovaquia;

entre outras.

Portugal tem 14 Regides Vitivinicolas com diferentes caracteristicas climaticas e de
composicdo do solo, e possui uma grande biodiversidade de castas, estando autorizado
oficialmente o cultivo de 341 (Almadanim et al., 2007). Existe portanto uma grade variedade de
habitats, favorecendo a ocorréncia de diferentes estirpes de S.cerevisiae adaptadas as
condigbes locais. No ambito de estudos anteriores (Schuller and Casal, 2007; Schuller et al.,
2005; Valero et al., 2007) foi demonstrada a elevada diversidade genética das estirpes de S.
cerevisiae e a ocorréncia de isolados caracteristicos para diferentes sub-regifes da Regido dos
Vinhos Verdes. No entanto, apesar de Portugal ser um pais com uma longa tradicdo como
produtor de vinho, apenas sdo comercializadas 3 estirpes de leveduras vinicas, que foram

isoladas nas regides do Vinhos Verdes, Bairrada e D&o.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar o potencial enoldgico de estirpes de S. cerevisiae
isoladas em seis regides vitivinicolas portuguesas para aplicacdo em fermentacfes industriais.
Apbs a caracterizagdo genotipica e enoldgica das estirpes, verificou-se a eficcia de uma
abordagem simplificada de sele¢cdo de leveduras tendo como finalidade reduzir o ndmero de
testes envolvidos no processo. Foi ainda analisada a possibilidade de reduzir do nimero de
estirpes, comparando o comportamento enoldgico das isoladas a partir de dois tipos de amostras
(compostas e ndo compostas).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PLANO DE AMOSTRAGEM E OBTENGAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS

A recolha das amostras de uvas efetuou-se durante a vindima de 2009 em 11 vinhas
pertencentes a 6 regides vitivinicolas portuguesas (Alentejo, Bairrada, D&o, Porto e Douro, Tejo
e Vinhos Verdes) conforme indicado na Figura IV-1. Em cada vinha colheu-se em condi¢des
asséticas, 2 Kg de uvas em cada um de 6 pontos de amostragem, definidos de acordo com a
geografia da area. A distancia entre 0s pontos de amostragem e a adega foi superior a 50 m. No
total, recolheram-se 66 amostras de uvas pertencentes as castas tintas de Aragonés, Baga,
Casteldo, e Touriga Nacional e brancas de Loureiro e Avesso (Figura IV-1).
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Porto e Douro

Bairrada
A Aragonés
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W Casteldo
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Figura IV- 1: Localizacdo geografica das 11 vinhas do plano de amostragem e as castas de uva correspondentes.

As amostras foram transportadas para o laboratorio em malas térmicas refrigeradas.
Apbs o esmagamento das uvas de cada amostra, que foi efetuado nos sacos da colheita, 0
mosto resultante foi transferido para um baldo Erlenmeyer estéril de 500 mL, tapado com rolha
previamente flamejada e na qual foi colocada uma agulha estéril para permitir a libertacéo de
CO.. As fermentacOes espontaneas realizaram-se num intervalo de temperatura de 21+1 °C.
Adicionalmente, para cada vinha, foram realizadas fermentacdes espontaneas com amostras
compostas por 100 mL de mosto de cada um dos seis pontos de amostragem, perfazendo no
total 77 fermentagdes. A monitorizacdo das fermentagBes foi efetuada pela determinacédo diaria
da perda de massa do mosto, que corresponde a producdo de CO.. Quando se atingiu uma
reducdo de 70 g/L, ou seja, aproximadamente dois tercos do aclcar inicialmente presente foi
consumido, retirou-se uma aliquota que foi diluida e espalhada em meio YPD (1% de extrato de
levedura, p/v; 1% de peptona, p/v; 2% de glucose, p/v; e 2% de agar, p/v) ao qual foi adicionado
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bifenil (150 mg/L) e cloranfenicol (50 mg/L) para inibicdo do crescimento de fungos filamentosos
e bactérias, respetivamente. Apds dois dias de incubacéo a 30 °C, isolaram-se aleatoriamente 30
colénias de cada fermentagdo, que apo6s repicagem em placas de meio YPD, foram
armazenadas em glicerol (30%, v/v) a-80 °C.

2.2 ISOLAMENTO DE DNA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR

Inoculou-se uma pequena aliquota (5 pL) de cada isolado de levedura, congelado nas
condigBes referidas no ponto anterior, em 1 mL de meio liquido YPD. Ap6s incubacéo (12 h,
30°C, 200 rpm), o isolamento de DNA foi executado de acordo com um método previamente
descrito (Lopez et al., 2001) com ligeiras modificacbes (ver Capitulo Ill, método que utiliza
microtubos). O método que utiliza microplacas, exposto no Capitulo Ill, s6 foi validado
posteriormente. Assim, as culturas resultantes do crescimento foram sujeitas a centrifugacao
(1 min, 16200 g/13000 rpm) e o sedimento ressuspendido em 100 pL de tamp&o de digestdo
(sorbitol 1 M, EDTA-Na, 0,1 M, pH 7,5), contendo 8 uL de uma solucdo de liticase a 3,3 U/uL
(Sigma, Ref. L4025), adicionada ao tampédo imediatamente antes da sua distribuicdo. Apds
incubacdo (30 minutos, a 37 °C), adicionou-se 100 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM,
EDTA-Naz 20 mM, SDS 0,35 M, pH 7,4), e procedeu-se a sua incubagdo num banho a 65 °C
durante 5 minutos. Adicionou-se imediatamente uma solucdo de acetato de potassio (5 M,
80 uL) e colocou-se a -20 °C durante 5 - 10 min para a precipitacdo das proteinas. Apos a
centrifugacdo (4 °C, 15 min, 16200 g/13 000 rpm), o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo contendo 250 L de isopropanol, para a precipitacdo do DNA a temperatura ambiente
durante 5 minutos, seguindo-se outra centrifugacao (1 min, 16200 g/13 000 rpm). O precipitado
contendo DNA foi lavado com 500 uL de etanol 70% (viv), e posteriormente submetido a
secagem ao ar. O sedimento foi entdo dissolvido em 50 pL de TE (Tris-HCI 1 mM, EDTA-Na
0,1 mM, pH 7,5), diluido de 1:10. A concentracdo de DNA foi quantificada por espectrofotometria
(NanoDrop™ ND-1000, Thermo Fisher Scientific), sendo posteriormente ajustada a 20 ng/uL. A
diferenciacdo das estirpes de S. cerevisiae foi efetuada pela amplificacdo dos segmentos entre
as sequéncias delta, num termociclador Bio-Rad iCycler, usando os primers 82 (5-
GTGGATTTTTATTCCAAC-3) e 012 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3), anteriormente
descritos (Legras and Karst, 2003; Schuller et al., 2004). A mistura de rea¢&o de amplificagdo (10
ML), contendo 10-40 ng de DNA, 0,5 U de Taq polymerase (MBI Fermentas), Taq buffer (10 mM
TrisHCI, 50 mM KCI, 0.08% Nonidet P-40) (1x), 15 pmol de cada primer, 0,4 mM de mistura de
dNTP e 3 mM MgCly, foi submetida as condigdes anteriormente descritas (Schuller et al, 2004).
Os produtos da amplificagdo foram diluidos (1:4) e separados por eletroforese, num gel de
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agarose a 1,5% (p/v) contendo 0,0016% (v/v) de GelRed™, a 100 V em tampéo TAE (1x). Os
perfis obtidos foram visualizados e fotografados num transiluminador de UV (BioRad ChemiDoc
XRS). Considerou-se que o conjunto de isolados que partilhavam o mesmo perfil correspondia a

mesma estirpe de S. cerevisiae, escolhendo-se um isolado representativo de cada uma.

2.3 CARACTERIZAGAO ENOLOGICA E FENOTIPICA

2.3.1 Testes fenotipicos

Os testes fenotipicos foram realizados com as 64 estirpes de S. cerevisiae, diferenciadas
a partir dos 1500 isolados obtidos a partir das fermentacbes espontdneas mencionadas
anteriormente. A estirpe comercial Lalvin QA23® (Lallemand) foi utilizada como referéncia.

De forma a garantir que todas as culturas utilizadas nos testes fenotipicos tinham uma
densidade celular idéntica, efetuaram-se pré-indculos e procedeu-se ao acerto densidade dtica
(D.0.). As culturas foram inoculadas em 50 mL de meio liquido EM (extrato de malte 3%, ph;
peptona, 0,5%, p/v), durante 48 h a 30 °C e 200 rpm. Ap6s a leitura da D.O.s50 nm, Centrifugaram-
se as culturas celulares (5 min, 2250 g/4000 rpm) e os sedimentos ressuspendidos numa
solucéo de glicerol a 30% (v/v), de modo a obter um valor de D.O.s50 nm de 10,0. As culturas
foram armazenadas em microplacas a -80 °C, contendo 100 pL de cada suspenséo celular. Para
a realizacdo dos testes fenotipicos, as diferentes suspensdes celulares foram diluidas em meio
EM de forma a obter uma D.Oss0 nm 1,0. As suspensfes celulares foram incubadas a
temperatura ambiente durante 1 h, de forma a recuperarem dos eventuais efeitos da diferenga
térmica, antes de serem submetidas aos testes de tolerancia ao etanol, de resisténcia ao diéxido
de enxofre (SOy), do potencial da producéo sulfureto de hidrogénio (H2S), do fendmeno killer e
da avaliacdo da atividade B- glucosidasica. Do mesmo modo, cresceram-se culturas celulares
em meio liquido YPD e prepararam-se pré-inoculos com D.O.s50 nm final de 100,0 para usar nas

microfermentacoes.

2.3.1.1 Tolerancia ao etanol

Os testes de tolerancia ao etanol foram efetuados num meio Malt Extract agar (MEA,
Fluka), preparado com diferentes concentragdes de etanol (12, 14, 16 e 18%, viv) e 50 mg/L de
SO,. O meio MAE foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante. Apos a esterilizacao,
e ajuste do pH 3,2 com uma solucéo de HCI (2N), adicionou-se 0,49% (v/v) de uma solucéo de
metabissulfito de sodio (Na2S:0s), 0,08 M, de modo a obter uma concentracdo de 50 mg/L de
SO,. Por fim, perfez-se com etanol absoluto de forma a obter as concentracOes referidas
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anteriormente. O meio MEA com 50 mg/L de SO, e sem adi¢cdo de etanol foi utilizado como
controlo. Adicionou-se uma gota de 2 UL de cada suspensdo celular as placas com diferentes
concentragdes de etanol a testar. Apds incubacdo durante 2 dias a 30 °C observou-se e registou-

se 0 crescimento celular.

2.3.1.2 Resisténcia ao dioxido de enxofre

As culturas celulares foram testadas em meio MEA com diferentes concentracfes de
SO2 (50, 75 e 100 mg/L) e 12% (v/v) de etanol. Apés a esterilizacdo, ajustou-se o pH 3,2 (HCI
2N), e adicionou-se o volume correspondente de etanol absoluto de modo a obter uma
concentracdo final de 12% (v/v). De seguida, acrescentou-se 0,49, 0,79 e 0,99% (v/v) da solugdo
de 0,08 M de metabissulfito de sodio (Na2S20s), para fazer os meios com 50, 75 e 100 mg/L de
SOy, respetivamente. O meio MEA com 12% (v/v) de etanol e sem adi¢do de metabissulfito de
sodio foi usado como controlo. Para observar o fenétipo das diferentes estirpes procedeu-se
como descrito em 2.3.1.1.

2.3.1.3 Potencial de producéo de sulfureto de hidrogénio

A avaliacdo do potencial de producdo sulfureto de hidrogénio (H.S) foi determinada
usando o0 meio BiGGy agar (Fluka). O meio de cultura foi preparado de acordo com as instrucoes
do fabricante. Adicionou-se 1 gota de 5 pL de cada suspensdo celular, e as placas foram
incubadas a 30 °C durante 2 dias. Avaliou-se a capacidade de cada estirpe reduzir os sulfitos a
sulfuretos pela alteracdo da cor da coldnia, em resultado da combinacdo do bismuto (presente
no meio BiGGy) com os sulfuretos produzidos. Esta reag¢do confere uma cor castanha a colonia
desenvolvida, sendo esta mais escura quanto maior for a capacidade de produzir sulfuretos. A
interpretacé@o dos resultados foi efetuada por quatro classificagdes qualitativas: cor branca — sem
producdo (0); cor bege — baixa producdo (1); cor castanha — producdo intermédia (2) e cor
castanho escuro — producéo elevada (3).

2.3.1.4 Fendémeno Killer

Foram qualificadas como Kkiller (K) as estirpes que libertam toxinas proteicas capazes de
matar estirpes designadas como sensiveis (S). As qualificadas como neutras (N) sdo resistentes
as toxinas embora ndo as produzam. Estes testes foram efetuados em dois meios MEA com
0,003% (p/v) de azul de metileno, 5% (v/v) de tampé&o citrato 1 M, a pH 3,9, um incorporado com
a estirpe de referéncia CECT 1415 (S) e outro com a estirpe de referéncia CECT 1182 (K), com
concentracdo final de aproximadamente 104 células/mL de cada estirpe. A cada meio adicionou-
se 1 gota de 2 pL de todas as suspensdes celulares, e as placas foram incubadas a 30 °C
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durante 2 dias. As estirpes que possuem atividade neutra e killer apresentaram crescimento em
ambos os meios, distinguindo-se as killer pela criacdo de uma zona de inibicdo circundante a
coldnia, no meio preparado com a estirpe de referéncia CECT 1415 (S). As estirpes sensiveis a
toxina da estirpe de referéncia CECT 1182 (K) s6 apresentaram crescimento no meio preparado
com a estirpe de referéncia CECT 1415 (S).

2.3.1.5 Atividade - glucosidasica

A atividade (- glucosidasica foi estimada através do indculo de 2 pL de cada suspenséao
celular num meio de cultura de Esculina Glicerol Agar (esculina 1 g/L, cloreto de ferro 0,3 g/L,
hidrolisado de caseina 1 g/L, extrato de levedura 25 g/L, glicerol 8 mL/L, agar 20 g/L e pH final
de 6,0) (Pérez et al., 2011). As placas de petri foram colocadas a 25 °C durante 2 dias. As
estirpes com atividade B- glucosidasica hidrolisaram a esculina e desenvolveu-se um halo
castanho escuro no meio circundante a colénia, com um tamanho que variou proporcionalmente
a atividade da enzima. A classificacdo da atividade foi efetuada de acordo com quatro categorias
qualitativas (sem atividade, 0; baixa atividade, 1; atividade intermédia, 2, e atividade elevada, 3).

2.3.2 Microfermentages

As microfermentages foram conduzidas num mosto constituido por duas castas de uvas
brancas, Loureiro e Avesso na propor¢éo aproximada de 50%/50% (v/v). A vindima foi realizada
em 2010, e apds o desengace, esmagamento e prensagem das uvas, adicionou-se 30 mg/L de
metabissulfito de potassio ao mosto extraido. Depois de clarificado durante 48 h a 4 °C, foi
congelado até a realizacdo dos ensaios. O mosto apresentava as seguintes caracteristicas:
225,6 g/L de aclcar fermentavel, pH 3,56 e acidez total de 6,2 g/L, determinados por HPLC
(2.3.3), potenciometria e kit de acidez total Reflectoquant (Ref 1.16135.0001, Merk),
respetivamente. Realizaram-se microfermentagcdes com as 64 estirpes e a estirpe comercial
usada como referéncia (Lalvin QA23®, Lallemand), em 100 mL de mosto, pré-filtrado com
membranas de microfiora de vidro (Millipore), seguido de esterilizagdo com membranas de
porosidade 0,45 pum (Millipore). O mosto foi distribuido por baldes Erlenmeyer estéreis de 100
mL, tapados com rolhas previamente flamejadas, com uma agulha estéril para permitir a
libertacéo de CO>, O indculo de cada uma das culturas celulares foi efetuado de modo a obter
uma concentracdo aproximada de 109 células/mL, utilizando os pré-indculos preparados como
descrito em 2.3.1. As microfermentagdes realizaram-se a 18 °C, com agitacdo de 70 rpm. A
monitorizagao efetuou-se por pesagens didrias até cessar a producao de CO, o que foi evidente
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pelo valor constante da massa. As microfermentacdes que ndo terminaram em 50 dias foram

descartadas.

2.3.3 Analises quimicas dos vinhos

A quantificacdo da frutose, glucose, etanol, glicerol e &cido acético, efetuou-se por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), num equipamento Hitachi Elite
LaChrome (USA). As amostras foram filtradas (filtros de seringa de porosidade 0,2 um, VWR) e
analisadas em duplicado por injecdo de volumes de amostra de 20 L. A separacdo isocratica
das amostras foi executada utilizando como fase mdvel o &cido sulfirico (H.SO4) a 2,5 mM, com
um caudal de 0,5 mL/min dos 0 aos 9 min, 0,25 mL/min dos 10 aos 14 min e 0,50 mL/min dos 15
aos 35 min, numa coluna de troca iénica Aminex HPX-87H a 60 °C. Os compostos de elui¢cdo
detetaram-se por indice de refracdo (RI), a 40 °C. A identificacdo dos compostos foi realizada por
comparacao dos seus tempos de retencdo com o dos padrdes, e a quantificacdo da area dos
picos gerados permitiu determinar a concentragdo dos compostos, utilizando uma curva de

calibragéo.

2.3.4 Prova organolética olfativa

A prova organolética olfativa foi realizada por um pequeno painel de 3 pessoas
treinadas, pertencentes ao grupo de trabalho, que fizeram uma avaliagdo qualitativa com 25 mL
de amostra de vinho, em copos apropriados para o efeito. Esta avaliagao utilizou os descritores
positivos (frutado, frutos tropicais, citrinos, frutos secos, frutos de arvore, floral e mel) e negativos
(vegetal, sabdo, sulfidrico, oxidado, lactico, levedura e balsamico).

3 RESULTADOS
Durante a vindima de 2009, recolheram-se 66 amostras de uvas de diferentes castas
portuguesas (Aragonés, Avesso, Baga, Casteldo, Loureiro e Touriga Nacional) em 11 vinhas
distribuidas por seis das regifes vitivinicolas portuguesas mais relevantes (Alentejo, Bairrada,
Déo, Porto e Douro, Tejo e Vinhos Verdes), conforme resumido na Tabela IV-1.
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Tabela IV- 1; Resumo do nimero estirpes de S. cerevisiae obtidas a partir dos isolados de levedura recolhidos no
final das fermentac@es espontaneas, realizadas com varias castas de diferentes regides vitivinicolas.

0
Regido  Casta Localizagdo an':l;sfjtfas anl:losfjtfas ferm':;?:gﬁes is'(\)lra((jif)s v de(zj:sstlrpes
(Figura IV-1) recolhidas (incluindo espontaneas  recolhidos cerevisiae
compostas)

Vinhos Avess_o 9e10 12 14 4 120 5
Verdes Loureiro 11 6 7 7 210 5
18 21 11 330 10
. Baga 8 6 7 5 150 5
Bairrada 6 7 5 150 5
Alentejo Aragonés le2 12 14 9 270 7
12 14 9 270 7
Tejo Casteldo 3ed 12 14 9 270 9
12 14 9 270 9
Porto e Aragonés _ 5 6 7 6 180 9
Douro Touriga Nacional 6 6 7 3 90 4
12 14 9 270 13
Diio Touriga Nacional 7 6 7 7 210 20
6 7 7 210 20
Total 66 77 50 1500 64

Realizaram-se fermentacfes espontaneas a partir do mosto extraido de cada uma das 66
amostras. Para cada vinha, preparou-se adicionalmente uma amostra composta, obtida pela
mistura de volumes iguais de mosto de cada ponto de amostragem, perfazendo 77 amostras. Da
totalidade das amostras, apenas 50 (64,9%) realizaram fermentacdes esponténeas até a perda
de peso de 70 g/L. Como se verifica na Tabela IV-1, apenas em duas vinhas as sete amostras
fermentaram na totalidade, uma localizada no D&o (7) e outra localizada na regido dos Vinhos
Verdes (11). Por outro lado, foi também na regido dos Vinhos Verdes (localizages 9 e 10), que
se observou o menor ndmero de amostras capazes de fermentar. Por cada fermentacdo
concluida obtiveram-se 30 isolados de levedura, o que perfez 1500 isolados no total. A analise
das sequéncias interdelta permitiu diferenciar 64 estirpes de S. cerevisiae.

Todos os isolados apresentaram o padrdo de amplificacdo caracteristico desta espécie
no intervalo de 400-500 bp (Schuller et al., 2004). Na Figura IV-2 apresentam-se alguns
exemplos dos perfis dos produtos de amplificacdo das sequéncias interdelta obtidos pela
eletroforese em gel de agarose.

Analisando o numero de estirpes de S. cerevisiae diferenciadas em cada regido (Tabela
IV-1), e tendo em conta o nimero de isolados a partir dos quais foram obtidas, verifica-se que foi
na regido do D&o que se observou maior diversidade, contrariamente as regifes do Alentejo e
Vinhos Verdes.
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Figura IV- 2: Exemplos de perfis da amplificacfo de sequéncias interdelta dos isolados de levedura recolhidos no
final das fermentacOes espontaneas.

A Figura IV-3 apresenta os perfis das fermentacdes espontaneas correspondentes as
amostras das 11 vinhas, assim como as estirpes de S. cerevisiae diferenciadas no final de cada
uma, e a proporcao relativamente ao nimero de isolados. As amostras que fermentaram até a
perda de peso de 70 g/L apresentaram diversos perfis fermentativos. A fase de laténcia, aqui
considerada como o tempo correspondente até a perda de peso de 2 g/L, variou entre os 2 (Dao,
7, e Vinhos Verdes,11) e os 38 dias (Tejo, 3), embora a maioria das amostras (40) tenha
demorado 3 a 8 dias a iniciar a fermentacdo. Relativamente a duragdo da fermentacao,
considerada como o intervalo de tempo entre a perda de peso de 2 g/L e 70 g/L, variou entre 0s
2 (Porto e Douro, 6) e os 47 dias (Vinhos Verdes, 9), sendo que a maioria das amostras (35)
fermentou num intervalo de tempo que variou entre 3 a 12 dias. A duracdo da fase de laténcia
nem sempre foi proporcional a da fermentacdo, isto €, foram observadas fermentacfes rapidas
com fases de laténcia longas e fermentacbes demoradas com fases de laténcia curtas, por
exemplo Porto e Douro (6) e Vinhos Verdes (10), respetivamente. A dura¢do da fermenta¢éo nao
parece estar relacionada com a diversidade de estirpes observadas no final da fermentagéo,
uma vez que, tanto nas mais lentas como nas mais rapidas, o nimero de estirpes diferentes
variou entre 1 e 4. Como neste estudo néo foi efetuada a caraterizacdo das espécies e estirpes
ao longo do processo fermentativo, ndo podemos inferir sobre a possivel influéncia da populagéo
microbiana presente no inicio e a meio da fermentacdo. Em geral, no final de cada fermentacgéo
espontanea, os isolados diferenciados ou pertenciam a mesma estirpe de S. cerevisiae ou existia
uma estirpe dominante que era acompanhada por outras estirpes em nimero muito inferior.
Apenas as fermentagdes das amostras 1 e 6 do Déao (7) foram finalizadas por duas e trés

estirpes predominantes, respetivamente.
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Figura IV- 3: Perfis das fermentagOes espontaneas (linhas) correspondentes as amostras das 11 vinhas e estirpes
de S. cerevisiae diferenciadas no final de cada uma (esquerda); e a proporgdo de cada estirpe relativamente ao
ndmero total de isolados (barras) observadas no final de cada fermentagdo (direita). As vinhas das diferentes
regides estdo numeradas de 1 a 11. Para cada vinha sdo apresentados os resultados relativos a sete amostras,
uma composta e seis ndo compostas. Em cada perfil de fermentag&o, encontram-se referidas as designagdes das
estirpes de S. cerevisiae diferenciadas. As designacdes sublinhadas correspondem as estirpes identificadas nas
amostras compostas e a designacéo n.a. (ndo aplicavel) corresponde as amostras que néo fermentaram.
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Figura 1V-3: Continuag&o.
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Figura IV-3: Continuag&o.
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Das 64 estirpes de S. cerevisiae diferenciadas, 14 foram isoladas a partir das
fermentagdes espontaneas das amostras compostas. Nas vinhas onde se observou uma maior
diversidade de estirpes de S.cerevisiae (Tejo, 3 e 4, Porto e Douro, 5 e 6, D&o, 7, Bairrada, 8), as
isoladas no final da fermentacdo das amostras compostas foram diferentes das isoladas nas
outras amostras da mesma vinha. Contrariamente, nas vinhas onde se observou menor
diversidade, as amostras compostas ou ndo fermentaram (Vinhos Verdes, 9 e 10) ou foram
controladas por estirpes comuns a outras amostras da mesma vinha (Alentejo,1 e 2, e Vinhos
Verdes, 11).

As andlises de caracterizacdo fenotipica foram realizadas com as 64 estirpes de S.
cerevisiae diferenciadas. Os resultados da caracterizacdo fenotipica estdo resumidos na Figura
IV-4. Foram efetuados testes para avaliar o potencial da producao de H.S, do fenétipo killer e da
atividade B-glucosidasica (Figura IV-4 A) e a resisténcia a varias concentracdes de etanol (12,
14, 16 e 18%, v/v) e de SO (50, 75 e 100 mg/L) (Figura IV-4 B). A avaliagdo do potencial da
producao de H»S revelou uma producgdo intermédia ou baixa para a maioria das estirpes (40 e
20, respetivamente). O potencial da producdo de H.S mais elevado observou-se apenas numa
estirpe, e 3 estirpes mostraram ser ndo produtoras de H2S. Relativamente ao fenétipo killer,
observou-se que nenhuma das estirpes testadas foi sensivel a toxina produzida pela estirpe de
referéncia CECT 1182 (K) e a maioria das estirpes (63) revelou-se neutra. Apenas uma estirpe
inibiu o crescimento da estirpe de referéncia CECT 1415 (S) e foi classificada como Kkiller. A
atividade da B-glucosidase foi avaliada e a generalidade das estirpes revelou uma atividade
média (32) ou baixa (28). Duas estirpes ndo apresentaram qualquer atividade e outras duas
mostraram uma atividade elevada. Observou-se que maioria das estirpes sao tolerantes a 12% e
14% (viv) de etanol (61 e 58, respetivamente), trés séo tolerantes a 16% (v/v) e nenhuma
conseguiu crescer a 18% (v/v). Relativamente a resisténcia ao SO, a generalidade das estirpes
(59) conseguiu crescer com a maior concentracdo testada (100 mg/L), e 63 estirpes cresceram
nas concentragdes de 50 e 75 mg/L.

As microfermentagdes efetuaram-se a 18 °C e 70 rpm, com as 64 estirpes autoctones de
S. cerevisiae e uma estirpe comercial de referéncia (Lalvin QA23%), em 100 mL de mosto
constituido pela mistura de partes iguais das castas Loureiro e Avesso. No entanto, das 64
estirpes apenas 49 iniciaram a fermentacdo, e destas 10 correspondem a estirpes isoladas a
partir das amostras compostas. Isto significa que 71% das estirpes obtidas a partir de amostras

compostas iniciaram as microfermentagdes.
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Figura IV-4: Resultados dos testes fenétipicos, representados como nimero de estirpes que sao produtoras de HzS,
que tém atividade B-glucosidasica e fenétipo killer (A), e sdo resistentes a diferentes concentraces de etanol e SO
(B). As classificagBes qualitativas utilizadas nos testes de produgdo de H.S e atividade B-glucosidase foram: sem
producdo/atividade, 0; baixa producgdo/atividade, 1; producéo/atividade intermédia, 2, e producao/atividade elevada,
3, respetivamente.

A Figura IV-5 resume a duracdo da fermentacdo das 49 estirpes (assim como o da

estirpe de referéncia) e a prova organolética dos vinhos obtidos (A), e apresenta também os

resultados dos testes fenotipicos obtidos para cada uma destas estirpes (B).
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Resumo da duragdo das microfermentagdes das 49 estirpes de S. cerevisiae que iniciaram a fermentagéo (assim como a da estirpe de referéncia Lalvin QA23®) e da prova organolética dos vinhos obtidos (A), e as
caracteristicas enoldgicas dessas estirpes (B). (A) Cada barra corresponde a duragdo da fermentacdo realizada por cada estirpe, sendo a parte mais escura referente a fase de laténcia e a mais clara a de fermentagdo. As estirpes a
sublinhado correspondem as isoladas a partir de amostras compostas. A linha horizontal a tracejado indica a duragéo de fermentagéo realizada pela estirpe de referéncia. Os aromas identificados na prova organolética estdo indicados
no eixo vertical secundario, e os detetados em cada vinho encontram-se assinalados em cima da barra correspondente (e— descritor positivo; A— descritor negativo). (B) Os critérios enoldgicos estdo sumariados numa representagao
esquematica em que cada linha corresponde a um fenétipo e cada coluna a uma estirpe (coincidente com a indicada no eixo do grafico). Cada quadrado tem uma cor cujo significado se encontra apresentado na legenda. As estirpes
excluidas no processo de avaliagdo da duracdo da fermentagdo e prova organolética foram marcadas com um padrdo de riscas diagonais. As estirpes selecionadas, apos avaliagdo dos restantes testes fenotipicos, foram assinaladas

com uma seta (|).
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No gréfico da Figura IV-5 (A) cada barra corresponde a duragdo da fermentacdo
realizada por cada estirpe, em que a parte mais escura corresponde a fase de laténcia (niumero
de dias até atingir uma perda de peso de 2 g/L) e a parte mais clara corresponde a duracéo da
fermentacdo (ndmero de dias desde a perda de 2 g/L até peso constante). Consideraram-se
positivas as duragdes de fermentagdo iguais ou inferiores a da estirpe de referéncia, o que foi
alcancado por 42% das estirpes, e negativos as restantes. Relativamente ao perfil aromatico dos
vinhos obtidos, efetuou-se uma simplificacdo dos resultados, indicando apenas descritores
positivos (nos casos em que se revelaram apenas aromas positivos), e descritores negativos (no
casos em que se detetou pelo menos um aroma negativo). Aproximadamente um tergo (38%)
dos vinhos obtidos apresentou apenas descritores positivos, sendo assinalados mais
frequentemente o aroma frutado, floral, de frutos tropicais e de citrinos, que sdo caracteristicos
dos vinhos obtidos com estas castas. Foi efetuada uma primeira selecdo das estirpes,
escolhendo apenas aquelas que tiveram apreciagdo positiva no perfil aromatico e na duracao da
fermentacéo, reduzindo para 13 o nimero de estirpes. Destas, seis foram isoladas das amostras
compostas.

As caracteristicas enolégicas foram resumidas numa representagdo esquematica (Figura
IV-5 B), em que cada linha corresponde a uma caracteristica e cada coluna a uma estirpe, que
coincide com a indicada no eixo do grafico (Figura IV-5A). Na interse¢do do fenétipo com a
estirpe encontra-se um quadrado, cuja cor tem um significado que se encontra descrito na
legenda. As cores utilizadas variam entre tons mais claros e mais escuros, sendo que a cor
escura representa um resultado positivo de uma estirpe em relagdo a uma caracteristica
desejada. As estirpes selecionadas na etapa anterior foram consideradas para nova avaliacao
tendo como critério 0s testes fenotipicos. As excluidas da selecdo foram marcadas no esquema
(Figura IV-5 B) com um padrdo de riscas diagonais. As caracteristicas enologicas consideradas
para a selecdo das estirpes foram a resisténcia ao SO, toleréncia ao etanol e o fenémeno killer,
que tém impacto na tecnologia da fermentacdo, e a producdo de H.S e atividade f-
glucosidasica, que podem influenciar as propriedades organoléticas dos vinhos produzidos. E
importante selecionar estirpes com resisténcia ao SO,, uma vez que este composto €
regularmente utilizado no processo produtivo, nomeadamente no inicio da fermentacdo, para
prevenir oxidagdes e a proliferagdo de microrganismos indesejaveis. Com o desenrolar da
fermentacdo a concentracdo de etanol aumenta e € indispensavel que a estirpe ndo seja inibida
por esse fator, por isso devem-se selecionar estirpes tolerantes a elevadas quantidades de
etanol. Como referido anteriormente (Figura IV-4 B), a maioria das estirpes € resistente as
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concentragdes de 50 e 75 mg/L de SO, e de 12% (v/v) de etanol e nenhuma tolera a
concentracdo de 18% (viv) de etanol. Assim, neste esquema (Figura IV-5B) ndo foram
consideradas estas concentragbes. E importante selecionar estirpes resistentes a toxina
produzida pelas estirpes com fendtipo killer, pois se inocularmos as fermentacfes com uma
estirpe sensivel, existe a possibilidade da fermentacdo parar ou falhar a implantacéo da estirpe
devido ao efeito killer das estirpes indigenas. Como mencionado anteriormente (Figura IV-4 A),
nenhuma das estirpes se mostrou sensivel a toxina, razdo pela qual neste esquema apenas se
tenha distinguido as K das N, conforme a legenda da Figura IV-5 (B). As estirpes com elevado
potencial para produzir H2S podem, em certas circunstancias, como por exemplo concentragao
de azoto diminuta, produzir quantidades de H.S que imprimem odor a “ovos podres”. Na selecdo
de estirpes, é desejavel escolher aquelas em que o potencial de producéo deste composto seja 0
mais baixo possivel. A atividade da B-glucosidase pode melhorar o perfil organolético, uma vez
que quanto maior for a atividade desta enzima maior € a probabilidade do vinho beneficiar da
sua ac¢do na libertacdo de compostos aromaticos como o0s terpenos. Neste contexto, a selecdo
das estirpes foi realizada com os seguintes critérios: resisténcia a concentragéo de 100 mg/L de
SO, tolerancia igual ou superior a 14% (v/v) de etanol, fendtipo N ou K, baixa producéo de H,S
e atividade B-glucosidasica média ou elevada. As trés melhores estirpes que satisfaziam estes
critérios estdo assinaladas na Figura V-5 (B), com uma seta (|). As trés estirpes de S.
cerevisiae escolhidas foram todas isoladas a partir das amostras compostas.

Analisaram-se 0s compostos quimicos (frutose, glucose, etanol, glicerol e é&cido
acético) dos vinhos produzidos com as trés estirpes selecionadas anteriormente (DR2, D3 e
LQ2) e com a estirpe de referéncia (Figura IV-6). Em todos, verificou-se o consumo total de
glucose e a concentracdo da frutose foi inferior a 1,2 g/L. A produgdo de acido acético nao
excedeu 0,6 g/L. Relativamente a concentragcdo de etanol, os vinhos produzidos com as trés
estirpes selecionadas apresentaram concentragdo superior a obtida com a estirpe de referéncia,
sendo que a estirpe D3 produziu o vinho com o teor de etanol mais elevado (13,6%, v/v). No que
respeita a concentracdo de glicerol, o valor mais elevado foi alcancado com a estirpe D3 (6,4
g/L) tendo sido superior a concentracdo observada com a estirpe de referéncia (5,4 g/L).

De seguida, pela avaliacdo dos resultados da andlise dos compostos quimicos dos
vinhos obtidos com as estirpes DR2, D3 e LQ2 (Figura 1V-6), da duracdo da fermentacéo e da
prova organolética (Figura IV-5), verificou-se que a estirpe D3 teve um bom rendimento na
producdo de etanol, produziu uma concentracdo de glicerol consideravelmente superior as

restantes estirpes, a fermentacdo foi mais rapida do que a que utilizou a levedura comercial e a
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prova organolética revelou um intenso aroma a frutos tropicais. Um vez que a estirpe D3

demonstrou ter um melhor potencial, foi selecionada para utilizar em futuros testes a escala

industrial.
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Figura IV-6: ConcentracBes dos compostos quimicos (etanol, glicerol, frutose, glucose e acido acético) dos vinhos
produzidos a partir de mosto da mistura de Loureiro e Avesso com as estirpes DR2, D3 e LQ2 e com a estirpe de
referéncia (Lalvin QA23®).

4 DiscussAo
Os estudos ecoldgicos em ambientes vitivinicolas sdo importantes para a avaliacdo e
preservacdo da biodiversidade e essenciais para a selecdo de estirpes com qualidades
enoldgicas diferentes (Fleet, 2008). As uvas sao sempre uma potencial fonte de novas estirpes
de leveduras vinicas, por isso a sele¢do inicia-se geralmente com o isolamento de culturas do
mosto resultante do esmagamento das uvas e/ou do vinho obtido pela fermentacdo espontanea
(Pulvirenti et al., 2009).

Neste trabalho obtiveram-se 64 estirpes de S. cerevisae a partir de isolados recolhidos
no final de fermentagcdes espontaneas realizadas com mostos provenientes de 11 vinhas. A
maior diversidade de estirpes S. cerevisiae verificou-se na vinha da regido do D&o e a menor nas
vinhas do Alentejo e dos Vinhos Verdes. Embora esteja descrita uma possivel correlagdo entre a
diversidade de estirpes e o nimero de fermentacbes espontaneas de onde foram isoladas
(Schuller et al., 2012), os nossos resultados ndo sao conclusivos relativamente a esta hipdtese.

Nas duas vinhas onde se observou 100% de fermentacdes espontaneas, numa verificou-se a

75



| Capitulo IV

maior diversidade (Figura V-3, D&o-7), 0 que vai de encontro ao previamente observado
(Schuller et al., 2012), mas na outra verificou-se o0 oposto (Figura V-3, Vinhos Verdes-11), ou
seja, a menor diversidade de estirpes S. cerevisiae. Foi demonstrado que mostos com elevada
concentracdo de aglcar e baixo valor de acidez total favorecem a diversidade de estirpes de
Saccharomyces (Blanco et al., 2012). Esta pode ser uma das razfes para justificar a menor
diversidade de estirpes na regido dos Vinhos Verdes observada neste estudo, uma vez os
mostos desta regido tém geralmente valores de concentracao de agucar mais baixos e de acidez
total superior a das outras regides. No entanto, os mostos da regido do Alentejo apresentam
geralmente concentragfes de acucar elevadas e baixos valores de acidez total, pelo que a
composicdo destes ndo parece ser uma justificacdo para a baixa diversidade de estirpes
observada neste trabalho. Além do mais, outros estudos reportam uma grande diversidade de
estirpes na regido dos Vinhos Verdes (Schuller et al., 2005), e sendo que as caracteristicas dos
mostos desta regido relativamente as dos mostos das outras regides se mantém, existiram
certamente outras condigdes que influenciaram a diversidade. Na verdade, estdo descritos
diversos fatores que influenciam a ocorréncia e a sobrevivéncia de diferentes estirpes nas
vinhas, tais como as condicOes climaticas (Longo et al., 1991; Valero et al., 2007), as préticas de
viticultura (Cadez et al., 2010; Cordero-Bueso et al., 2011) e a diversidade de castas de uvas
plantadas na vinha (Schuller et al., 2012). O estudo aqui reportado refere-se apenas a um
pequeno nimero amostras de uvas, obtidas apenas num ano e em locais muito diversos,
sujeitas a muitas variaveis desconhecidas neste ensaio, pelo a diversidade populacional

observada pode estar relacionada com muitas outras causas.

As caracteristicas gendmicas e fenotipicas das populacdes que iniciam a fermentacao,
0S seus numeros relativos e 0s constrangimentos seletivos durante o processo fermentativo,
influenciam o desenvolvimento da diversidade da populacdo, determinando se a fermentacao é
dominada por uma so estirpe ou se existe uma mudanca progressiva de genotipos dominantes
(Bisson, 2012). Neste estudo verificou-se que a grande maioria das fermentacdes espontaneas
foi concluida por uma estirpe dominante, que por vezes foi acompanhada por outras estirpes em
numero muito inferior. Este comportamento ja foi relatado em investigacfes anteriores (Cappello
et al., 2004; Gonzalez et al., 2007; Ortiz et al., 2013; Versavaud et al., 1995), e resulta
provavelmente da competicdo entre as estirpes pelos nutrientes, nas condi¢des seletivas do
meio. Como ja foi referido anteriormente, ndo foi efetuada a caracterizacdo das espécies e
estirpes no inicio e a meio da fermentacdo, pelo que ndo podemos inferir acerca da sua

influéncia para a diversidade observada no final das fermentacdes. O numero de estirpes de S.
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cerevisiae presentes no final das fermentacfes nédo parece estar relacionado com a duracdo da
fermentacdo, uma vez que se observaram nimeros semelhantes tanto nas fermentagdes mais

rapidas como nas mais lentas.

A preparacdo de amostras compostas (constituidas por volumes iguais de mostos
obtidos a partir de uvas provenientes de diferentes locais da mesma vinha) teve como objetivo
obter um mosto analogo ao que seria utilizado numa fermentacéo espontanea na adega, ou seja,
com composi¢cdo quimica e diversidade microbioldgica mais representativas daquela vinha.
Desta forma, foi possivel comparar as estirpes que dominaram e concluiram as fermentacoes
nos diferentes tipos de amostras. Das 64 estirpes de S. cerevisiae diferenciadas, 14 foram
isoladas a partir das fermentacdes espontaneas das amostras compostas. Nas vinhas onde se
observou uma maior diversidade de estirpes de S. cerevisiae (Tejo, 3 e 4, Porto e Douro, 5 e 6,
D&o, 7, Bairrada, 8), as que concluiram as fermentacBes das amostras compostas foram
distintas das isoladas nas outras amostras da mesma vinha. Contrariamente, nas vinhas onde se
observou a menor diversidade, as amostras compostas ou foram dominadas por estirpes
comuns as amostras parciais da mesma vinha (Alentejo, 1 e 2, e Vinhos Verdes, 11), ou ndo
fermentaram (Vinhos Verdes, 9 e 10). Estes resultados sugerem que i) a diversidade observada
nas amostras compostas pode estar subestimada, ii) os condicionalismos das fermentacfes em
separado podem ser ligeiramente diferentes dos da fermentacdo composta, possibilitando o
dominio da fermentagdo por outra estirpe; e iii) sendo maior a diversidade inicial das estirpes nas
amostras compostas, a competitividade e compatibilidade entre elas pode ter originado o
predominio de outras estirpes.

O processo de selecdo de leveduras para aplicacdo industrial pode ser complexo e
exaustivo. Tém sido desenvolvidos alguns trabalhos com o intuito de acelerar e simplificar o
processo, seja pela diminuicdo do nimero de leveduras a selecionar (Pulvirenti et al., 2009), pelo
numero de caracteristicas enolégicas a testar (Regodon et al., 1997), ou ambos (Capece et al.,
2011). A abordagem do presente trabalho pretendeu reduzir do nimero de estirpes no processo
de selecdo (e consequentemente o0 nimero de testes realizados), garantindo que as estirpes
envolvidas possuem caracteristicas enologicas apropriadas. Por um lado, comparou-se o
comportamento enoldgico de estirpes isoladas a partir de dois tipos de amostra (compostas e
nao compostas) e por outro, avaliou-se o desempenho das estirpes relativamente a alguns
critérios enoldgicos considerados importantes do ponto de vista tecnoldgico e de qualidade do
produto (duracdo da fermentacdo, perfil organolético, resisténcia ao SO, tolerancia ao etanol,
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fendmeno Killer, potencial de producdo de H,S, atividade da B-glucosidase, e concentracdes de
etanol, glicerol, glucose, frutose e &cido acético no final da fermentacéo).

Os testes para caracterizacdo enologica compreenderam andlises fenotipicas e
microfermentacfes das 64 estirpes de S. cerevisiae diferenciadas. Os parametros fenotipicos
analisados foram a resisténcia ao SO, a tolerancia ao etanol e o fenémeno killer, que tém
impacto na tecnologia da fermentacdo, e a producdo de H.S e a atividade B-glucosidasica, que
podem influenciar as propriedades organoléticas dos vinhos produzidos.

E desejavel que as estirpes consigam crescer a concentragdes superiores 50 mg/L de
SO (OlIV, 2012), uma vez que € uma pratica comum a adicdo deste composto no inicio da
fermentacdo, para prevenir oxidacdes e a proliferacdo de microrganismos indesejaveis. A
maioria das estirpes analisadas (92%) conseguiu crescer com a maior concentracéo testada
(100 mglL), resultado que é consistente com outros estudos (Capece et al., 2012; Fiore et al.,
2005; Ortiz et al., 2013).

A tolerancia das estirpes a concentracdes elevadas de etanol é crucial para a sua
utilizagdo nos processos fermentativos, uma vez que assegura a completa conversao dos
aclcares. Verificou-se que 90% das estirpes tolera 14% (v/v) de etanol, mas apenas 0,5%
consegue crescer a concentragdes de 16% (v/v). Embora alguns estudos reportem valores de
tolerancia ao etanol superiores aos obtidos neste trabalho (Capece et al., 2012, 2010b), este
resultado reflete o teor alcodlico dos vinhos portugueses que na sua maioria tm um valor
méaximo de 14% (v/v), salvo algumas excecdes que podem atingir os 15% (v/v). De referir que
durante a implementagdo dos testes de resisténcia ao etanol e SO, se verificou ser muito
importante realizar os testes imediatamente apds a preparacdo dos meios de cultura, assim
como selar as placas de Petri com parafilm, de modo a evitar perdas gasosas destes compostos
com a consequente diminuicdo da concentracdo, que podem originar falsos positivos as

concentragdes testadas.

O interesse enoldgico pelas leveduras killer prende-se com a sua potencial capacidade
de dominar a fermentacdo e, se possuirem caracteristicas enologicas positivas, poderem
produzir vinhos com boa qualidade num processo fermentativo “protegido” da influéncia de
leveduras da mesma espécie ou espécies relacionadas (Maqueda et al., 2012; Zagorc et al.,
2001). Esta protecdo deve-se a producdo de toxinas de origem proteica, letais para as estirpes
sensiveis a essa toxina. Estdo descritos quatro tipos de toxinas (K1, K2, K28 e Klus) produzidas

por estirpes killer de S. cerevisiae, mas as que se encontram mais frequentemente nos
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ambientes vitivinicolas séo leveduras que produzem a toxina K2, pois esta toxina esta ativa no
intervalo de pH de 2,8-4,8, ou seja, numa gama que inclui os habituais valores de pH do mosto
(Magqueda et al., 2012; Ribéreau-Gayon et al., 2006). Existe no entanto alguma controvérsia
sobre a utilizacdo de leveduras killer para inéculo de fermentagfes porque ndo permitem que
algumas leveduras presentes no inicio possam contribuir para o aroma final do vinho (Nikolaou
et al., 2006; Ortiz et al., 2013). O critério de resisténcia a toxina K2, fendtipo killer ou neutro
(produtora ou ndo produtora da toxina), deve ser incluido no processo de sele¢do de estirpes
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). Neste trabalho, no que diz respeito ao fenémeno killer, nenhuma
das estirpes se mostrou sensivel a toxina produzida pela estirpe de referéncia CECT 1182, 63
revelaram-se neutras e apenas uma foi classificada como Killer. Este resultado é semelhante ao
descrito noutros estudos, que também observaram maior nimero de estirpes classificadas como
neutras e menor nimero estirpes classificadas como killer (Ortiz et al., 2013; Regodon et al.,
1997).

O metabolismo do enxofre conduz a producdo de muitos compostos volateis com
impacto organolético negativo. O H.S, que confere um odor a “ovos podres”, € um dos mais
importantes (Suérez-Lepe and Morata, 2011). A atividade maxima da enzima sulfito redutase de
cada estirpe foi determinada pela intensidade da cor resultante da combinacdo do bismuto
(indicador presente no meio de cultura) com os sulfuretos obtidos pela reducédo dos sulfitos. A
selecdo de leveduras com uma baixa tendéncia para produzir derivados de enxofre pode
minimizar a producdo de maus aromas (Nikolaou et al., 2006; OIV, 2012; Suérez-Lepe and
Morata, 2011).Todavia, o facto de uma estirpe possuir uma elevada atividade da enzima sulfito
redutase ndo significa que produza H.S em excesso nos meios completos, porque este teste
avalia o potencial da produgdo de H.S em condigdes de deplecdo de nutrientes, nomeadamente
de azoto (Jiranek et al., 1995). A maioria das estirpes avaliadas neste trabalho possui uma
producdo intermédia ou baixa (63% ou 31% das estirpes, respetivamente), pelo que devem
selecionar-se as estirpes com baixo potencial de produgéo ou, no caso de se optar por estirpes
com potencial intermédio de produgdo de H,S, deve-se adicionar nutrientes ao mosto.

A composicdo quimica geral da maioria das castas de uvas é muito semelhante, mas ha
claras diferencas de aroma e sabor entre elas, que se devem sobretudo a variagdes
relativamente pequenas nas proporcdes dos compostos que constituem o perfil aromético da uva
(Styger et al., 2011). Destes compostos, 0S mais importantes Sd0 0S monoterpenos como 0
linalol, o geraniol e o nerol (que conferem aromas florais e citricos), que podem estar presentes

nas uvas na forma livre, mas a maioria encontra-se na forma de glicoconjugados ndo volateis
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(Gamero et al., 2011; Styger et al., 2011). Durante a fermentacdo os percursores glicosidicos sao
hidrolisados pela acdo de glicosidases, nomeadamente a [-glucosidase, e 0s compostos
aromaticos sdo libertados no vinho (Bisson and Karpel, 2010; Gamero et al., 2011; Styger et al.,
2011). Por esta razdo, a selecdo de estirpes com atividade B-glucosidasica superior a normal,
pode melhorar o perfil organolético através do aumento da libertacdo de compostos aromaticos.
No entanto, deve-se ter em conta que quando fermentamos mostos de castas tintas a atividade
desta enzima pode afetar negativamente a cor. A avaliagdo qualitativa da atividade da (-
glucosidase das estirpes isoladas neste trabalho revelou que a maioria tem uma atividade média
(55%) ou baixa (40%), pelo que na selecdo optamos pelas que revelaram ter uma atividade

média.

A realizacdo das microfermentacfes no mosto para o qual se pretende selecionar as
leveduras tem duas vantagens: observar as caracteristicas enoldgicas das leveduras nas
condicbes especificas do mosto, como a duracdo da fermentacdo e a composi¢ao quimica do

vinho; e percecionar o perfil organolético que a levedura imprime ao vinho.

Este trabalho envolveu a selecdo de uma levedura para aplicar num mosto constituido
por uma mistura das castas Loureiro e Avesso da regido do Vinhos Verdes, mas o principio pode
ser aplicado noutras castas de diferentes regides. Os vinhos produzidos com as castas de uvas
brancas da regido do Vinhos Verdes tem aromas frutados e em alguns casos distinguem-se
notas florais, e a nivel gustativo séo leves e ligeiramente acidulos (Genisheva, 2007). A maioria
dos produtores de Vinho Verde utiliza uma estirpe comercial que foi isolada na regido (Lalvin
QA23®, Lallemand) para a producéo de vinho com uvas de castas brancas. De acordo com 0
fabricante, esta levedura produz vinhos frescos, frutados, aumenta os aromas varietais
terpénicos através da acdo da enzima B-glucosidase e € um excelente conversor de ti6is. Esta
levedura comercial foi incluida nas microfermentacdes, e os resultados obtidos foram usados
como referéncia para avaliar o desempenho das outras leveduras, nomeadamente nas
caracteristicas que influenciam a tecnologia da fermentacdo como € o caso da duracdo da
fermentacgéo. Verificou-se que 26 estirpes fermentaram tdo ou mais rapidamente que a levedura

comercial.

O perfil sensorial de um vinho é o resultado de um grande nimero de interagdes entre 0s
varios compostos quimicos presentes, que se combinam de forma sinergistica ou antagonistica,
na medida em que podem aumentar ou diminuir a percecao sensorial de cada um (Styger et al.,
2011). A prova organolética efetuada por provadores treinados possibilita uma avaliacdo rapida
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do perfil sensorial obtido pela conjugacdo de todos os compostos, que nem sempre € evidente
pela analise por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GC-MS). A anélise sensorial
dos vinhos obtidos na microfermentacdes, realizada por um pequeno painel de provadores
treinados, revelou que 25 dos vinhos apresentava apenas descritores de aroma positivos.

A andlise dos compostos quimicos dos vinhos obtidos permite-nos conhecer mais
algumas propriedades das estirpes. O teor de aglcares residuais (glucose e frutose) permite-nos
verificar se a estirpe consegue fermentar completamente os agucares presentes no mosto.
Também ¢é importante conhecer a concentracdo de etanol que as estirpes produzem em
resultado da conversao dos aclcares fermentesciveis, uma vez que teores mais elevados
transmitem uma maior sensacdo de calor. A concentracdo de glicerol tem impacto direto nas
caracteristicas organoléticas na medida em que pode aumentar a densidade e a dogura do
vinho. Assim, embora dependa do estilo de vinho, é desejavel seleccionar leveduras que
produzam elevadas quantidades deste composto (OIV, 2012; Yalcin and Ozbas, 2008). O &cido
acético, quando presente em concentragdes elevadas, confere um aroma a vinagre, pelo que
devem ser selecionadas estirpes que metabolizem baixas concentragdes deste composto(OlV,
2012).

O método de selecdo foi orientado segundo uma analise sequencial de varios critérios:
duracdo total da fermentacdo, perfil organolético, resisténcia ao SO, tolerancia ao etanol,
fendmeno killer, potencial de producdo de H,S, atividade B-glucosidase, e concentracbes de
etanol, glicerol, glucose, frutose e acido acético no final da fermentacdo. Efetuou-se uma
primeira triagem escolhendo estirpes cuja duragdo da fermentacdo foi igual ou inferior a da
estirpe de referéncia e que simultaneamente apresentaram apenas descritores aromaticos
positivos, que reduziu o numero de estirpes em apreciacdo para 13. Considerados 0s critérios
resisténcia a concentracdo de 100 mg/L de SO, tolerancia igual ou superior a 14% (v/v) de
etanol, fendtipo N ou K, baixa producédo de H.S e atividade B-glucosidasica média ou elevada,
restringiu-se para trés o nimero de estripes em andlise. Finalmente, a interse¢do dos resultados
dos compostos quimicos (frutose, glucose, etanol, glicerol e &cido acético) com a duracdo da
fermentacdo e analise organolética, permitiu-nos selecionar a estirpe D3. Esta estirpe fermentou
mais rapidamente que a estirpe usada como referéncia e apresentou um aroma a frutos
tropicais, produziu uma concentracao de 6,4 g/L de glicerol e de 13,6% (v/v) de etanol, enquanto
os valores observados para a comercial foram de 5,4 g/L e 13,5% (v/v), respetivamente. Esta
abordagem permite reduzir os testes de caracterizacdo realizados para selecionar as leveduras

para aplicacdo industrial, uma vez que os critérios sdo analisados sequencialmente e apenas
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estirpes selecionadas na etapa anterior sdo submetidas a andlise dos critérios enol6gicos das
etapas seguintes.

A comparacdo do desempenho de estirpes isoladas a partir de dois tipos de amostra
(compostas e ndo compostas) no processo de sele¢do permitiu-nos avaliar a possibilidade de
reduzir o ndmero de estirpes. Das 64 estirpes que se inocularam para a realizacdo de
microfermentacdes, apenas 49 iniciaram a fermentacdo, e destas, 10 correspondiam a estirpes
isoladas a partir de amostras compostas, ou seja, 71% das estirpes isoladas inicialmente a partir
deste tipo de amostras. Ap6s a primeira triagem, o conjunto de estirpes foi reduzido para 13 e
inclufa seis estirpes recolhidas a partir das amostras compostas, ou seja, nesta fase da selecao
quase metade (43%) destas estirpes permaneciam como potenciais selecionadas. Ap6s a
escolha das trés melhores estirpes, verificou-se que todas tinham sido isoladas a partir das
amostras compostas, ou seja, das 64 estirpes isoladas neste trabalho, as que chegaram a fase
final da selecéo foram as obtidas a partir das amostras compostas. Esta observagéo sugere que,
sendo provdvel que exista inicialmente uma maior diversidade de estirpes nas amostras
compostas, as que se conseguem implantar e terminar a fermentagcdo séo as que possuem as
caracteristicas tecnolégicas mais competitivas. Deste modo, se optarmos por aplicar 0 processo
de selecdo apenas as estirpes isoladas nas amostras compostas, reduzimos o nimero de
fermentagbes espontaneas e de isolados de leveduras, com a consequente diminuigdo do

volume de trabalho e dos custos.
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o potencial de uma estirpe Saccharomyces cerevisiae (D3)
para aplicacido em vinificagcdes industriais. Esta estirpe foi isolada e selecionada no &mbito do
estudo apresentado no capitulo anterior, recorrendo a testes laboratoriais em pequena escala.
Como estes testes ndo reproduzem com exatiddo as fermentacdes a escala industrial, a
avaliagdo enoldgica das estirpes selecionadas deve incluir também ensaios & escala piloto e
industrial. Assim, foram vinificados diferentes mostos de castas de uvas brancas (Alvarinho,
Loureiro, Batoca, Loureiro/Avesso, Chardonnay, Sauvignon blanc, Riesling e Gewurztraminer) e
de uvas tintas (Touriga nacional, Cabernet sauvignon, Merlot e Syrah) com a estirpe D3. Em trés
castas de uvas brancas (Loureiro, Batoca e mistura de Loureiro e Avesso) foram realizadas
fermentacGes em paralelo com a levedura comercial Lalvin QA23®. A implantagdo das estirpes
foi efetiva em todas as fermentacoes, tanto as realizadas com a levedura D3 como a comercial
Lalvin QA23®. Os tempos de fermentagdo com a estirpe D3 variaram entre 7 a 14 dias para as
castas de uvas brancas (16, 18-20 °C) e entre 4 e 7 dias para as castas de uvas de tintas (25-28
°C). A concentracdo de glicerol obtida com a estirpe D3 variou entre 5,8 e 13,11 g/L, valores
superiores ao limiar de percecdo sensorial no vinho. Todos o0s vinhos apresentaram
concentracdo de &cido acético inferior ao limite de perce¢do sensorial (0,7 g/L). Dos 71
compostos volateis analisados nos trés vinhos produzidos, 21% apresentou teores superiores ao
limiar de percecdo. Destes, destaca-se o éster 9-decenoato de etilo (descritor de aroma frutado),
que apenas apresentou teores superiores ao limiar de percecdo nos vinhos produzidos com a
estirpe D3. A formacdo de concentracdes significativas deste éster parece ser uma caracteristica
metabdlica da estirpe selecionada. Nos restantes compostos com impacto no aroma, as
diferengas observadas entre os vinhos produzidos foram mais quantitativas do que qualitativas.
O vinho da casta Loureiro produzido com a estirpe D3 mostrou concentragdo superior dos trés
tiois volateis analisados, 44% (4MMP), 148% (3AMH) e 67% (3MH), comparativamente ao
produzido com a comercial. A andlise sensorial dos vinhos das castas Loureiro e Avesso indicou
que o vinho produzido com a estirpe D3 tem um aroma frutado mais intenso, tem um sabor mais
persistente e que transmite uma maior sensacéo de calor. Estas caracteristicas sensoriais s&o
fundamentadas pelos resultados das concentrages de 9-decenoato de etilo, assim como de
outros compostos de alcoois superiores, de ésteres e de acetatos, que contribuem para as notas
frutadas, e de etanol e de glicerol, que conferem a sensacao de calor e corpo do vinho.
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1 INTRODUCAO

A adicdo de culturas puras de leveduras selecionadasao mosto, para realizara
fermentacdo alcodlica, é uma pratica enoldgica que esta atualmente generalizada na industria de
producdo de vinho. O sucesso deste procedimento deve-se ndo s a melhoria da qualidade dos
vinhos produzidos, que resulta de um maior controlo da fermentacdo, mas também a
possibilidade de diversificar os estilos de vinhos recorrendo a estirpes com diferentes
propriedades enoldgicas (Chambers et al., 2009b; Lambrechts and Pretorius, 2000; Pretorius,
2000; Rainieri and Pretorius, 2000; Swiegers et al., 2006b).

O mosto é um substrato ndo estérii que contém uma grande diversidade de
microrganismos, em particular leveduras capazes de o fermentar, pelo que as fermentacGes séo
ecologicamente complexas, sejam espontaneas ou inoculadas com culturas selecionadas. O
indculo de leveduras, normalmente monoculturas de estirpes de S. cerevisiae, precedido da
adicdo de agentes antissépticos como didxido de enxofre, ao qual a maioria das leveduras néo-
Saccharomyces é pouco resistente, devia garantir o dominio das estirpes inoculadas. No
entanto, embora seja expectavel que este procedimento suprima as espécies ndo-
Saccharomyces e as estirpes S. cerevisiae indigenas, ou que pelo menos a(s) estirpe(s)
inoculada(s) domine(m) a fermentacdo, varios estudos tém demonstrado que isso nem sempre
acontece (Barrajon et al., 2009; Beltran et al., 2002; Capece et al., 2011, 2010a; Lopes et al.,
2007b). Existem vérias condicbes que podem influenciar a diversidade da flora indigena e
consequentemente a capacidade de implantagdo das leveduras inoculadas, como as
relacionadas com as préticas vitivinicolas utilizadas, as castas de uvas, as caracteristicas
geograficas, entre outras (Barrajon et al., 2009; Lopes et al., 2007b). O dominio das estirpes
inoculadas depende também das condi¢fes especificas de vinificacdo, tais como: a quantidade e
viabilidade do indculo; as caracteristicas fisiologicas e metabodlicas das leveduras selecionadas;
e a tecnologia usada na vinificagdo, nomeadamente procedimentos de clarificagdo, temperatura
de fermentacdo e adicdo de SO, (Amerine and Cruess, 1960; Benda, 1982; Ciani and Rosini,
1993; Ciani et al., 2010; Reed and Nagodawithana, 1988). Quando se pretende que as leveduras
inoculadas confiram determinadas caracteristicas ao vinho, é particularmente importante que a
levedura selecionada predomine durante a fermentacdo (Capece et al., 2012). Assim, a
capacidade que a levedura tem para dominar as fermentacdes a escala industrial € uma
caracteristica que deve ser avaliada nos programas de selecdo de leveduras (Capece et al.,
2012).
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As leveduras responsaveis pela fermentagéo, contribuem para o perfil sensorial do vinho
através de diferentes mecanismos: pela sintese de novo de metabolitos primarios (e.g.: etanol,
glicerol, &cido acético) e secundarios (e.g.. ésteres, alcoois superiores, acidos gordos),
produzindo enzimas que transformam compostos ndo volateis percursores de aromas em
compostos volateis (e.g.: monoterpenos, tiés) e modificando constituintes quimicos do mosto em
compostos com impacto no perfil sensorial como a reacao das antocianinas com metabolitos das
leveduras que forma pigmentos estaveis (Styger et al., 2011; Ugliano and Henschke, 2009). O
etanol € o principal produto da fermentacdo dos aglcares presentes no mosto, e contribui para a
viscosidade e dogura do vinho (Romano et al., 2006). O catabolismo dos aglcares origina
compostos nao volateis (os polidis e os acidos carboxilicos), e outros compostos volateis como
0s alcoois superiores, 0s ésteres, 0s compostos carbonilados, os &cidos gordos volateis e 0s
compostos sulfurosos volateis (Ugliano and Henschke, 2009). Os principais poliéis formados
durante a fermentagdo sdo o glicerol e 0 2,3 — butanodiol (Suarez-Lepe and Morata, 2011). O
glicerol é produzido sobretudo no inicio da fermentacdo (Ribéreau-Gayon, 2006) e embora néo
tenha impacto direto no aroma, confere um sabor ligeiramente doce e contribui para a suavidade,
consisténcia e corpo do vinho (Lambrechts and Pretorius, 2000; Scanes et al., 1998). O 2,3-
butanodiol aumenta a suavidade do vinho, integrando melhor a fragdo polifendlica (Suérez-Lepe
and Morata, 2011). Os &cidos carboxilicos produzidos, como o acido succinico, em conjunto com
0s &cidos presentes na uva (&cido tartérico, acido malico e pequenas concentragbes de acido
citrico), conferem acidez e adstringéncia aos vinhos, que sdo caracteristicas fundamentais para
definir a estrutura e equilibrio de um vinho (Ugliano and Henschke, 2009). Os alcoois superiores
acrescentam uma desejavel complexidade aromatica aos vinhos quando estdo presentes em
concentragdes inferiores a 300 mg/L, mas poderdo ter um impacto negativo em concentracoes
superiores a 400 mg/L (Lambrechts and Pretorius, 2000). Os ésteres produzidos durante a
fermentacdo sdo responsaveis em grande parte pelo aroma frutado dos vinhos, desempenhando
um papel importante no perfil dos vinhos jovens (Lambrechts and Pretorius, 2000). As principais
classes de ésteres nos vinhos sdo os acetatos de alcoois superiores e 0s ésteres de &cidos
gordos. Os compostos mais significativos do grupo de acetatos de alcoois superiores conferem
aromas a frutos, a banana, a flores, a mel e a rosas, e 0s do grupo de ésteres de acidos gordos
atribuem aromas a macd, a papaia, a morango, a banana e a ananas (Cordente et al., 2012;
Oliveira, 2000). Os é&cidos gordos volateis, como por exemplo o &cido acético, contribuem
geralmente com odores considerados negativos. Quando presente em concentragdes elevadas,
0 &cido acético confere um aroma a vinagre. No entanto, a concentragdo dos acidos gordos

volateis raramente atinge o limiar de percecao, e estes compostos sao necessarios para um bom
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equilibrio do aroma fermentativo (Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2006). Existe um grande
numero de compostos carbonilados que podem ser formados durante a fermentacdo, mas a
maioria esta presente em teores dificilmente detetaveis (Oliveira, 2000). Um dos principais
compostos carbonilados suscetiveis de influenciar o aroma é o acetaldeido, que em baixas
concentragdes confere um aroma frutado mas em concentracdes elevadas confere um odor
irritante que lembra relva verde ou macas (Liu and Pilone, 2000). A maioria dos compostos
sulfurosos volateis esta associada a maus aromas contribuindo com odores de ovo podre, de
repolho cozido, de cebola e de borracha (Swiegers and Pretorius, 2007; Ugliano and Henschke,
2009). A excecdo sdo os compostos de enxofre polifuncionais de cadeia longa, os tidis volateis,
que sdo libertados através da acdo de enzimas produzidas pela levedura, que em baixas
concentracBes conferem aromas agradaveis. Os tiois volateis mais importantes sdo o 4-
mercapto-4-metilpentano-2ona (4MMP), o 3-mercaptohexano-1-ol (3MH) e o acetato de 3-
mercaptohexilo (3AMH), que em concentracdes 6timas conferem aromas a buxo, a maracuja, a
toranja, a groselha, a goiaba e a lichia (Swiegers et al., 2007), e em excesso podem conferir
aromas a urina de gato e a suor (Tominaga and Dubourdieu, 2000). As enzimas produzidas pela
levedura catalisam reacdes, e as mais estudadas sdo as que envolvem duas importantes classes
de compostos ndo volateis precursores de aroma, 0s conjugados glicosideos e os cisteinilados.
Durante a fermentacdo os percursores glicosidicos sao hidrolizados pela agédo de glicosidases,
nomeadamente a B-glucosidase, e 0s compostos do aroma sdo libertados no vinho (Bisson and
Karpel, 2010; Gamero et al., 2011; Oliveira, 2000; Styger et al., 2011). Destes compostos 0s
mais importantes sdo 0s monoterpenos como o linalol, 0 geraniol e 0 nerol (que conferem
aromas florais e citricos), e os C13-norizoprenoides (Gamero et al., 2011; Styger et al., 2011). Os
tiéis polifuncionais de cadeia longa resultam da clivagem dos conjugados cisteilinados, realizada
pela atividade da 3-liase de carbono e enxofre (Bisson and Karpel, 2010; Swiegers and Pretorius,
2007). Finalmente, os metabolitos produzidos pelas leveduras podem participar em reacdes
quimicas, para gerar novos componentes de aroma ou levar a perda de aromas que derivam de
outras origens (Bisson and Karpel, 2010). Além disso, os metabolitos produzidos pela levedura
podem agir de uma forma mais complexa, melhorando a percecdo dos aromas existentes ou
mascarando 0s componentes ativos do aroma (Bisson and Karpel, 2010; Escudero et al., 2007;
Ferreira and Cacho, 2009; Styger et al., 2011).

A obtencdo de novas estirpes de leveduras vinicas para aplicacdo comercial é efetuada
essencialmente com base em duas estratégias: o isolamento a partir de origens naturais, como

as uvas e as fermentacdes espontaneas que produziram vinhos de qualidade; e 0 melhoramento
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genético de isolados naturais (Fleet, 2008). O recurso a técnicas de genética classica ou de DNA
recombinante possibilita o desenvolvimento de estirpes com funcionalidades especificas
interessantes para aplicacdo na industria vitivinicola (Fleet, 2008; Mannazzu, 1., Clementi, F. and
Ciani, 2002; Schuller and Casal, 2005). Contudo, enquanto as estirpes de leveduras obtidas por
técnicas de genética classica estdo disponiveis e podem ser utilizadas na indlstria, as restricdes
legais e a percecdo negativa dos consumidores relativamente a utilizacdo de microrganismos
geneticamente modificados (MGM) na producdo de alimentos e bebidas, resulta na
impossibilidade da comercializacdo destas leveduras num futuro préximo (Borneman et al., 2012;
Chambers et al., 2009b; Mannazzu, I., Clementi, F. and Ciani, 2002; Pretorius, 2000). Neste
contexto, 0 isolamento e selecdo de leveduras a partir de ambientes naturais continua a ser a
abordagem principal para a obtencdo de novas estirpes capazes de conferir propriedades
sensoriais distintas ao vinho produzido (Mannazzu, I., Clementi, F. and Ciani, 2002).

Num estudo anterior (Capitulo IV), foi realizado o isolamento e diferenciagéo genética de
estirpes S. cerevisiae autdctones de seis regides vitivinicolas portuguesas, e selecionou-se a
estirpe D3. A selecdo baseou-se na avaliacao de algumas caracteristicas enoldgicas, que foram
determinadas em testes a escala laboratorial. Geralmente, a escolha da escala para a realizagdo
de um estudo é efetuada com base num compromisso entre a exequibilidade e a
representatividade do ensaio em relagdo as condi¢fes industriais (Casalta et al., 2010a). O
desenvolvimento de metodologias de alto débito que recorrem a miniaturizacdo da escala,
nomeadamente em formato de microplacas, permitem rastrear um grande nimero de leveduras,
seja para a avaliacdo dos perfis fenotipicos (Duetz, 2007, MareSova and Sychrova, 2007;
Rodriguez-Palero et al., 2013; Tran et al., 2012) ou das cinéticas de fermentacéo e atividades
metabdlicas gerais (Liccioli et al., 2011). Com efeito, um estudo realizado com mosto
Chardonnay demostrou que as fermentacBes anaerébias em microplacas podem ser uma
alternativa aos baldes Erlenmeyer para alguns parametros (taxa maxima de crescimento, de
producdo de bhiomassa, e metabolitos como de glicerol e &cido acético), mas utilizacdo deste
formato é limitada para outros, tais como, 0 consumo de aglcares residuais e concentracdo de
etanol (Liccioli et al., 2011). A realizacdo de fermentacGes em pequena escala é Util para ensaios
preliminares, especialmente quando existe um grande nimero de estirpes em estudo, mas néo
reproduz com exatidao as fermentag@es a escala industrial (Cadiére et al., 2012). As condicbes
de fermentacdo em pequena escala tendem a ser pouco controladas, as condicdes
hidrodindmicas séo diferentes das observadas em volumes maiores (Casalta et al., 2010a), ndo
permitem um controlo preciso da oxigenacdo o que pode originar desvios metabdlicos
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(Zimmermann et al., 2006), e existem pequenas diferengas na producdo de moléculas do aroma
(Casalta et al., 2010a; Rossouw et al., 2012b). Assim, a avalia¢do das propriedades enolégicas
das leveduras vinicas selecionadas ndo pode omitir testes a escala piloto ou industrial, que
devem ser realizados com mostos de castas especificas e monitorizados através de analises
sensoriais do produto de fermentacdo de forma a evidenciar o efeito das estirpes nas
propriedades sensoriais dos vinhos resultantes (Mannazzu, I., Clementi, F. and Ciani, 2002).

O presente estudo pretendeu avaliar o potencial da estirpe D3 para aplicagdo em
vinificagdes industriais, comparando o seu comportamento fermentativo & escala piloto e
industrial com uma levedura comercial de referéncia (Lalvin QA23®), os metabolitos formados e
o perfil aromatico dos vinhos produzidos. Foi também avaliada a sua capacidade de implantacdo
em diferentes mostos de castas de uvas brancas e tintas e em diferentes condicdes de

vinificagao.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ESTIRPES DE LEVEDURAS

As estirpes de S. cerevisiae utilizadas neste estudo foram a D3, selecionada a partir de
um conjunto de estirpes autéctones (Capitulo 1V), e a comercial Lalvin QA23® (Lallemand) usada
como referéncia. As culturas de leveduras foram adicionadas as fermentacfes sob a forma de
“cultura fresca” (ndo liofilizada). A partir de estirpes armazenadas em glicerol a -80 °C,
efetuaram-se pré-indculos em 50 mL de meio YPD (1% extrato de levedura, p/v; 1% peptona,
plv; e 2% glucose, p/v), que cresceram durante 24 h (30 °C, 200 rpm). Os inéculos foram
preparados em volumes de YPD correspondentes a 1% (v/v) dos volumes de fermentacdo e
incubaram-se durante 30 a 48 h (30 °C, 200 rpm) de forma a atingir uma concentragéo celular de
aproximadamente 1x108 células/mL, que foi estimada por leitura da densidade ética (D.O.s550 nm).
Desta forma, ap6s a adi¢do dos indculos aos mostos a fermentar, a concentragdo celular inicial
era aproximadamente de 1x108 células/mL. Apenas a fermentacdo de 1000 L do mosto de
Loureiro com a levedura Lalvin QA23°® foi realizada a partir da cultura liofilizada, sendo o
processo de reidratacdo efetuado de acordo com as instru¢des do fabricante.
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2.2 CASTAS E PROCESSAMENTO DAS UVAS
As fermentacOes foram realizadas em diferentes mostos de oito castas de uvas brancas
e quatro castas de uvas tintas (Tabela V-1). O mosto de 2010, composto por numa mistura
Loureiro e Avesso na proporcéo aproximada de 50/50% (v/v), foi cedido pela Quinta da Lixa ja
clarificado (48 h a 4 °C) e contendo 30 mg/L SO livre. Foi conservado por congelacdo até a
realizacdo das fermentagdes, que foram executadas em outubro de 2010 nas instalagdes do
Departamento de Biologia da Universidade do Minho. Em 2011, as uvas foram colhidas
manualmente na vinha experimental da EVAG (Estacdo Vitivinicola Amandio Galhano) e
processadas de acordo com o protocolo utilizado na adega experimental da mesma estacdo. As
castas brancas usadas incluiram variedades recomendadas para a regido (Alvarinho, Loureiro e
Batoca) e internacionais (Chardonnay, Sauvignon blanc, Riesling e Gewurztraminer). Apés o
desengace, esmagamento e prensagem das uvas, adicionou-se metabifulfito de potassio ao
mosto, de modo a obter uma concentragdo aproximada de 30 mg/L SO livre. Os mostos foram
clarificados a 4 °C durante 48 a 72 h, e fermentados de seguida. Relativamente as castas de
uvas tintas, utilizou-se a portuguesa Touriga nacional e as internacionais Cabernet sauvignon,
Merlot e Syrah. Depois do desengace, as uvas foram esmagadas adicionando-se
simultaneamente metabisulfito de potassio (40 mg/L SO total), utilizando-se de imediato 0 mosto

e as peliculas nas fermentag@es planeadas.

Tabela V-1: Composi¢do do mosto, ano de colheita e condi¢des de fermentagao.

Mosto ANo Volume _Levedura Temperatura de Acucar
fermentac&o (L) inoculada fermentacéo (°C) (g/L)
Mistura de Loureiro e 2010 50 D3 18 226
Avesso
Mistura de Loureiro e 2010 50 Lalvin QA23® 18 226
Avesso
Loureiro @ 2011 0,1 D3 18 192
Loureiro @ 2011 5 D3 18 192
Loureiro 2011 50 D3 18 192
Loureiro 2011 500 D3 16 192
Loureiro 2011 1000 Lalvin QA23® 16 192
Alvarinho 2011 50 D3 18 218
Sauvignon blanc 2011 50 D3 18 219
Batoca 2011 5 D3 18 174
Batoca 2011 5 Lalvin QA23® 18 174
Chardonnay 2011 5 D3 18 209
Riesling 2011 5 D3 18 162
Gewurztraminer 2011 5 D3 18 145
Merlot 2011 50 D3 25 238
Cabernet sauvignon 2011 50 D3 25 216
Touriga nacional 2011 50 D3 25 176
Syrah 2011 50 D3 25 193

a) Realizado em triplicado
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2.3 CONDICOES DE FERMENTAGAO

As fermentagdes foram conduzidas em diferentes volumes, conforme descrito na Tabela
V-1, utilizando-se garrafdes e matrazes de vidro (tapados com rolhas de algod&o) para as
capacidades de 5 e 0,1 L e cubas de ago inox para os restantes volumes. A temperatura das
fermentagdes realizadas com castas de uvas brancas foi assegurada de duas formas, as cubas
de 500 L e 1000 L possuiam um sistema de refrigeracéo integrado e os matrazes, garrafoes e as
cubas de 50 L foram colocados em salas climatizadas. Relativamente as fermentacfes
efetuadas com castas de uvas tintas, as cubas foram colocadas numa divisdo néo climatizada
tendo-se registado diariamente a temperatura ambiente que se manteve aproximadamente
constante. O progresso das fermentacfes foi monitorizado pela avaliagdo diaria da densidade,
determinada por areometria de acordo com o método OIV-MA-AS2-01B:R2009, & exce¢do das
realizadas num volume de 0,1 L que foram seguidas pela determinacdo diaria da perda de
massa. O arejamento das fermentacfes de castas de uvas brancas foi realizado diariamente até
0 valor da densidade se encontrar no intervalo de 1040 a 1030. Nesta fase intermédia da
fermentacéo foi efetuada uma clarificacdo com bentonite. Este procedimento néo se aplicou as
fermentagdes realizadas em 0,1 L de mosto. Nas fermentacdes de castas de uvas tintas o
arejamento e homogeneizacdo da massa vinica foi efetuado até ao final da fermentac&o.
Considerou-se que as fermentagdes tinham terminado quando a densidade atingiu valores iguais
ou inferiores a 995 e 1005, para 0s mostos de castas brancas e tintas, respetivamente, e quando
cessou a perda de massa no caso das fermentagdes em matrazes. Apés a conclusdo das
fermentagdes de 2010, foi efetuada uma estabiliza¢ao pelo frio (4 °C) durante um més, e o vinho
foi engarrafado depois da adi¢do de 30 mg/L de SO livre. Em 2011, no final da fermentagéo
adicionou-se 100 mg/ de SO aos vinhos brancos, efetuou-se a trasfega para cubas de inox e
garraftes de vidro adequados ao armazenamento, retirou-se todo o oxigénio das cubas (através
da injecdo de azoto) e deixou-se o0 vinho a estabilizar durante 4 meses. Relativamente aos
vinhos tintos, apds a trasfega foi realizada uma colagem com albumina e, depois de uma
segunda trasfega, protegeu-se o vinho segundo o procedimento utilizado nos vinhos brancos.
Quando se efetuou o engarrafamento dos vinhos de 2011 ndo se adicionou SO, 0 que mais
tarde originou problemas de oxidagéo e refermentacdo em garrafa.

2.4 ISOLAMENTO E PERFIS GENETICOS DAS ESTIRPES DE S. CEREVISIAE
Na fase final de cada fermentacéo retirou-se uma aliquota que foi diluida e espalhada
em meio YPD. Apos incubacdo (48 h, 30 °C), isolaram-se aleatoriamente 20 coldnias que foram
armazenadas em glicerol (30%, v/v, - 80 °C), em microplacas de 96 pocos. A extracdo de DNA,
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dos isolados do final da fermentacéo e das estirpes D3 e Lalvin QA238, foi executada de acordo
com o procedimento descrito no Capitulo Il (2.3, procedimento para microplacas). A
amplificacdo das sequéncias interdelta foi realizada de acordo com um método previamente
descrito (Schuller et al., 2004). Apés a separacdo por eletroforese (Capitulo IV, 2.2),
compararam-se os perfis obtidos a partir dos isolados do final da fermentacdo com os das

estirpes que foram utilizadas como inéculo.

2.5 ANALISES QUIMICAS

A quantificacdo de frutose, de glucose, de etanol, de glicerol e de &cido acético, foi
efetuada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), de acordo com o método
descrito no capitulo IV (2.3.3).
Foi efetuada a determinagdo semiquantitativa do 2,3-butanodiol através do método descrito por
Peinado (2004), ligeiramente modificado, utilizando um sistema GC-MS constituido por um
cromatdgrafo gasoso Varian 3400 GC e um espectrometro de massas ion-trap Varian Saturn II.
Foi utilizada uma coluna CP-Wax 52 CB (Chrompack), o Hélio (Air Liquide N60) como gas de
transporte e o detetor foi usado em modo de impacto electrdnico.

2.6 ANALISE DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO AROMA

Determinaram-se 0s compostos volateis do aroma nos vinhos de 2010 e nos de 2011,
das castas de uvas brancas Loureiro e Batoca. A partir de amostras de vinhos recolhidas no final
das fermentages, a andlise efetuou-se de acordo com um método previamente descrito
(Oliveira et al., 2009), utilizando o sistema GC-MS referido em 2.5, uma coluna CP-Wax 52 CB
(Chrompack), o Hélio (Air Liquide N60) como gas de transporte e o detetor foi usado em modo
de impacto eletrénico. Todos os compostos foram identificados por comparacéo do espectro de
massas e do tempo de retencdo com os de substancias de referéncia (Saturn versédo 5.2,
Varian), e quantificados como equivalentes de 4-nonanol. Determinou-se o valor da atividade de
odor (OAV), dividindo a concentragdo de cada composto pelo seu limiar de percecdo, e
considerou-se que apenas os valores superiores a 1 tém impacto no aroma (Guth, 1997).

2.7 ANALISE SENSORIAL
Os vinhos produzidos em 2010 foram avaliados por um painel de 34 provadores,
treinados e ndo treinados. A andlise sensorial avaliou o aroma (intensidade, floral, frutos
tropicais, citrinos, frutos de arvore, frutos secos, especiarias, mineral e vegetal) e o sabor

(dogura, acidez, calor, amargor, estrutura, equilibrio e persisténcia) numa escala de 0 (ndo

93



| Capitulo V

percetivel) a 5 (muito forte). O processamento estatistico dos dados, foi realizado utilizando o
software SPSS® 18.0 for Windows (SPSS Inc., Chigaco, lllinois, USA).

2.8 DETERMINACAO DE TIOS VOLATEIS
A anélise aos principais tidis volateis (4AMMP, 3MH e 3AMH) foi realizada pelo laboratério
Excell Ibéria, que utilizou 0 método de extracdo/derivatizacdo — GC/MS. A determinacdo destes
compostos foi realizada nas amostras de vinho recolhidas no final das fermentagdes, efetuadas
em 2011 na casta Loureiro com as estirpes D3 e Lalvin QA23®.

3 RESULTADOS

A estirpe de S. cervisiae (D3) foi selecionada num estudo anterior (Capitulo 1IV) em
microfermentacdes realizadas a escala laboratorial € num mosto constituido por uma mistura das
castas Loureiro e Avesso. Esta levedura demonstrou ter um melhor rendimento na produgéo de
etanol, fermentou mais rapidamente e produziu uma concentragdo de glicerol superior,
comparativamente a estirpe comercial usada como referéncia (Lalvin QA23®). Adicionalmente
conferiu ao vinho um intenso aroma a frutos tropicais. Os testes fenotipicos revelaram que esta
levedura € resistente a 100 mg/L de SO, tolera 14% (v/v) de etanol, tem um baixo potencial de
producdo de H.S, uma atividade B-glucosidasica intermédia e relativamente ao fenétipo killer

classifica-se como neutra.

Em 2010, foram realizadas as primeiras fermentacdes a escala piloto com a estirpe D3
em paralelo com a comercial Lalvin QA23®, nas condi¢bes anteriormente descritas (2.2). Pela
observacéo da Figura V-1 (A) verifica-se que o perfil da fermentacgéo realizada com a estirpe D3
foi semelhante ao da estirpe comercial no inicio da fermentag&o, e foi ligeiramente mais eficiente
na fase final da fermentacdo. A meio das fermentacOes (entre o dia 3 e o dia 4) os perfis
apresentaram uma pequena alteracdo, que correspondeu ao procedimento de clarificacdo com
bentonite sédica. As concentracfes dos produtos de fermentacédo (etanol e glicerol), aglcares
residuais (glucose e frutose) e &cidos organicos (tartarico, malico, acético e succinico) dos dois
vinhos obtidos estédo representadas na Figura V-1 (B).
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Figura V-1: (A) Perfil das fermentacdes efetuadas com as estirpes D3 e Lalvin QA23®, realizadas a 18 °C, em 50 L
de um mosto de 2010 constituido pela mistura das castas Loureiro e Avesso e (B) concentragdes dos compostos
quimicos (frutose, glucose, etanol, glicerol, acido acético, acido tartarico, acido malico e cido succinico) presentes
nos vinhos obtidos no volume de 50 L em comparagdo com as concentragfes observadas nos vinhos fermentados
em 100 mL.

No capitulo IV apresentaram-se os dados comparativos nas microfermentacdes de 100
mL. Relativamente aos resultados obtidos no volume de 50 L, o vinho produzido com a estirpe S.
cerevisiae D3 apresentou concentracbes mais elevadas de etanol e glicerol, € menor
concentracdo de frutose, 0 que é concordante com o melhor desempenho observado no final da
fermentacdo com esta estirpe. A concentragdo dos acidos organicos foi semelhante nos dois

vinhos, a excegao do acido malico que foi superior no vinho produzido com a levedura comercial
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e do acido succinico que foi ligeiramente maior no vinho obtido com a estirpe D3. Desta forma,
excluindo a concentracdo de acido malico, os resultados obtidos nas fermentagdes de 50 L
foram comparaveis aos observados nas microfermentacdes realizadas anteriormente, na medida
em que os vinhos fermentados com a estirpe D3 também apresentaram concentragdes de
glicerol e etanol superiores relativamente & levedura comercial. Embora as fermentacfes nas
duas escalas (100 mL e 50 L) tenham sido efetuadas com o mesmo mosto, foram realizadas em
situacBes temporais diferentes. Além do mais, 0 mosto utilizado nas microfermentacdes foi
filtrado, 0 que pode justificar as pequenas diferencas das concentragcdes observadas entre as
escalas. A implantacdo das leveduras inoculadas foi verificada pela andlise das sequéncias
interdelta dos isolados de levedura recolhidos no final das fermentagdes em 50 L (dados néo
apresentados).

Em 2011 foram realizados novos ensaios de comparagao das duas estirpes (D3 e Lalvin
QA23®) em dois mostos, da casta Loureiro e da casta Batoca, nas condicbes descritas
anteriormente (Tabela V-1). Foram também realizadas fermentacdes em diferentes volumes (0,1
L,5L,50L e500 L) de mosto de Loureiro com a estirpe D3, sendo as fermentagdes de 0,1, 5 e
50 L realizadas a temperatura de 18 °C e a de 500 L a 16 °C. Testou-se ainda 0 comportamento
fermentativo da estirpe D3 noutros mostos nomeadamente Alvarinho, Chardonnay, Sauvignon
blanc, Riesling, Gewurztraminer, Touriga nacional, Cabernet sauvignon, Merlot e Syrah, as

temperaturas e nos volumes mencionados na Tabela V-1.

De forma a avaliar se as fermentacdes foram realizadas predominantemente com as
leveduras inoculadas, recolheram-se vinte isolados de levedura no final de cada fermentagéo e
foi efetuada a andlise das sequéncias interdelta. Em todas as fermentacdes, os perfis
eletroforéticos do conjunto dos vinte isolados foram idénticos, pelo que se escolheu
aleatoriamente um isolado de levedura representativo de cada perfil. A Figura IV-2 apresenta a
eletroforese em gel de agarose dos perfis resultantes da analise das sequéncias interdelta ao
DNA das estirpes inoculadas (D3 e Lalvin QA23°®) e dos isolados representativos de cada uma
das fermentacdes.

Pela comparagdo dos perfis das bandas obtidas (Figura V-2) verifica-se que todas as
fermentagdes foram conduzidas pelas estirpes inoculadas, o que permite concluir que a estirpe
selecionada D3 conseguiu implantar-se com sucesso (em 100% dos isolados recolhidos) nos
diversos mostos de castas brancas e tintas e nas fermentacdes realizadas em diferentes

escalas.
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Figura V-2: Comparacdo dos perfis de amplificacdo de sequéncias interdelta representativos dos isolados de
levedura recolhidos no final das fermentacgdes realizadas em diferentes mostos e/ou volumes, com os perfis obtidos
a partir das estirpes inoculadas (M - marcador de peso molecular; C1 — estirpe Lalvin QA23® inoculada; C2 — estirpe
D3 inoculada; A1 — Loureiro,1000 L; B1 - Batoca, 5 L; 1 - Sauvignon Blanc, 50 L; 2 - Alvarinho, 50 L; 3 - Loureiro,5
L, 1; 4 - Loureiro,5 L, 2; 5 - Loureiro,5 L,3; 6 - Batoca, 5 L; 7 - Cabernet Sauvignon, 50 L; 8 - Chardonnay, 5L; 9 -
Riesling, 5 L; 10 - Loureiro, 50 L; 11 - Loureiro 500 L; 12 - Merlot, 50 L; 13 - Syrah, 50 L; 14 - Touriga Nacional, 50 L;
15 - Loureiro, 0,1 L, 1; 16 - Loureiro, 0,1 L,2; 17 - Loureiro, 0,1 L,3).

Os perfis das fermentagdes realizadas em diferentes volumes da casta Loureiro e com a
estirpe D3 encontram-se representados na Figura V-3 (A). As fermentacbes que foram
conduzidas a temperatura de 18 °C mostraram semelhangas do seu perfil fermentativo.
Verificou-se uma maior reprodutibilidade dos perfis das trés réplicas independentes no volume
de 5L do que no de 0,1 L. A monitorizacdo das fermentacdes no volume de 100 mL foi efetuada
pela perda de massa ao longo do tempo e a das fermentagcfes em 5 e 50 L pela medigéo da
densidade, pelo que ndo podemos comparar com rigor a duracdo de fermentagédo (10 dias nos
volumes de 5 e 50 L e 13 dias no volume de 0,1 L). Em relacéo ao perfil fermentativo no volume
de 500 L, verificou-se que o tempo de fermentacao foi significativamente superior (mais oito dias
que as fermentacdes em 5 e 50 L), 0 que era expectavel uma vez que a fermentacéo decorreu a
16 °C (Tabela V-1). Esta diferenca na temperatura de fermentagéo foi assumida devido ao facto
de na EVAG as fermentacdes de 1000 L, com a levedura comercial Lalvin QA23® e no mesmo
mosto de Loureiro, serem realizadas nestas condicdes, 0 que nos permitiu comparar 0S
compostos quimicos nos vinhos obtidos com as duas leveduras (resultados apresentados
posteriormente). A Figura V-3 (B) apresenta 0s compostos quimicos resultantes do metabolismo
primario presentes nos vinhos obtidos pelas fermentacbes com diferentes volumes. A excegdo
da fermentacdo no volume de 100 mL, as concentrages dos principais compostos (etanol,

glicerol, &cido malico, &cido acético e cido succinico) foram semelhantes. Relativamente a
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Figura V-3: Perfil das fermentagOes realizadas em 2011 com a estirpe D3 em mosto da casta Loureiro, a 18 °C e
em diferentes volumes (100 mL, 5L e 50 L), e a 16 °C em 500L (A); e comparacdo das concentracBes dos
compostos quimicos (frutose, glucose, etanol, glicerol, acido acético, acido tartarico, acido malico e &cido succinico)
presentes nos vinhos obtidos nas diferentes condicbes (B). As barras de erro representam o desvio padrdo da
média das trés réplicas independentes.

concentracdo de frutose observou-se que os valores variaram entre 1 g/L, na fermentacéo de 50
L,e 7 g/L, a média das fermentacOes de 5 L, que reflete as pequenas diferencas de densidade no
final das respetivas fermentacdes (993, na de 50 L, e 992, 995 e 995, nas de 5 L). Na
fermentagdo de 100 mL, observou-se concentracdes inferiores de etanol e de glicerol, e

superiores de acido acético, de &cido malico e de acido succinico, comparativamente as
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verificadas nos outros volumes. Com efeito, o valor de &cido acético (2,9 g/L) nas fermentacdes
de 100 mL foi muito superior ao limite de detecdo sensorial, que se encontra no intervalo de 0,7
a 1,1 g/L, dependendo do estilo de vinho (Lambrechts and Pretorius, 2000), e ao legalmente
permitido nos vinhos brancos e roses, 18 meq./L ( Reg. (CE) n® 606/2009, Anexo | C- 1 b). Das
varias fermentacdes realizadas no volume de 100 mL (Capitulo IV), nunca se observou um valor
tdo elevado de &cido acético, 0 que nos leva a supor que este resultado se deveu, muito
provavelmente, a uma contaminacdo destas microfermentaces no ambiente de adega. O &cido
tartarico € estavel a degradacdo pelos microrganismos durante a fermentacéo (Swiegers et al.,
2005; Ugliano and Henschke, 2009), pelo que a variacdo dos valores nas diferentes condi¢des
de fermentacao se deveu muito provavelmente a perdas durante o processo de conservacao da
amostra (congelamento, que o precipita na forma de tartaratos) e processamento da amostra
antes da andlise (filtracdo, que pode reter sais que ndo estejam completamente dissolvidos).

Na Figura V-4 séo apresentados os perfis das fermentacfes dos mostos de uvas de
castas brancas, realizadas a 18 °C (A) e tintas, realizadas a 25 °C (B). Os tempos de
fermentagéo variaram entre 7 a 14 dias para as castas de uvas brancas e entre 4 e 7 dias para
as castas de uvas de tintas. Como foram testados varios mostos, o que obviamente se traduz em
diferencas na composicdo quimica dos mesmos, os perfis fermentativos observados foram
distintos, particularmente nas castas de uvas brancas. Por exemplo, a fermentacdo do mosto da
casta Riesling parou a densidade de 1020 e s6 voltou a fermentar apds adicdo de nutrientes. A
fermentacdo da casta Gewurztraminer foi a mais rapida, mas a concentracao inicial de acucares
era muito baixa (Tabela V-1). Relativamente aos mostos de castas de uvas tintas, os perfis foram
muito semelhantes a excecdo da casta Merlot, cuja fermentagdo foi mais demorada. Porém,
como este foi 0 mosto que apresentou a maior concentracao inicial de aglcares (Tabela V-1), 0

atraso na finalizagdo da fermentacdo deveu-se, muito provavelmente, a este facto.

A Figura V-5 resume os resultados das analises dos principais compostos quimicos dos
vinhos das diferentes castas, obtidos com a estirpe selecionada D3, e dos vinhos das castas
Batoca e Loureiro que fermentaram em paralelo com estirpe comercial Lalvin QA23°.
Comparando os resultados dos dois vinhos da casta Batoca verifica-se que os valores da
concentracdo de etanol foram semelhantes e que o da concentragéo de glicerol, no vinho obtido
com a estirpe D3, foi ligeiramente superior. Contrariamente, a concentragdo de &cido mélico foi
superior no vinho resultante da fermentacdo com a estirpe comercial. Relativamente aos vinhos

da casta Loureiro, que fermentaram a 16 °C, os valores da concentragéo de glicerol foram

99



| Capitulo V

—&— Alvarinho —{O— Sauvignon Blanc —O— Loureiro
A --3-- Gewirztraminer ~ --¢--Riesling --0--Chardonnay
--%--Batoca

1120

1100

1080
1060

1040

Densdiade (g/L)

1020
1000

980

Tempo (dias)

B —O—Touriga Nacional —&—Syrah —O—Merlot —o—Cabernet Sauvignon

__. 1080

E \a
(@)

o 1060

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Figura V-4: Perfil das fermentacdes realizadas com a estirpe D3 em mostos de diferentes castas de uvas brancas
(Batoca, 5 L, Chardonnay, 5 L, Gewurztraminer, 5 L, Riesling, 5 L, Sauvignon Blanc, 50 L, Loureiro, 50 L, Alvarinho,
50 L), fermentadas a 18 °C (A), e mostos de diferentes castas de uvas tintas (Merlot, 50 L, Syrah, 50 L, Touriga
Nacional 50 L, e Cabernet Sauvignon, 50 L), fermentadas a 25 °C (B).

semelhantes nos dois vinhos e observou-se uma concentragéo de etanol ligeiramente superior
no vinho obtido com a estirpe Lalvin QA23®. A diferenca de resultados, relativamente aos
observados em fermentagdes anteriores que foram conduzidas a 18 °C (Figura V-1, B; Figura V-
5, Batoca), sugere que, possivelmente, a levedura Lalvin QA23® tem um rendimento alcodlico
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superior a 16 °C, em comparagdo com a D3. No entanto, como temos apenas uma observacgao a
16 °C, serdo necessarios testes adicionais para comprovar este indicio.

Geralmente, os vinhos tém concentragdes de glicerol entre 5 e 9 g/L (Noble and Bursick,
1984), embora possam variar entre 1 e 15 g/L (Scanes et al., 1998). O glicerol contribui
positivamente para o corpo e dogura do vinho e o limiar de percecdo deste composto no sabor é
de 5,2 g/L (Noble and Bursick, 1984). Verificou-se que todos os vinhos analisados obtiveram
concentragdes de glicerol superiores ao limiar de percecéo de glicerol no vinho (Figura V-5). As
concentragdes produzidas nas fermentagdes dos diferentes mostos com a estirpe D3 variaram
entre 5,8 e 13,1 g/L, sendo o valor inferior obtido com a casta Gewurztraminer e 0 superior com a
casta Merlot. De referir que foram também nestas duas castas que se verificaram as

concentracBes mais baixa e mais elevada de agdcar inicial.

Observando separadamente as castas de uvas brancas e as castas de uvas tintas (a
excegdo da Syrah), verifica-se que valores de glicerol mais elevados foram obtidos nas castas
com concentragcdes mais elevadas de acucar inicial. No entanto, se comparamos as castas de
uvas tintas Touriga nacional e Cabernet sauvignon com as castas de uvas brancas, verifica-se
que, apesar de terem concentracdes de acucar inicial mais baixas, obtiveram valores de glicerol
mais elevados. Em geral, 0s vinhos das castas de uvas tintas apresentaram valores de glicerol
mais elevados, a excecdo da casta Syrah que apresentou uma concentracdo ligeiramente
inferior a duas castas de uvas brancas (Alvarinho e Sauvignon blanc).

A concentracdo de acido acético variou entre 0,2 e 0,6 g/L, ou seja, foi inferior ao limite
de detecdo sensorial que se encontra no intervalo de 0,7 a 1,1 g/L (Lambrechts and Pretorius,
2000). Relativamente a concentracdo de etanol obtiveram-se valores entre 8,2 e 13,5 %(v/v), nos

vinhos das castas Gewurztraminer e Alvarinho, respetivamente.
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Figura V-5: ConcentragBes dos compostos quimicos (frutose, glucose, etanol, glicerol, acido acético, cido tartarico, acido malico e acido succinico) presentes nos vinhos obtidos a partir das
fermentaces realizadas com a estirpe D3 em diferentes volumes de mostos de diversas castas (Batoca, 5 L, Chardonnay, 5 L, Gewurztraminer, 5 L, Riesling, 5 L, Sauvignon Blanc, 50 L,

Loureiro, 50 L e 500 L, Alvarinho, 50 L, Merlot, 50 L, Syrah, 50 L, Touriga Nacional 50 L, e Cabernet Sauvignon, 50 L) e das fermenta¢Ges realizadas com a estirpe Lalvin QA23® nos mostos
das castas Batoca (5 L) e Loureiro (1000 L).
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A Tabela V-2 apresenta os resultados do rendimento de etanol e de glicerol, calculados
pela raz&o entre a quantidade de composto (g) presente no final da fermentacéo, e a quantidade
de aglcar consumido (g).

Tabela V-2: Rendimento de etanol (Y etanol) e rendimento de glicerol (Y (glicerol) determinado nos vinhos obtidos a

partir das fermentacOes realizadas com as estirpes D3 e Lalvin QA23~, em mostos de diferentes castas e em
diversas condi¢des de volume e temperatura.

Casta Ano V(L) Levedura T(C) Y etanol (g etanol/g Y glicerol (g glicerol/g

acucar consumido) acucar consumido)
Mistura de Loureiro e Avesso 2010 50 D3 18 0,502 0,034
Mistura de Loureiro e Avesso 2010 50 QA23® 18 0,476 0,030
Loureiro 2011 0,1 D3 18 0,381 0,032
Loureiro 2011 5 D3 18 0,431 0,044
Loureiro 2011 50 D3 18 0,434 0,045
Loureiro 2011 500 D3 16 0,453 0,042
Loureiro 2011 1000 QA23® 16 0,477 0,043
Alvarinho 2011 50 D3 18 0,498 0,049
Sauvignon blanc 2011 50 D3 18 0,491 0,051
Batoca 2011 5 D3 18 0,470 0,042
Batoca 2011 5 QA23® 18 0,466 0,039
Chardonnay 2011 5 D3 18 0,490 0,043
Riesling 2011 5 D3 18 0,441 0,045
Gewurztraminer 2011 5 D3 18 0,448 0,040
Merlot 2011 50 D3 25 0,459 0,057
Cabernet sauvignon 2011 50 D3 25 0,476 0,061
Touriga nacional 2011 50 D3 25 0,512 0,064
Syrah 2011 50 D3 25 0,508 0,052

Como era expectavel, os valores do rendimento foram diferentes de acordo com as
diversas castas, variando entre 0,381 e 0,512 para o etanol e entre 0,030 e 0,064 para o glicerol.
As fermentag6es que foram realizadas a 18 °C com as estirpes D3 e Lalvin QA23® em paralelo
(castas Batoca e mistura de Loureiro e Avesso) mostraram que 0s vinhos que alcangaram
rendimentos superiores dos dois compostos foram os fermentados com a estirpe D3. Pelo
contrario, nas fermentacOes realizadas a 16 °C com a casta Loureiro, 0 vinho que obteve
rendimentos mais elevados foi o fermentado com a levedura comercial. Pela comparacao das
fermentagdes em diferentes volumes, a 18 °C com a estirpe D3 na casta Loureiro, verificou-se
que o rendimento dos dois compostos foi superior nos volumes maiores, sendo a fermentacdo

realizada em 0,1 L a que apresentou pior desempenho.
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Na Tabela V-3 encontram-se os valores médios dos compostos volateis do aroma dos
vinhos obtidos pela fermentacdo com as estirpes Lalvin QA23® e D3, dos mostos das castas
Loureiro (2011), Batoca (2011), e mistura de Loureiro e Avesso (2010). No total foram
identificados e quantificados, por GC-MS, 71 compostos do aroma entre 0s quais, trés
compostos em C6, 13 alcoois superiores, sete ésteres etilicos de acidos gordos, oito ésteres
etilicos de é&cidos fixos, seis acetatos, seis alcoois monoterpénicos, sete Oxidos e dibis
monoterpénicos, dois norisoprendides em C13, cinco fendis volateis, oito &cidos gordos volateis,
trés compostos carbonilados e ainda a 2-metiltetrahidrotiofeno-3-ona, a pantolactona e a N-(2-
feniletil)-acetamida.

Na Figura V-6 apresenta-se 0 somatério das concentragcfes dos compostos do aroma
quantificados para cada familia, nos seis vinhos analisados por GC-MS (Tabela V-3). Das dez
familias de compostos identificados e quantificados, os alcoois superiores sdo quantitativamente
0 maior grupo para todos os vinhos, e os C13-norisoprenoides o menor. Todos 0s vinhos
produzidos com a estirpe D3 apresentam teores superiores de compostos em C6, de alcoois
superiores, de ésteres etilicos de &cidos fixos, de acetatos, de alcoois monoterpénicos, de 6xidos
e didis monoterpénicos, de C13-norisoprendides e de fendis volateis, comparativamente aos
produzidos com a estirpe Lalvin QA23®.
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Tabela V-3: Teor médio (C) e desvio padrao dos compostos volateis da fragdo livre do aroma dos vinhos obtidos pela fermentagéo com as estirpes Lalvin QA23® e D3, dos mostos das castas
Loureiro (2011), Batoca (2011), e mistura de Loureiro e Avesso (2010). Valor da atividade de odor (O.A.V.) dos compostos para 0s quais € conhecido o Limiar olfativo (L.O.), e os descritores
aromaticos correspondentes.

Mistura de Loureiro e Avesso 2010 Loureiro 2011 Batoca 2011
Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3

Descritor aromatico 2 (IL':]J/S Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ugl/L) O.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O.AV.
Compostos em C6
Hexanol herbéceo, verde 8000 = 3324 + 15 004 4132 + 203 005 2304 + 74 003 2711 =+ 205 003 | 1179 + 103 001 1367 *+ 38 002
(E)-3-hexeno -1-ol erva cortada 400 181 + 83 005 282 + 01 007 274 + 20 007 289 + 10 007 | 18 + 04 000 25 + 03 001
(2)-3-hexeno -1-ol erva cortada 101 567 + 99 05 624 + 1 062 29 + 01 003 57 + 08 006 | 458 + 31 045 495 + 59 049
total 407,2 503,8 260,8 305,7 1655 188,6
Alcoois
1-butanol 150000 nd = 16 + 03 000 26 + 18 20 + 06 000
4-metil-1-pentanol 43 + 01 125 £ 05 nd - nd
3-metik-1-pentanol 500 270 + 07 005 312 + 28 006 276 =+ 21 08 + 20 006
1-heptanol 300 nd = 1638 =+ 503 055 | nd = 783 + 177 02
2-metik-1-propanol amargo, verde, &spero 65000 = 2754 + 261 000 6934 + 646 001 1668 + 61 000 3840 <+ 340 00l | 1952 + 57 000 4330 + 715 001
ﬁ;jTaerfg'll'b”ta”O"'a' metikl 41co0l, banana, doce 7000 99189 + 28552 142 | 156264 + 3576 | 223 122070 * 6965 | 1,74 | 146122 + 16363 | 209 128381 + 11933 @ 183 | 163742 + 19618 | 2,34
3-etoxi-1-propanol solventes organicos 348 + 10 nd
1-octeno-3-l cogumelos, favanda, fosa. g 66 + 06 033 nd
1-octanol citrinos, laranja doce 900 75 = 04 0,01 8,1 + 11 0,01
frhrggggg’lil'pmpano' came, manteiga 1000 476 + 30 005 654 <+ 45 007 207 + 09 002 265 + 08 003 300 + 30 003 178 =+ 23 002
&lcool benzilico doce e frutado 5500 28 + 08 000 48 + 07 000 51 £ 07 000 63 + 14 000 | 29 + 05 000 30 + 04 000
2feniletanol rosa, adacicado 7500 | 47243 + 1328 063 57098 + 6962 076 54966 + 2484 073 70863 + 6569 094 78085 + 9628 1,04 | 85930 + 8877 | 115
tirosol amargo, quimico 566 =+ 9.1 77,3 + 124 41,1 + 75 58,4 + 7.8 62,6 + 10,2 65,4 + 140
total 15074,5 221852 17975,2 224005 20972,2 25601,1
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Tabela V-3: Continuag&o.

Mistura de Loureiro e Avesso 2010 Loureiro 2011 Batoca 2011
Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3

Descritor aromatico 2 (Il‘j';)/i) Cl(ug/L) O.AV. Cl(ugl/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ugl/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV.
Esteres de acidos gordos
propionato de etilo 1800 128 + 01 001 138 + 24 00l | 103 + 21 001 52 *+ 32 000
butirato etilo floral, frutado 20 117 + 129 | 58 @ 1651 =+ 154 | 826 3233 + 304 1616 2164 =+ 249 | 1082 854 + 32 421 744 + 66 | 372
hexanoato etilo mac, frutado 14 53,3 + 138 3831 3523 =+ 88 | 2506 9996 + 80 | 7140 7398 =+ 941 |[5284 4381 =+ 154 3129 | 3358 + 245 | 2398
octanoato etilo ggﬁésccc;”haq“e de 5 10238 + 145 20476 8243 + 799 |16486 11975 + 200 |23949| 9670 + 229 19339 3812 + 136 7625 | 3407 + 115 | 6814
decanoato etilo floral 200 6365 + 32 318 | 5209 =+ 227 | 260 4901 + 102 = 245 | 3343 + 126 | 4,67 1933 =+ 110 097 2119 =+ 139 | 106
9-decenoato de etilo frutado 100 39 + 28 039 2253 + 199 | 225 193 + 10 019 2175 + 102 | 218 515 + 30 058 1200 =+ 79 | 120
dodecanoato etilo glgé’ec" frutado, oleaso, 356 + 137 %5 + 26
total 2388,2 21134 3042,6 2488,8 11659 1087,9
Esteres de acidos fixos
lactato etilo mzt:iga’ creme deleite, ;10 842 + 36 001 996 + 87 00l 1574 + 33 001 188 =+ 101 00l | 1129 + 114 001 1412 *+ 119 001
3-hidroxibutanoato etilo 20000 28 + 11 000 240 + 18 000 = 103 * 04 1,7 £+ 06 000
3-hidroxibutirato etilo frutado, uva 1000 134 £ 12 0,01 15,6 + 17 0,02
2-furancarboxilato etilo nota balsamica 35 = 05 nd 1,8 + 01 2,4 + 0,6 0,8 + 0,1 1,2 + 0,2
succinato dietilo frutado 100000 | 563 + 164 000 1604 =+ 56 000 1856 + 86 000 2239 =+ 72 000 2495 * 102 000 2637 * 43 0,00
malato dietilo vinho frutado de maca 336 = 27 39 + 54 1496 =+ 55 1220 + 6,5 2212 £+ 331 2145 £ 3,9
glutarato dietilo 3,7 + 0.2 3,0 + 0,1 nd nd
succinato monoetilo 1979 + 61 3646 + 151
total 388,9 679,2 520,9 562,1 594,7 632,2
Acetatos
acetato isobutilo 1825 392 + 20 002 412 + 65 002 124 + 23 001 235 * 26 001
acetato isoamilo banana, maga, solvente 30 9506 + 307 | 31,69 19703 =+ 505 | 6568 18257 + 2547 | 60,86 @ 32298 =+ 1134 [107.66 5409 =+ 225 1803 | 8235 + 577 | 2145
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Tabela V-3: Continuag&o.

Mistura de Loureiro e Avesso 2010 Loureiro 2011 Batoca 2011
Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3
Descritor aromatico 2 (IL ;J/L; Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV.
Acetatos (cont.)
acetato 2-metilpropilo doce, frutado 147 + 17 14,3 + 18
acetato hexilo frutado 670 2152 £+ 77 0,32 1544 + 08 0,23 2148 + 50 0,32 1182 + 43 0,18 368 =+ 06 0,05 599 + 35 0,09
acetato (Z)-3-Hexenilo 187 = 06 178 + 19 112 += 05 56 + 02 nd - nd
acetato 2-feniletilo rosa, mel, tabaco 250 3712 £ 08 1,48 3047 + 308 [ 122 6342 + 67 254 | 5138 + 45 2,06 1192 =+ 37 048 2228 + 35 0,89
total 1570,4 24615 27251 3908,7 709,3 1129,8
Alcoois monoterpénicos
linalol anis, floral, rosa 25 90 % 05 0,36 91 + 13 0,36 1744 + 110 @ 698 1642 + 152 6,57 4,2 + 01 0,17 43 + 02 0,17
Ho-trienol 110 415 + 11 0,38 385 = 27 0,35 nd - nd
a-terpineol pinho, lilas 330 Nd - 38 + 13 0,01 626 =+ 93 0,19 819 = 286 0,25 17 + 01 0,01 21 + 01 0,01
citronelol floral, citrinos 18 Nd - 7,7 + 03 0,43 24 £ 01 0,13 6,5 + 13 0,36 19 + 03 0,10 2,0 + 00 0,11
nerol 400 4,6 + 03 0,01 8,0 + 40 0,02 nd - nd
geraniol 36 nd - 21,5 + 3,0 0,60 nd - nd
total 9,0 22,5 285,5 320,6 78 84
Oxidos e didis
monoterpénicos
oxido furanico de linalol, trans- 6000 34 + 01 0,00 45 + 06 0,00 nd - nd
oxido furanico de linalol, cis- 6000 78 + 13 0,00 8,4 + 0,2 0,00 nd - nd
6xido piranico de linalol, trans- 3000 15,0 + 07 0,01 17,0 + 0,7 0,01 nd - nd
6xido piranico de linalol, cis- 3000 3,6 + 0.2 0,00 45 + 0,5 0,00 nd - nd
gigl-dimetilocta—l,5-dieno-3,7- 159 + 16 187 + 08 i » nd
hidrato de linalol nd - 1,7 + 04 nd - nd
g};-dimetilocta—1,7-dieno-3,6- i » 32 + 02 i » nd
total 45,6 58,1 nd nd
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Tabela V-3:Continuacéo.

Mistura de Loureiro e Avesso 2010 Loureiro 2011 Batoca 2011
Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3

Descritor aromético 2 (IL ;)/L; Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ugl/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV.
C13-norisoprenoides
3-hidroxi-B-damascona ché e tabaco Nd 2,2 + 05 2,3 + 04 33 + 1,0 15 + 0,3 18 + 0,1
3-oxo0-a-ionol tabaco 101 £ 14 12,7 + 04 2,0 + 01 2,6 + 0,5 nd 1,3 + 0,3
total 10,1 14,9 43 59 15 31
Fenois volateis
4-vinilguaiacol fendlico, cravo, fumo 130 1285 + 49 0,99 1392 = 102 1,07 101,7 = 59 0,78 87,1 + 9,4 0,67 26,9 + 28 0,21 28,9 + 51 0,22
4-vinifienol zrs;r:n’ggg'o casca de 180 68 + 13 038 8 + 63 047 255 + 15 014 327 =+ 62 018  nd nd
vanilato de metilo baunilha 3000 53 + 05 0,00 51 + 04 0,00 nd nd nd nd
alcool 3,4,5-trimetoxibenzilico 2,0 + 01 2,8 + 0,2 nd nd
acetovanilona baunilha 1000 13 £ 07 0,01 214 = 24 0,03 2,8 + 01 0,00 43 + 0,2 0,00 6,5 + 11 0,01 8,0 + 15 0,01
total 2148 2557 132,0 126,9 333 36,9
Acidos gordos volateis
&cido isobutirico gordura 173 21 =+ 07 0,12 39,3 + 04 0,23 12,5 + 06 0,07 29,1 + 2,7 0,17 11,5 + 1,6 0,07 20,6 + 40 0,12
&cido butanéico gordura 170 75,7 = 27 0,45 1223 = 119 0,72 1095 =+ 56 0,64 8,2 + 04 0,05 nd nd
&cido isovalérico gordura, rango 33 342 + 189 1,04 62,9 + 15 1,91 28,9 + 11 0,88 437 + 4.4 1,32 34,9 + 55 1,06 27,3 + 4,0 0,83
acido hexandico geranio, vegetal 420 11108 += 37,9 2,64 1013+ 487 2,41 14805 =+ 1269 3,53 10934 = 993 2,60 6121 + 974 1,46 5608 + 749 1,34
4cido E-2-hexenoico frutado, queijo, gordura 125 + 34 17,6 + 41 Bie + 03 nd nd nd
&cido octandico bode, gordura 500 46056 =+ 497 9,21 35775 + 2835 7,16 49679 =+ 516 994 | 38985 + 662 7,80 2792,7 * 2194 | 559 25231 + 1429 5,05
écido decanéico cera, sebo, sabdo 1000 19932 * 60,0 1,99 11869 =+ 60,6 1,19 1709,7 =+ 1856 1,71 10737 + 1183 1,07 9025 + 523 0,90 6712 + 489 0,67
4cido dodecantico 6,8 + 0.2 4,6 + 0,4 nd nd
total 7853,0 6019,5 8319,1 6151,1 4353,7 3803,0
Compostos carbonilados
2-furaldeido améndoa, madeira, doce 35 = 05 nd
benzaldeido frutado, amargo, cereja 2000 218 + 33 0,01 22,8 + 5
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Tabela V-3: Continuag&o.

Mistura de Loureiro e Avesso 2010 Loureiro 2011 Batoca 2011
Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3 Lalvin QA23® D3
Descritor aromético 2 (IL.;]J/IS Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ugl/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV. Cl(ug/L) O0.AV. Cl(ug/L) O.AV.

Compostos carbonilados
(cont.)
2-nonanona nd - nd - 1,7 + 0,3 nd
total 29,8 22,8
Outros
2-metiltetrahidrotiofeno-3-ona 40,1 + 36 46,8 + 51 114 + 06 12,0 + 0,9 20,5 + 0,8 23,3 + 11
pantolactona frutado Nd - 43 + 05 2,4 + 08 3,7 + 0,7 2,3 + 0,5 35 + 0,7
N-(2-fenil)acetamida 26,1 = 34 24,5 + 11 11,2 + 04 18,7 + 2,0 18,8 + 26 2,9 + 09
total 66,2 75,6 25,0 34,4 41,7 29,7

nd — ndo detetado.

a (Aznar et al., 2003; Etievant, 1991; Ferreira et al., 2002, 2001; Francis and Newton, 2005; Gémez-Miguez et al., 2007; Guth, 1997; Li, 2006; Meilgaard, 1975; Oliveira et al., 2009; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Simpson, 1979; Yong-Sheng
Tao and Li, 2009)
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Figura V-6: Concentracdo total dos compostos do aroma identificados em cada familia, para os vinhos obtidos pela
fermentag@o com as estirpes Lalvin QA23® e D3, dos mostos das castas Loureiro (2011), Batoca (2011), e mistura
de Loureiro e Avesso (2010).

Com o propdsito de avaliar o impacto dos compostos analisados no aroma geral dos
vinhos, determinou-se o valor da atividade de odor (O.A.V.) dividindo a concentra¢do de cada
composto pelo seu limiar de percecéo olfativa. Os compostos com valor de O.A.V. superior a um
tém impacto no aroma (Guth, 1997). Dos 71 compostos analisados, 21% tém O.A.V. superior a
um, mas ndo foi possivel determinar o O.A.V. em 32% dos compostos, uma vez que ndo foram
encontrados na literatura os respetivos valores do limiar de perce¢do. Dos compostos com
0.A.V. superior a um destaca-se 0 9-decenoato de etilo (descritor de aroma frutado), que apenas
apresentou teores superiores ao limiar de perce¢é@o nos vinhos produzidos com a estirpe D3.
Relativamente aos outros compostos com impacto no aroma, as diferencas observadas entre os
vinhos das mesmas castas obtidos com as duas estirpes em paralelo, sdo mais quantitativas do
que qualitativas. Os vinhos resultantes da fermentacdo com a estirpe D3 também obtiveram o
dobro do valor de O.A.V. para os compostos 2 e 3-metil-1-butanol (descritor de banana) e para o
acetato de isoamilo (descritor de banana e maca), relativamente aos vinhos produzidos com a
estirpe comercial. Os valores mais elevados de O.A.V. foram obtidos na familia dos ésteres de
acidos gordos, nomeadamente o octanoato de etilo (descritor doce e conhaque de damasco). De

resto, foi neste grupo, que confere aromas frutados e florais aos vinhos, que se verificou um
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maior nimero de compostos com concentragdes superiores ao limiar de perce¢do (butirato de
etilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo e 9-decenoato de etilo). Contudo,
na sua maioria, foram os vinhos produzidos com a estirpe comercial que evidenciaram teores
mais abundantes. Alguns descritores negativos relativos a compostos pertencentes ao grupo dos
acidos gordos volateis também tiveram valores de O.A.V. superiores a um (&cido hexandico,
acido octanoico, acido decanodico e &cido isovalérico), e 0s teores mais elevados observaram-se
maioritariamente nos vinhos produzidos com a estirpe comercial. De acordo com as castas,
observaram-se ainda teores superiores ao limiar de percecdo em diferentes compostos,
nomeadamente o linalol na casta Loureiro, 0 acetato de 2-feniletilo na mistura de castas de
Loureiro e Avesso e 0 2-feniletanol na casta Batoca. As concentragdes de linanol e de acetato de
2-feniletilo foram ligeiramente superiores nos vinhos obtidos com a Lalvin QA23® enquanto a

concentragdo de 2-feniletanol foi levemente superior no vinho produzido com a D3.

Nos vinhos produzidos com a estirpe selecionada D3, embora apenas um tenha sido
avaliado por um painel de provadores, foram detetados aromas a frutos tropicais, em particular
aroma a maracuja (em 2010, com as castas Loureiro e Avesso e em 2011, com a casta
Loureiro), a lichias (em 2011, com a casta Alvarinho) e a buxo e giesta (em 2011, com a casta
Sauvignon blanc). Estes aromas sugerem a presenca de ti6is volateis, pelo que foi realizada a
analise dos trés compostos mais importantes (4AMMP, 3AMH, 3MH). Os vinhos escolhidos para
esta determinacdo foram os da casta Loureiro, fermentados em 2011, com a estirpe D3 em
paralelo com a Lalvin QA23® (Tabela V-4). Os dois vinhos apresentaram valores superiores ao
limiar de percecdo olfativa do composto 4MMP. No entanto, relativamente ao composto 3AMH,
apenas no vinho obtido com a estirpe D3 se verificou uma concentracdo superior ao limiar de
percecdo. O vinho produzido com a estirpe D3 evidenciou concentragdes superiores para 0s trés
tiois analisados, 44% (4MMP), 148% (3AMH) e 67% (3MH), comparativamente ao vinho
produzido com a comercial Lalvin QA23®.

Tabela V- 4: Concentragdo de ti6is volateis nos vinhos obtidos pela fermentacéo do mosto da casta Loureiro (2011)
com as estirpes Lalvin QA23® e D3, seus descritores aromaticos e limiar de perce¢do olfativa.

AMMP (ng/L)  3MHA (ng/L)  3MH (ng/L)

Buxo, maracuja, Toranja,

Descritores aromaticos &b Buxo, giesta toranja maracuj
Limiar de perce¢ao olfativa @ 0,8 4 60
D3 16,4 7,2 46,1
QA23® 114 2,9 27,6

aEm solugdo hidro alcodlica, 12 %(v/v) (Tominaga et al., 1998b); b (Dubourdieu et al., 2006)
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Nestes dois vinhos foram ainda determinados os valores de 2,3-butanodiol através do
método descrito por Peinado (2004) ligeiramente modificado, e observou-se que os valores
obtidos com a estirpe D3 foram superiores em 30% relativamente aos valores obtidos com a
estirpe comercial Lalvin QA23® (resultados né&o apresentados).

Na Figura V-7 estéo representados os perfis sensoriais dos vinhos produzidos em 2010.
A avaliacdo foi realizada por um painel de 34 provadores, treinados e ndo treinados, de modo a
conhecer as preferéncias do consumidor comum, e de acordo com os critérios especificados

anteriormente (2.7).

Aroma Intensidade Sabor 4Doc;ura
Vegetal Floral o & )
Persististéncia Acidez
Mineral Citrinos 1
Equilibrio Calor
Especiarias F.Arvore
) — D3
F. Secos . Tropical ) Estrutura Armargor
Lalvin QA23®

Figura V-7: Andlise sensorial dos vinhos obtidos pela fermentacdo do mosto de 2010, constituido pela mistura das
castas Loureiro e Avesso, com a estirpe D3 em comparac&o com a Lalvin QA23®,

A analise sensorial indicou que ambos os vinhos sdo equilibrados, tém estrutura e
acidez, mas o vinho produzido com a estirpe D3 é mais persistente e transmite uma maior
sensacao de calor. Em relagdo ao aroma, embora tenham sido identificados os descritores florais
e frutados nos dois vinhos, o produzido com a estirpe D3 evidenciou uma maior intensidade,

nomeadamente de frutos tropicais e citrinos.

Os vinhos produzidos em 2011 oxidaram e refermentaram em garrafa devido ao facto de néo
se ter adicionado dioxido de enxofre na fase do engarrafamento. Em consequéncia deste
imprevisto, os resultados da anélise sensorial a estes vinhos foram descartados. No entanto, foi
possivel realizar as analises aos compostos do aroma, uma vez que as amostras recolhidas para

0 efeito foram preservadas por congelamento.
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4 DiscussAo

Os testes a escala laboratorial para a avaliacdo das principais caracteristicas enoldgicas
sao essenciais na selecdo de novas estirpes vinicas, que envolve geralmente um grande nimero
de estirpes. Contudo, os testes em pequena escala ndo reproduzem com exatidao as
fermentaces a escala industrial (Cadiere et al., 2012) e ap6s a selecdo de leveduras,
fundamentada em ensaios preliminares realizados em laboratdrio, € necessario realizar ensaios
a escala piloto ou industrial. Estes ensaios devem ser realizados com mostos de castas
especificas, nas condicdes tecnoldgicas geralmente utilizadas nos processos industriais
(temperatura, concentracdo de SO, etc) e monitorizados através de andlises quimicas e
sensoriais dos produtos finais de forma a comprovar o efeito da estirpe nos vinhos resultantes.
Deve ainda ser avaliada a capacidade da estirpe para dominar a flora indigena presente as

fermentacOes a escala industrial.

A avaliacdo do potencial enolégico da estirpe D3 para vinificagdes industriais foi
efetuada comparando o seu comportamento fermentativo a escala piloto e industrial com uma
levedura comercial de referéncia (Lalvin QA23®), verificando a sua capacidade de implantagdo
em diferentes mostos de castas de uvas brancas e tintas e em diferentes condi¢des de

vinificacdo, e analisando os metabolitos primarios e 0s compostos volateis do aroma produzidos.

A capacidade de implantagéo das leveduras selecionadas em fermentages industriais e
a sua influéncia na qualidade final do vinho é uma das Ultimas caracteristicas a ser avaliada nos
programas de sele¢do (Lopes et al., 2007b). Diversos trabalhos tém evidenciado que o dominio
da estirpe inoculada ndo estda sempre garantido tendo sido apontadas varias causas
relacionadas com a diversidade e quantidade da flora indigena como a forte competicao
(Barrajon et al., 2009; Beltran et al., 2002; Capece et al., 2010b) e a propor¢éo da concentracao
celular (Delteil, 2004; Lopes et al., 2007b), entre as leveduras indigenas e as inoculadas.
Inclusivamente, nem as leveduras killer dominam sempre no final da fermentacdo, a sua
implantacdo também depende da proporcdo do numero inicial de células relativamente ao das
outras estirpes, mesmo nas condi¢fes 6timas de crescimento (Heard and Fleet, 1987). Existem
ainda outras razdes que influenciam a implantacdo das leveduras inoculadas, que estdo
relacionadas com as condi¢Oes de vinificacdo e caracteristicas do inéculo (Capitulo V, 1). Neste
trabalho, a andlise das sequéncias interdelta dos isolados de levedura recolhidos no final de
cada fermentagdo permitiu verificar que todas as fermentacgdes realizadas em 2011, realizadas
em diversos mostos e em diferentes condi¢cdes, foram dominadas pelas estirpes inoculadas

inicialmente (Figura V-2). Delteil (2004) sugeriu que a implantag&o pode ser considerada efetiva
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quando mais de 80% dos isolados pertencem a levedura que foi inoculada. Deste modo,
podemos concluir que a implantagdo das estirpes foi efetiva, tanto nas fermentagcdes com a
levedura comercial Lalvin QA23® como com a D3, uma vez que 100% dos isolados recolhidos
mostraram 0 mesmo padrdo genético. Esta elevada taxa de implantacdo pode indiciar que as
estirpes possuem fenotipo killer. As informacdes disponibilizadas pelo fabricante da levedura
comercial classificam-na como killer. Relativamente a estirpe D3, os resultados obtidos no
Capitulo IV classificaram-na como neutra. Assim, embora a estirpe D3 ndo tenha fendtipo killer,
ambas as leveduras sdo resistentes a toxina K2. De sublinhar que ja& em 2010 se tinha
confirmado a implantagio efetiva nas fermentagOes realizadas com as duas estirpes em
paralelo, em 50 L de mosto Loureiro e Avesso, realizadas na Universidade do Minho. Este
resultado demonstrou que a estirpe D3 consegue implantar-se em mostos de diversas castas de
uvas brancas e tintas, provenientes de diferentes vinhas e em diferentes anos viticolas, e

fermentados numa gama de temperaturas de 16 a 25 °C.

Foram realizadas fermentacOes em diferentes volumes da casta Loureiro e com a estirpe
D3 de modo a avaliar o impacto do aumento da escala no comportamento da fermentacdo. O
perfil fermentativo foi semelhante nas vinificaces que decorreram a 18 °C, e as mais rapidas
foram as conduzidas num volume maior (Figura V-3, A). Embora as realizadas nos volumes de 5
e 50 L tenham terminado ao mesmo tempo, comparando os valores de aglcares residuais
verificou-se que no volume de 50 L a concentracdo de agucares é menor, 0 que significa que no
mesmo intervalo de tempo esta fermentacdo foi ligeiramente mais eficaz. Esta observacdo é
confirmada pelos resultados do rendimento em etanol que foram ligeiramente superiores nas
fermentagdes de maior escala (Tabela V-2). Embora o desfasamento do tempo de fermentagdo
observado possa resultar também da diferenca de metodologia na monitorizacdo (perda de
massa no volume de 0,1 L, e densidade nos volumes de 5 e 50 L), os resultados dos
rendimentos em etanol e em glicerol observados confirmam o pior desempenho da fermentacao
de menor volume (0,1 L). Outros estudos de comparacao de escalas ja realizados reportaram
que as fermentacBes a escala piloto foram ligeiramente mais lentas do que as a escala
laboratorial e que ndo se verificaram diferencas significativas nos principais produtos da
fermentagéo, como o etanol e o glicerol (Casalta et al., 2010b; Rossouw et al., 2012b). Contudo,
como nas nossas fermentacdes a escala laboratorial o valor de &cido acético foi atipicamente
elevado (2,9 g/L), suspeita-se que ocorreu alguma contaminag¢do que pode ter provocado
desvios nos resultados. Contudo, por motivos operacionais, ndo nos foi possivel comprovar esta

hipétese. Relativamente & fermentacdo de 500 L, esta foi mais lenta devido ao facto de ter sido
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conduzida a temperatura de 16 °C. Como referido anteriormente, esta diferenga nas condi¢des
de fermentacdo foi assumida de modo a possibilitar a comparagdo dos resultados das anélises
quimicas com os do vinho obtido com a levedura comercial. No que diz respeito aos principais
produtos da fermentacao, o etanol, o glicerol, o &cido malico, o &cido acético e o &cido sucinico,
as concentragdes obtidas nos volumes de 5, 50 e 500 L foram anélogas. Ainda assim, e apesar
das diferencas observadas nas diferentes escalas, as fermentacfes a escala laboratorial
forneceram informacdes que nos permitem realizar uma pré-selecdo das leveduras. Todavia, 0s
resultados obtidos, nomeadamente o tempo de fermentacéo e o rendimento em etanol, reforgam
a necessidade de numa Ultima fase realizar ensaios a escala piloto e industrial com as leveduras

selecionadas.

A estirpe D3 fermentou nas condigdes de vinificagdo utilizadas na EVAG, que séo
representativas das praticas geralmente utilizadas nas adegas. A duracédo das fermentacdes das
castas de uvas tintas (4 a 7 dias) e de uvas brancas (7 a 14 dias) tiveram tempos semelhantes
aos habitualmente observados na EVAG. Comparando com outros estudos de testes a escala
piloto (Callejon et al., 2010; Lopes et al., 2007b; Rossouw et al., 2012b), a duracdo das

fermentagdes foram mesmo mais curtas.

No que diz respeito as concentragbes dos compostos resultantes do metabolismo
primario destaca-se o facto de os vinhos produzidos com a estirpe D3 conterem teores de
glicerol entre 5,8 e 13,11 g/L, que s&o superiores aos valores médios normalmente observados
que se encontram entre 5 e 9 g/L (Noble and Bursick, 1984). Quantitativamente, o glicerol € o
subproduto mais abundante da fermentagdo, depois do etanol e do diéxido de carbono, e
contribui para a suavidade, estrutura e corpo do vinho (Lambrechts and Pretorius, 2000; OIV,
2012; Scanes et al., 1998). Assim, embora dependa do estilo de vinho, sdo desejaveis elevadas
quantidades de glicerol, pelo que na sele¢do de leveduras o rendimento da producéo de glicerol
é um dos critérios mais importantes (OIV, 2012; Yalcin and Ozbas, 2008). Todos os vinhos
produzidos com a estirpe D3 apresentaram teores em glicerol superiores ao limiar de percecéo
deste composto no sabor, que € 5,2 g/L (Noble and Bursick, 1984). Nas fermentacbes que
decorreram em paralelo com a estirpe comercial, a estirpe D3 mostrou um rendimento da
producdo de glicerol superior, a temperatura de 18 °C. Para além da estirpe e da quantidade de
indculo, existem vérios fatores ambientais que influenciam o metabolismo das leveduras na
producéo de glicerol como o arejamento, a temperatura de fermentacdo, a concentra¢do inicial
de aglcar, as fontes de azoto na composicdo dos mostos, 0 SO, e 0 pH, a casta e a maturagao
das uvas, bem como a infe¢do das uvas com Botrytis cinerea (Du et al., 2011; OIV, 2012; Radler

115



| Capitulo V

and Schutz, 1982; Rankine and Bridson, 1971; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Scanes et al., 1998;
Yalcin and Ozbas, 2008). Um estudo realizado com 19 leveduras vinicas comerciais concluiu que
a variabilidade da concentracdo de glicerol € influenciada predominantemente pela estirpe,
enquanto os fatores ambientais tém um efeito menor (Remize et al., 2000). No trabalho aqui
reportado, as fermentagdes que decorreram em paralelo com as duas estirpes foram realizadas
em condi¢cOes ambientais muito semelhantes, pelo que as diferencas observadas nos teores de
glicerol de deveram as estirpes utilizadas. Nos outros ensaios realizados com a estirpe D3, as
diferengas observadas ocorreram em consequéncia da variagdo das seguintes condicOes
ambientais: a casta, e consequentemente distintas concentragdes de aclcar e fontes de azoto; a
temperatura de fermentagdo, principalmente a usada nas castas de uvas tintas e de uvas
brancas; e o volume da vasilha de fermentacdo. Tipicamente, em condi¢des de fermentacéo
controladas, as concentracdes de glicerol sdo mais elevadas nos vinhos de castas tintas (Mattick
and Rice, 1970; Nieuwoudt et al., 2002; Rankine and Bridson, 1971). Nas castas testadas,
também os vinhos das castas tintas apresentaram valores de glicerol mais elevados, a excecéo
da casta Syrah que obteve uma concentragdo ligeiramente inferior a duas castas de uvas
brancas (Alvarinho e Sauvignon blanc). Curiosamente, num trabalho que comparou a
concentracdo de glicerol de 237 vinhos tintos da Africa do Sul, o valor médio mais baixo
pertenceu precisamente a casta Syrah, mas devido a complexidade de fatores que influenciam
0s teores deste composto, nao foi possivel estabelecer uma relacéo entre os niveis de glicerol e
as castas (Nieuwoudt et al., 2002). A andlise dos resultados do rendimento de glicerol (Tabela V-
2) mostrou que os vinhos das castas tintas tém um rendimento superior ao das castas brancas,
ou seja, 0,052 a 0,064 e 0,032 a 0,051, respetivamente. Este resultado justifica o facto de,
mesmo partindo de concentracfes de agUcar inferiores a algumas castas brancas (caso das
castas Touriga nacional e Cabernet sauvignon), os vinhos das castas tintas consigam produzir
teores de glicerol superiores. No entanto, analisando isoladamente as castas de uvas brancas e
as castas de uvas tintas (a excecdo da Syrah), verifica-se que os valores de glicerol mais
elevados foram obtidos nas castas com maiores concentracdes de aglcar inicial. Os resultados
obtidos a escala piloto confirmaram que a estirpe D3 produz niveis de glicerol superiores aos
valores médios normalmente observados, e superiores aos da estirpe comercial que foi utilizada

como referéncia (a 18 °C).

O teor em etanol afeta as propriedades sensoriais do vinho, conferindo uma sensacéo
de calor, corpo e viscosidade, e um menor efeito na dogura, acidez e intensidade do aroma

(Gawel et al., 2007; Ugliano and Henschke, 2009). Relativamente a este composto, principal
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produto da fermentagéo, obtiveram-se valores entre 8,2 e 13,5% (v/v), nos vinhos das castas
Gewurztraminer e Alvarinho, respetivamente. O teor de etanol no vinho resulta principalmente da
concentracdo inicial de aglcar no mosto, e os resultados obtidos neste trabalho, na
generalidade, refletem este principio. No entanto, como a maioria das fermentacdes foram
terminadas antes do consumo total de agUcar, observaram-se algumas exceg¢des. Assim, apesar
da concentracdo inicial de agucar nos mostos de outras castas (Merlot e Sauvignon blanc) ter
sido superiores a do Alvarinho, os valores de acucar residual (maioritariamente frutose) e de

glicerol também s&o superiores, o que pode justificar os niveis de etanol ligeiramente inferiores.

A estirpe D3 revelou ter melhor rendimento na producdo de etanol e glicerol a 18 °C,
comparativamente a estirpe comercial usada como referéncia. No entanto, a 16 °C, a estirpe

comercial apresentou um melhor desempenho que a D3.

A acidez volatil tem como principal composto o &acido acético e de acordo com a
legislacdo europeia o valor maximo aceitavel é de 1,2 g/L (Reg. (CE) n° 606/2009, Anexo | C- 1
b). O limiar de percecdo para o &cido acético depende da casta e do estilo de vinho e varia de
0,7a 1,1 g/L (Lambrechts and Pretorius, 2000), sendo que a teores de 0,9 g/L conferem um travo
4cido e amargo ao vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006). A excecdo dos ensaios a escala
laboratorial realizados na EVAG, todos 0s vinhos apresentaram concentracdes de acido acético
mais baixas que o limite inferior de percegéo sensorial (0,7 g/L).

A analise aos compostos volateis do aroma, nos vinhos de trés castas de uvas brancas
(Loureiro, Batoca e mistura de Loureiro e Avesso) obtidos da fermenta¢do em paralelo com as
duas estirpes, revelaram que a estirpe D3 contribuiu para teores mais elevados de compostos
em C6, de alcoois superiores, de ésteres etilicos de acidos fixos, de acetatos, de &lcoois
monoterpénicos, de oxidos e didis monoterpénicos, de C13-norisoprendides e de fendis volateis,
enguanto a estirpe Lalvin QA23® os contribuiu para concentracdes superiores de ésteres de
acidos gordos e acidos gordos volateis (Figura V-6). Os valores de O.A.V. revelaram que a
generalidade dos compostos que tiveram um maior contributo para o aroma foram os que tém
origem no metabolismo da levedura, ou seja, foram compostos que pertencem as classes
quimicas de alcoois superiores, de ésteres de acidos gordos, de acetatos e de acidos gordos
volateis. A exce¢do do 9-decenoato de etilo, as diferencas observadas nos compostos voléteis
presentes nos vinhos das mesmas castas fermentados em paralelo com as duas estirpes, foram
mais quantitativas do que qualitativas, o que também foi observado noutros estudos (Callejon et
al., 2010; Romano et al., 2003). O éster 9-decenoato de etilo é produzido durante a fermentagéo
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e resulta da reagdo do etanol com um &cido gordo (0 &cido 9-decendico), cuja formagdo
depende dos metabolismos do azoto e lipidico da levedura. Este éster, que confere um aroma
frutado, foi apenas quantificado em teores superiores ao limiar de percecéo olfativa nos vinhos
produzidos com a estirpe D3. Este resultado, que foi observado nas trés castas analisadas, pode
indicar que esta é uma caracteristica metabdlica da estirpe D3, uma vez que nas trés
fermentagbes que decorreram em paralelo com a levedura comercial a concentragédo do 9-
decenoato de etilo foi cerca de 6, 11 e 2 vezes menor (Loureiro/Avesso, Loureiro e Batoca). No
entanto, a composicao inicial do mosto tem influéncia na concentrag&o final deste éster, como foi
verificado com diferentes teores de azoto na casta Grenache (Novo et al., 2014). A semelhanca
de outros ésteres, a concentracdo do 9-decenoato de etilo diminui ao longo do tempo de
armazenamento (Bordiga et al., 2014). Relativamente aos outros ésteres de &cidos gordos com
teores superiores ao limiar de perce¢do, as diferencas observadas entre 0s vinhos produzidos
com as duas estirpes foram menores, mas na generalidade as concentragdes foram superiores
nos vinhos produzidos com a Lalvin QA23®. Também a maioria dos &cidos gordos volateis com
O.A.V. superior a um, tiveram teores superiores nos vinhos produzidos com a estirpe comercial.
Embora esteja descrito que este grupo contribui com aromas maioritariamente negativos
(frutados, de queijo, de gordura e de ranco), é importante para o equilibrio aromatico do vinho
(Oliveira, 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2006). Relativamente aos compostos das outras familias,
também o 2 e 3-metil-1-butanol (descritor de banana) e o acetato de isoamilo (descritor de
banana e macd) tiveram teores superiores nos vinhos produzidos com a D3. Alias, o acetato de
isoamilo, no vinho de Loureiro/Avesso, teve o dobro da concentracdo comparativamente ao
produzido com a levedura comercial. O outro acetato com O.A.V. superior a um, o acetato de 2-
feniletilo, que confere aroma a rosa, a mel e a tabaco, obteve teores ligeiramente superiores com
a levedura comercial (Loureiro/ Avesso e Loureiro). Por outro lado, o &lcool 2-feniletanol
(descritor de rosa e adocicado) teve teores superiores com a levedura D3, sendo o O.A.V.
superior a 1 no vinho da casta Batoca.

Os tidis volateis sdo componentes importantes do aroma de vinhos produzidos com
varias castas, em especial a casta Sauvignon blanc, mas também com Scheurebe,
Gewiirztraminer, Riesling, Cabernet sauvignon, Merlot, entre outras (Guth, 1997; Murat et al.,
2001; Tominaga and Dubourdieu, 2000; Tominaga et al., 1998a). Os principais compostos Sdo 0
4-mercapto-4-metilpentano-2ona (4MMP), o 3-mercaptohexano-1-ol (3MH) e o seu acetato 0 3-
mercaptohexilacetato (3MHA), e podem ter impacto significativo na qualidade do vinho e nas

preferéncias do consumidor (Swiegers et al, 2007). Estes compostos estdo praticamente
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ausentes nas uvas e nos mostos, aparecendo apenas no decorrer da fermentacdo alcodlica
devido a acdo das leveduras na clivagem de percursores ndo odorificos (Darriet et al., 1995;
Oliveira, 2000). Embora ainda ndo se conheca exatamente 0os mecanismos de transformacao
dos percursores ndo aromaticos nos tiois volateis 4AMMP e 3MH, existem trés vias que s&o
aceites como explicacao para a sua ocorréncia nos vinhos (Coetzee and du Toit, 2012; Roland et
al., 2011). A primeira via envolve os percursores cisteinilados (Cys4MMP e Cys3MH) que sao
clivados pela levedura através da sua atividade B-liase (Tominaga et al., 1998a). A segunda via é
0 mecanismo de libertacdo dos ti6is a partir dos percursores glutationilados (G4MMP e G3MH),
mas até ao momento esta via so foi estudada para um dos percursores glutationilados, 0 G3MH,
que é mais abundante nas uvas do que o G4AMMP (Roland et al., 2011). Parece que o G3MH
pode ter dois papéis, de acordo com as condi¢des enoldgicas: ser um pro-percursor da Cys3MH
(Gachons et al., 2002; Thibon et al., 2011) e percursor do 3MH (Grant-Preece et al., 2010;
Roland et al., 2010). A Gltima via envolve 0s compostos insaturados em C6, como por exemplo 0
(E)-2-hexenal, que passa por uma adi¢ao de enxofre durante a fermentacgéo alcodlica (Schneider
et al., 2006). O composto 3MHA é um caso particular, uma vez que é formado pelas leveduras
através da acetilacdo do 3MH, pela a¢do da enzima alcool acetil transferase (Swiegers et al.,
2007).

Como o nivel da atividade da P-liase varia de estirpe para estirpe, a selecdo de
leveduras pode ser utilizada, em parte, para controlar teor de tiés polifuncionais no vinho
(Dubourdieu et al., 2006; Roncoroni et al., 2011; Swiegers and Pretorius, 2007). Também a
capacidade de converter o 3MH em 3MHA € dependente da estirpe de levedura que realiza a
fermentacdo (Swiegers et al., 2005). Os resultados da concentragdo de tidis volateis (Tabela V-
4), nos vinhos da casta Loureiro produzidos com as duas estirpes em paralelo, mostraram niveis
superiores dos trés tiis analisados no vinho produzido com a estirpe D3. Esta observacéo
sugere que a estirpe D3 teve uma maior capacidade para libertar os compostos 4MMP e 3MH
dos seus precursores e para converter o 3MH em 3 MHA do que estirpe comercial Lalvin QA23®.
Um estudo que utilizou varias leveduras comerciais para fermentar um mosto de Sauvignon
blanc, revelou que a Lalvin QA23®, embora pouco eficiente na libertacdo do 3MH, foi a estirpe
que possuia a maior capacidade para converter o 3MH em 3MHA (Swiegers et al., 2009).
Embora sejam necessérios testes adicionais de modo a confirmar esta hipétese, os resultados
obtidos com a estirpe D3 indiciam que esta levedura pode ser utilizada para aumentar os teores

de tidis volateis nos vinhos.
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A analise sensorial indicou que o vinho produzido com a estirpe S. cerevisiae D3 tem um
aroma frutado mais intenso, tem um sabor mais persistente e transmite uma maior sensacao de
calor. O perfil sensorial dos vinhos das castas Loureiro e Avesso € sustentado pela anélise
cromatografica na medida em que o etanol e o glicerol contribuem para o calor e corpo do vinho,
e 0s compostos das familias de alcoois superiores, ésteres e acetatos, contribuem para as notas
frutadas. Em relacdo aos ésteres destaca-se 0 9-decenoato de etilo, que confere notas frutadas,
e s6 no vinho produzido com a estirpe D3 se observou uma concentragao duas vezes superior
ao limiar de percecdo e seis vezes superior ao teor verificado com a levedura comercial.
Também as concentracdes dos alcoois superiores 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol (descritor
alcool, banana e doce) e do acetato de isoamilo (descritor de banana, mac¢a e solvente), que
tiveram valores duas vezes e 65 vezes superiores ao limiar de perce¢do, contribuiram para as
notas frutadas. Os seus teores também foram superiores aos observados no vinho produzido em
paralelo com a levedura comercial. Embora nos vinhos produzidos em 2010 néo tenham sido
determinados os tidis volateis, os resultados dos vinhos da casta Loureiro de 2011
demonstraram que o vinho produzido com a estirpe D3 tinha concentracdo de 4AMMP e 3AMH
muito superior ao limite de percecdo. Assim, fazendo uma extrapolacéo para o vinho da mistura
de Loureiro e Avesso de 2010 (D3), o aroma a frutos tropicais detetado na analise sensorial
também deve resultar da maior concentracdo destes compostos no vinho produzido com a
estirpe D3. A anélise ao 2,3-butanodiol realizada nos vinhos da casta Loureiro de 2011 indicou
que o vinho produzido com a estirpe D3 tinha um teor 30% superior ao vinho obtido com a
levedura comercial, 0 que pode justificar a maior suavidade dos vinhos produzidos com esta

estirpe.
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RESUMO

Neste estudo foi efetuada a caracterizagdo da diversidade fenotipica e enoldgica do
grupo de 64 estirpes de Saccharomyces cerevisiae, isoladas no final de fermentagdes
espontaneas de mostos provenientes de seis regides vitivinicolas, resultado do trabalho descrito
no Capitulo IV. Pretendeu-se estimar se as populacdes de estirpes isoladas a partir de mostos
pertencentes a mesma regiao vitivinicola partilhavam fenétipos similares e se as interagdes entre
as leveduras e as condicGes ambientais favoreceram a ocorréncia de estirpes mais adaptadas as
condices vitivinicolas locais. Este trabalho enquadrou-se parcialmente nos objetivos previstos
no projeto QREN SI 1&DT-24718-MyeastStarter que visou avaliar o impacto das leveduras
autéctones na qualidade dos vinhos produzidos a partir de mostos provenientes da mesma
regido vitivinicola. Desta forma, foi considerado um conjunto de caracteristicas importantes para
avaliar o potencial enoldgico das leveduras, nomeadamente a resisténcia ao SO;, a tolerancia ao
etanol, o fendmeno Kkiller, o potencial de producdo de H.S, a atividade da B-glucosidase e da
utilizacdo da galactose como fonte de carbono. Os resultados destes testes ndo apresentaram
diferencas entre as populacBes das seis regides vitivinicolas. A fermentacdo em mostos de
Loureiro e Avesso e de Touriga nacional, provenientes de duas das regides de origem das
populacdes em estudo (Vinhos Verdes e Douro e Porto), permitiu comparar o desempenho
fermentativo, assim como alguns metabolitos produzidos por cada populacdo. Os resultados
revelaram que as fermentagGes mais rapidas foram efetuadas pelas populacdes pertencentes a
regido de proveniéncia do mosto, 0 que apoia a hipétese de que estas estirpes estdo mais
adaptadas as caracteristicas ecoldgicas e tecnologicas dos mostos da sua area de viticultura.
Com excecdo da concentracdo de glicerol, que apresentou valores superiores na populacéo do
Déo-Lafées em ambos 0s mostos, as concentragdes dos restantes metabolitos analisados foram
diversas, 0 que sugere que as estirpes utilizaram diferentes estratégias metabolicas para

responder aos condicionalismos ambientais, independentemente da sua regiéo de origem.
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1 INTRODUCAO

As leveduras séo provavelmente o grupo mais importante entre 0S microrganismos
fermentativos (Sicard and Legras, 2011), sendo a espécie Saccharomyces cerevisiae a principal
responsavel pela fermentagdo alcodlica e mais utilizada atualmente na industria alimentar. Até
ao momento, foram isoladas inimeras estirpes de S. cerevisiae em todo 0 mundo a partir de
diferentes origens, mas associadas essencialmente a dois habitats distintos: em fermentagdes
relacionadas com atividades humanas (vinho, cerveja, pdo, sidra, saké, etc.) e em diferentes
nichos naturais (solo, carvalhos, frutos, insetos, etc.).

As evidéncias mais antigas da producdo de bebidas fermentadas datam do periodo
neolitico, quando foram domesticadas as primeiras plantas e animais, que forneceram a base
para sociedades mais complexas e para a fixacdo permanente das populacdes (McGovern et al.,
2009). A longa historia de utilizacdo de S. cerevisiae em fermentagOes relacionadas com
atividades humanas suportou a hipétese de domesticacdo desta espécie. A analise de genémica
comparativa de estirpes de S. cerevisiae isoladas em diferentes continentes e a partir de
diversos nichos ecoldgicos revelou que as estirpes associadas a producdo de bebidas alcodlicas
derivam de populagdes presentes em nichos naturais, existindo a evidéncia de dois eventos
principais de domesticacéo, um correspondente a estirpes vinicas e outro a estirpes utilizadas na
producéo de sake (Fay and Benavides, 2005). A comparagéo dos polimorfismos existentes numa
coleccdo de 63 estirpes de S. cerevisiae sustentou a hipétese de eventos de domesticagdo
independentes (grupo de estirpes vinicas, do sake e de laboratdrio), ndo sendo a espécie S.
cerevisiae domesticada “como um todo” (Schacherer et al., 2009), mas compreendendo
populacOes designadas como “domesticadas” e “selvagens”. Ap6s 0s eventos de domesticacao
desta espécie, as tecnologias da fermentacdo e as populacbes de leveduras associadas
acompanharam os seres humanos nos seus fluxos migratérios, promovendo a sua disseminagao

por diferentes regides geograficas (Legras et al., 2007; Sicard and Legras, 2011).

Presume-se que a tecnologia da vinificagdo se expandiu da Mesopotamia para o resto
do mundo associada a “domesticacdo” da vinha (Legras et al., 2007; Pretorius, 2000). Na Europa
a expansdo ocorreu ao longo do mar do Mediterraneo e através do vale do Danubio (Legras et
al., 2007). Na peninsula Ibérica supde-se que a vinha tera sido cultivada pela primeira vez pelos
Tartessos, em 2000 a. C.(IVV, n.d.). No século X a.C., os Fenicios apoderaram-se do comeércio
do vinho e pensa-se que introduziram novas castas na regido. Os gregos instalaram-se na
peninsula Ibérica no século VIl a.C. e, para além da sua participagdo na evolugao da viticultura,
contribuiram principalmente para o desenvolvimento das técnicas de produgdo do vinho. Os
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Celtas também trouxeram novas castas para Peninsula (século VI a.C.), mas foi com a presenca
dos romanos (século Il a.C.) que acultura da vinha teve um progresso consideravel, com a
introducdo de novas variedades e com o aperfeicoamento de certas técnicas de cultivo,
designadamente a poda. Com a fundacdo de Portugal, em 1143, o vinho manteve a sua
importancia, constituindo mesmo o principal produto exportado entre os séculos Xl e Xlll. Na
segunda metade do século XIV observou-se um desenvolvimento da produgdo de vinho e um
grande aumento das exportacdes, que continuou até a altura dos Descobrimentos (séculos XV e
XVI). As exportacdes voltaram a aumentar apds o tratado de Methwen (1703) que estabeleceu
condi¢Bes especiais para 0 comercio entre Portugal e Inglaterra. Em 1756 foi criada a regido do
Alto Douro, que segundo alguns investigadores foi a primeira regido demarcada oficialmente no
mundo vitivinicola, de modo a proteger a qualidade do afamado vinho do Porto. No principio do
século XX foram demarcadas vérias regides vinicolas e em 1986 as regides vinicolas foram
redefinidas, e novas foram criadas, depois da adesdo de Portugal a Comunidade Europeia (IVV,
n.d.). Atualmente, existem em Portugal catorze regides vitivinicolas demarcadas, detentoras de
caracteristicas geoclimaticas distintas (Tabela VI-1), e onde sdo cultivadas castas bem
adaptadas a essas regides (IVV, n.d.). Em Portugal esta oficialmente autorizado o cultivo de 341
castas (Almadanim et al., 2007), sendo que destas, cerca de 250 sdo castas autdctones (IVV,
2013). Esta diversidade de castas, associada as particularidades do solo e do clima das
diferentes regides, permitem a produgdo de vinhos muito diversificados e com diferentes
tipicidades.

A qualidade de um vinho esta particularmente relacionada com as varias espécies e
estirpes de leveduras que realizam a fermentagao alcodlica, na medida em que metabolizam os
constituintes do mosto numa vasta gama de compostos que contribuem para 0 seu aroma e
sabor (Romano et al., 2003; Styger et al., 2011). Nas fermenta¢Oes naturais ou espontaneas
dominam inicialmente as leveduras ndo-Saccharomyces, em geral espécies pertencentes aos
géneros Hanseniaspora (Kloeckera), Candida, Metschnikowia, Pichia, Issatchenkia e
Kluyveromyces, que entram em declinio a partir do meio da fermentagdo e sdo ultrapassadas
pelo crescimento das leveduras do género Saccharomyces (predominantemente da espécie S.
cerevisiae), que terminam a fermentacao (Fleet, 2008).
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Tabela VI-1: Caracteristicas geoclimaticas e principais castas portuguesas recomendadas das regides vitivinicolas portuguesas (Infovini, n.d.; IVV, n.d.; Wines of Portugal, n.d.).

Regibes

Solos

Clima

Castas portuguesas recomendadas

Vinhos Verdes

Homogéneos e maioritariamente
graniticos, férteis e de acidez elevada.

Influéncia atléntica extremada com temperaturas
frescas e chuvas abundantes.

Brancas: Alvarinho, Arinto, Avesso, Azal, Loureiro e Trajadura
Tintas: Borracal, Brancelho, Espadeiro e Vinhdo

Trés-os-Montes

Graniticos, com algumas manchas de
xisto, muito pobres e pouco produtivos.

Continental rigoroso, apresentando verdes longos e
escaldantes, seguidos por invernos prolongados e
gélidos.

Brancas: Cddega do Larinho, Ferndo Pires, Gouveio, Malvasia
Fina, Rabigato, Siria e Viosinho

Tintas: Bastardo, Marufo, Tinta Roriz, Touriga Franca, Touriga
Nacional e Trincadeira

Porto e Douro

As vinhas estdo implantadas em
socalcos espalhados pelas encostas
ingremes do vale do rio Douro, onde 0s
solos s&o xistosos e pobres.

Habitualmente seco, com invernos frios e verdes
muito quentes, variando entre a precipitacao
moderada a oeste e a secura nas terras proximas a
fronteira.

Brancas: Gouveio, Malvasia Fina, Moscatel, Rabigato e
Viosinho

Tintas: Tinta Barroca, Tinta Roriz (Aragonés), Tinto Cao,
Touriga Franca, Touriga Nacional, Souséo e Tinta Amarela
(Trincadeira)

Graniticos, com algumas manchas de
xisto. Vinhas cultivadas num vale

Extremo e de forte influéncia continental.

Brancas: Bical, Cerceal, Ferndo Pires, Gouveio e Malvasia
Fina

graniticos muito pobres.

Tavora-Varosa encaixado a elevada altitude. Tintas: Tinta Barroca, Tinta Roriz (Aragonés), Touriga Franca
e Touriga Nacional
Regido litoral e plana, divide-se entre Marcada influéncia atléntica, com chuvas Brancas: Ferndo Pires (Maria Gomes), Arinto, Bical, Cercial e
Bairrada terrenos argilo-calcarios e faixas abundantes e temperaturas médias suaves. Rabo de Ovelha
arenosas. Tintas: Baga, Alfrocheiro, Tinta Pinheira e Touriga Nacional
Regido circundada por montanhas em As montanhas abrigam as vinhas da influéncia Brancas: Encruzado, Bical, Cercial, Malvasia Fina, Rabo de
Dao-Lafbes todas as direccOes, assente em solos directa do clima continental e da influéncia maritima. | Ovelha e Verdelho

Tintas: Touriga Nacional, Alfrocheiro, Jaen e Tinta Roriz

Beira interior

Maioritariamente graniticos com
pequenas manchas de xisto e, embora
pouco comuns, manchas arenosas.

Influéncia continental extremada, com variacoes de
temperatura significativas, verdes curtos, quentes e
secos, e invernos prolongados e muito frios.

Brancas: Arinto, Fonte Cal, Malvasia Fina, Rabo de Ovelha e
Siria

Tintas: Bastardo, Marufo, Rufete, Tinta Roriz e Touriga
Nacional

Lisboa

Dividem-se entre zonas argilo-calcarias e
argilo-arenosas.

As vinhas implantadas junto ao litoral sofrem de uma
forte influéncia atlantica, enquanto as vinhas
estabelecidas no interior, protegidas da influéncia
maritima pelos diversos sistemas montanhosos,
beneficiam de um clima mediterranico de transicéo.

Brancas: Arinto, Ferndo Pires, Malvasia, Seara-Nova e Vital
Tintas: Alicante Bouschet, Aragonés, Casteldo, Tinta Mitida,
Touriga Franca, Touriga Nacional e Trincadeira
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Tabela VI-1: Continuag&o.

Regides Solos Clima Castas portuguesas recomendadas
Subdividem-se em trés cadastros Zona de transicdo climatica, de forte influéncia Brancas: Arinto, Ferndo Pires, Télia, Trincadeira das Pratas e
distintos: campo, leziria ou borda-d’agua, | mediterranica acompanhada por uma ascendéncia Vital,

Tejo mais fértil e proxima ao rio; charneca, mz_iis atlantica ou_mais continental, consoante a Tintas: Casteldo, Trincadeira, Aragonés e Touriga Nacional
com solos arenosos pobres e bairro, com | latitude e orografia.
encostas mais ingremes e solos argilo-
calcarios.
Heterogéneos, alternando entre as areias | O clima da regido é claramente mediterranico, com Brancas: Arinto, Ferndo Pires e Moscatel de Alexandria
finas e profundas das planicies e 0s verfes quentes e Secos, invernos amenos mas Tintas: Alfrocheiro, Trincadeira e Casteldo
Peninsula de solos calcarios e argilo-calcarios da Serra | chuvosos, com humidade elevada. S6 a Serra da
Setlbal da Arrabida. Arrabida, pela altitude elevada e pela proximidade ao
mar, beneficia de um clima de influéncia mais
atlantica.
Alternam entre o xisto, argila, marmore, O clima é claramente mediterranico, quente e seco, Brancas: Ant&o Vaz, Arinto e Roupeiro

Alentejo granito e calcario, numa diversidade com forte influéncia continental. Tintas: Alfrocheiro, Alicante Bouschet, Aragonés, Casteldo e
pouco comum. Trincadeira
Heterogéneos, dividindo-se por entre A costa a leste de Faro, o Sotavento, € mais quente | Brancas: Arinto, Malvasia Fina, Mantetdo e Siria
zonas de predominéncia arenosa, e de forte influéncia mediterrénica, e a costa a oeste | Tintas: Casteldo e Negra Mole

Algarve argilosa, calcaria, grés e litlicos, com de Faro, o Barlavento, € mais fresca, hiimida e
raras zonas xistosas nas encostas das temperada.
serras.

De origem vulcanica, sdo muito pobres. A influéncia maritima esta patente na precipitacao Brancas: Arinto da Terceira, Boal, Ferndo Pires, Terrantez do

Acores elevada e nas temperaturas amenas ao longo de Pico e Verdelho dos Agores.

todo 0 ano.
Madeira De origem vulcanica, férteis, acidos e Temperado e acentuadamente atlantico, com Brancas: Cercial, Verdelho, Boal e Malvasia

muito ricos em matéria organica.

temperaturas amenas durante todo o ano.

Tintas: Tinta Negra
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A fermentacdo espontanea permite a participacdo de vérias estirpes autdctones que
estdo presentes na superficie das uvas, e que evoluiram durante muito tempo nas areas de
producdo, presumindo-se que estas estirpes possam estar mais adaptadas as condicbes
ambientais, para além de conferirem caracteristicas que se identificam com a tipicidade de um
vinho de um determinado local (Capece et al., 2011, 2010b; Esteve-Zarzoso et al., 2000;
Nikolaou et al., 2006). As leveduras autdctones séo o resultado de uma sele¢do natural que esta
correlacionada com diversos fatores tais como o ambiente (solo, clima, castas), as tradigbes
locais, as préaticas agricolas e de vinificacdo (Capece et al., 2011). De facto, alguns autores
evidenciam que diferentes regies vitivinicolas sdo caracterizadas por uma grande diversidade
de estirpes de leveduras, sugerindo a ocorréncia de estirpes naturais especificas associadas ao
terroir (Carreto et al., 2008; Lopes et al., 2002; Renouf and Strehaiano, 2006; Schuller et al.,
2005; Tofalo et al., 2014; Valero et al., 2007). A avaliacdo da diversidade genética intra-
especifica de estirpes fermentativas associadas a vinhas mostrou que as populacbes de S.
cerevisiae podem ocorrer localmente devido a influéncias multifactoriais, sendo a casta um
desses fatores (Schuller et al., 2012). As leveduras dependem dos insectos como vetores para a
sua disperséo (Goddard et al., 2010). Recentemente foram descobertos os detalhes moleculares
da comunicagdo entre as leveduras S. cerevisiae e a mosca da fruta, que se baseia na atracao
da Drosophila pelo aroma produzido pelas leveduras (Christiaens et al., 2014). As vespas, para
além de um vetor de dispersdo, também podem funcionar como um reservatério natural de S.
cerevisiae durante todas as estaces do ano, desempenhando um papel importante na
manutencdo da diversidade ecol6gica e na conservacdo das populacbes de leveduras que
evoluiram ao longo de séculos em ambientes de cultura da vinha e da producdo de vinho

(Stefanini, Dapporto, Legras, Calabretta, e Di, 2012).

Os microorganismos sao capazes de responder as mudancas nas condicfes ambientais.
No processo de vinificacdo, a matriz evolui rapida e continuamente, exercendo uma presséo
ambiental que promove uma adaptacdo constante dos microorganismos (Divol et al., 2012). O
mosto de uva tem propriedades muito desfavoraveis para a sobrevivéncia da maioria dos
microrganismos, com pH entre 2,9 e 3,8 e elevada osmolaridade (200-300 g/L de agucares),
contudo as leveduras vinicas estdo bem adaptadas a estas condicdes. O inicio da fermentacao
agrava as condicbes para a maioria dos organismos: 0 ambiente torna-se anaerdbio, as
concentragdes de etanol aumentam e alguns nutrientes séo esgotados (Richter, Dunn, Sherlock,
e Pugh, 2013). E neste ambiente hostil que a levedura S. cerevisiae se torna a espécie

dominante na fermentacao.
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A espécie S. cerevisiae caracteriza-se pelo elevado potencial adaptativo a ambientes
adversos (Carreto et al., 2011). As estirpes vinicas apresentam uma grande variedade de
caracteristicas fenotipicas, que sdo um reflexo da elevada diversidade genética, e que se
correlacionam com a expressao de certos genes, com 0s niveis de certas proteinas e com a
regulacdo metabdlica (Rossouw et al., 2012a, 2010, 2009, 2008). Estudos de gendémica
comparativa revelaram os fatores genéticos que moldam a capacidade de adaptacdo de S.
cerevisiae a diferentes ambientes e que definem as suas caracteristicas fenotipicas. A elevada
diversidade gendmica entre estirpes de S. cerevisiae afeta diferentes niveis genéticos, desde a
frequéncia e localizagdo de polimorfismos nucleotidicos até a variabilidade no nimero de cdpias
de genes (Carreto et al., 2008; Liti et al., 2009; Schacherer et al., 2009). A evolugdo dos
fendtipos € muitas vezes motivada por fatores ambientais e pelas interac¢des entre cada
organismo e o ambiente envolvente (Kvitek et al., 2008). A vinificacdo, devido as caracteristicas
do mosto e do processo fermentativo, envolve uma combinacdo de varios stresses ambientais
(osmatico, acidico, etanol e de limitacdo de nutrientes) que acentuam as diferencas metabdlicas
entre as estirpes (Camarasa et al., 2011) uma vez que as vias metabdlicas reagem a varios
fatores. De facto, foi observada uma consideravel variacao fenotipica num estudo que envolveu
um conjunto de 72 estirpes de S. cerevisiae, isoladas em diferentes nichos ambientais, que
foram submetidas as condi¢fes de vinificacdo, sugerindo que esta espécie utiliza diversas
estratégias metabdlicas para enfrentar os constrangimentos ambientais (Camarasa et al., 2011).

Num trabalho anterior (Capitulo 1V), foram isoladas 64 estirpes de S. cerevisiae em seis
regides vitivinicolas portuguesas (Alentejo, Bairrada, Do, Porto e Douro, Tejo e Vinhos Verdes)
que apresentam diferentes caracteristicas edafoclimaticas. A recolha dos isolados de levedura
foi efectuada no final de fermentacfes espontaneas realizadas com uvas pertencentes a castas
recomendadas para cada uma das seis regides. Os diferentes habitats de onde estas estirpes
foram isoladas podem representar um conjunto de condicdes e stresses que possivelmente
contribuiram para a emergéncia de fenétipos ou de caracteristicas enoldgicas diferentes. Neste
estudo pretendeu-se avaliar se esta variedade de habitats favoreceu a ocorréncia de estirpes de
S. cerevisiae mais adaptadas as condi¢des vitivinicolas locais. Assim, foi analisada a diversidade
fenotipica das 64 estirpes, determinando um conjunto de caracteristicas importantes para avaliar
0 potencial enoldgico das leveduras, nomeadamente a resisténcia ao SO, a tolerancia ao etanol,
o fendmeno killer, o potencial de produgdo de H.S, a atividade B-glucosidasica e a atividade
galactosidasica. Por outro lado, avaliou-se o comportamento fermentativo e 0s principais

metabolitos produzidos pelas 64 estirpes, em microfermentacdes realizadas nas mesmas
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condicbes ambientais mas em dois mostos provenientes de duas das regifes vitivinicolas

diferentes (Porto e Douro e Vinhos Verdes).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ESTIRPES DE LEVEDURAS
Neste trabalho foram usadas 64 estirpes de S. cerevisiae, anteriormente diferenciadas
por andlises de sequéncias interdelta a partir de isolados de levedura recolhidos em diferentes
regides vitivinicolas (Capitulo IV). Na Tabela VI-2 apresentam-se as designacdes das estirpes e

as regides vitivinicolas de onde foram isoladas.

Tabela VI-2: Designacao das 64 estirpes de S. cerevisiae, regides vitivinicolas e castas de onde foram isoladas.

Regido Vitivinicola Casta Estirpes de S. cerevisiae
Vinhos Verdes Avesso C1, C2, C3, MC1, MC2
Loureiro LQ1, LQ2, LQ3, LO4, LQ5
Bairrada Baga B1, B2, B3, B4, B5
Alentejo Aragonés AE1, AE2, AE3, AE4, AC1, AC2, AC3
Tejo Casteldo RB1, RB3, RB4, RB5, RB6, RM1, RM2, RM3, RM4
Porto e Douro Aragonés DR1, DR2, DR3, DR4, DR5, DR6, DR7, DR8, DR9
Touriga Nacional D1, D2, D3, D4
Diio-Lafdes Touriga Nacional Dal, Da2, Da3, Da4, Da5, Da6, Da7, Da8, Da9, Dal0, Dall,

Dal2, Dal3, Dal4, Dal5, Dal6, Dal7, Dal8, Dal9, Da20

A levedura comercial Lalvin QA23® (Lallemand) foi usada como referéncia. De forma a garantir
que todas as estirpes tinham aproximadamente a mesma densidade celular, foram efetuados
indculos e procedeu-se ao acerto densidade Optica (D.O.). Para tal, a partir das estirpes
armazenadas em glicerol (30%, v/v) a -80 °C, foram feitas culturas celulares em 50 mL de meio
liquido YPD (1% extrato de levedura, p/v; 1% peptona, p/v; e 2% glucose, p/v) durante 48 h a 30
°C e 200 rpm. Apos a leitura da D.O.ss0 nm, centrifugaram-se as culturas celulares (5 min, 2250
/4000 rpm) e os sedimentos foram ressuspendidos numa solugédo de glicerol a 30% (v/v), de
modo a obter um valor de D.O.sso nm de 100,0. As culturas com as densidades celulares
acertadas foram armazenadas em microplacas a -80 °C, contendo 100 pL de cada suspenséo

celular, até a realizacdo das microfermentacoes.
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2.2 TESTES FENOTIPICOS

Foram realizados testes fenotipicos relevantes para a caracterizagdo do potencial
enoldgico das leveduras. De acordo os procedimentos anteriormente descritos (Capitulo IV,
2.3.1) testou-se a tolerancia ao etanol, a resisténcia ao diéxido de enxofre (SO), o potencial da
producdo sulfureto de hidrogénio (H2S), o fendmeno killer e a avaliacdo da atividade p-
glucosidasica. A resisténcia ao sulfato de cobre (CuSOs, 0,5 mM) e ao cloreto de sddio (NaCl,
3%, plv) foi determinada em microplacas de 96 pocos. Em cada pogo inoculou-se 2 uL de
suspensao celular (D.O.620 nm =1,0) em 100 pL meio YPD suplementado com os referidos
compostos quimicos. Os ensaios com as 64 estirpes foram efetuados em triplicado. Usou-se a
concentracdo celular inicial de aproximadamente 2x10 células/mL. Foi efetuada uma leitura das
microplacas (D.O.e20 nm) imediatamente a seguir ao indculo e outra ap6s 48 h de incubacdo a 30
°C. Para o tratamento dos resultados, foram consideradas apenas as estirpes com crescimentos
superiores a 0,2. A capacidade de utilizar a galactose foi testada num meio seletivo contendo
este aglicar como Unica fonte de carbono. Assim, ao meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB,
Difco™), preparado de acordo com as instrugdes do fabricante, foi adicionada galactose (5%,
plv). Esta solucdo foi esterilizada por filtracdo (0,20 pm) e armazenada a 4 °C. As suspensdes
celulares das estirpes foram adicionadas a tubos contendo 5 mL de meio, de modo obter uma
concentragdo celular inicial de 5x10° células/mL. Apds um periodo de incubacdo de 5 a 6 dias, a
26 °C, o crescimento foi avaliado visualmente, sendo considerados positivos 0s tubos que

evidenciavam turvacao e negativos 0s que se mantinham transparentes.

2.3 MICROFERMENTACOES

As microfermentagdes foram realizadas em dois mostos: uvas de castas brancas
provenientes da regido dos Vinhos Verdes, constituido por uma mistura de Loureiro e Avesso na
propor¢do aproximada de 50/50 %(v/v); e uvas da casta tinta Touriga nacional, procedente da
regido do Porto e Douro. O mosto de Loureiro e Avesso foi extraido a partir de uvas colhidas na
vindima de 2010. O processamento do mosto envolveu a adicdo de 30 mg/L de metabissulfito de
potassio e a clarificacdo a 4 °C durante 48 h, sendo posteriormente congelado (-20 °C) até a
realizagdo dos ensaios. Similarmente, na vindima de 2012, o mosto de Touriga nacional foi
preparado de acordo com a préatica utilizada na producéo de vinhos de bica aberta e/ou “rosés”,
ou seja, 0 sumo sem bagaco. De seguida adicionou-se metabissulfito de potassio (30 mg/L) e o
mosto foi congelado (-20 °C) até & realizagdo dos ensaios. As caracteristicas dos mostos
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utilizados (Tabela VI-3) foram determinadas nas instalagcbes da YeastWine, por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR), recorrendo ao equipamento Oenofoss™.

Tabela VI- 3: Composic¢do dos mostos de Touriga nacional e Loureiro e Avesso, utilizados nas microfermentacdes.

Touriga nacional Loureiro e Avesso

AcUcares fermentesciveis %(p/v) 26,1 21,2
pH 4,1 3,6
Acidez Total (g/L) 1,6 6,2

Os mostos foram pré-filtrados com membranas de microfibra de vidro (Millipore),
seguindo-se uma esterilizagdo com membranas de porosidade 0,45 pum (Millipore). As
microfermentacdes decorreram em baldes Erlenmeyer estéreis de 100 mL, contendo 0 mesmo
volume de mosto, tapados com rolhas previamente flamejadas que incluiam uma agulha estéril
para permitir a libertacdo de CO,. O indculo de cada uma das culturas celulares foi efetuado de
modo a obter uma concentracdo aproximada de 1x108 células/mL, utilizando os inéculos
preparados em 2.1. As microfermentagdes realizaram-se a 18 °C, com agitacdo de 70 rpm. A
monitorizagao efetuou-se por pesagens diarias até cessar a producao de CO, o que foi evidente
pelo valor constante da massa. As microfermentacdes que ndo terminaram em 50 dias foram

descartadas.

2.4 DETERMINAGOES ANALITICAS DOS VINHOS
As quantificacbes de frutose, de glucose, de etanol, de glicerol e de &cidos organicos
(acido acético, acido sucinico e acido malico) nos vinhos resultantes das microfermentacdes dos
mostos de Touriga Nacional e do lote de Loureiro e Avesso, efetuaram-se por HPLC conforme o
procedimento anteriormente descrito (Capitulo IV, 2.3.3). O rendimento do etanol foi determinado

pela formula Yetano= g etanol / § agticar consumido-

2.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A andlise estatistica dos resultados dos pardmetros determinados nas
microfermentacdes foi realizada utilizando o software do Microsoft Excel 2010®. Os resultados
das fermentacOes de cada mosto foram agrupados tendo em conta a regido de origem das
estirpes de S. cerevisiae e determinaram-se as médias e os desvios padrao de cada grupo para
cada parametro. Foi realizada a andlise de variancia one-way ANOVA dos seis grupos de
estirpes (Alentejo, Douro e Porto, Vinhos Verdes, Bairrada, Tejo e D&o-LafGes) para cada
parametro e para cada mosto, considerando-se as médias homogéneas quando p-valor > 0,05 e
médias com diferencas significativas quando p-valor < 0,05. No teste de andlise de variéncias
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(ANOVA), quando se rejeita a hipotese de igualdade das médias, ndo temos informacao sobre
qual ou quais 0s grupos séo responsaveis pela diferenca. Assim, para esses casos, efetuaram-
se adicionalmente comparacfes multiplas entre todos os pares dos seis grupos utilizando o teste
de Tukey-Kramer, com um nivel de significancia de 0,05.

3 RESULTADOS
No trabalho aqui reportado foram realizados testes fenotipicos e microvinificacbes, em
dois mostos distintos, com 64 estirpes de S. cerevisiae. Estas estirpes foram isoladas no final de
fermentagdes espontaneas de mostos obtidos a partir de diferentes castas recolhidas em seis
regides vitivinicolas (Alentejo, Douro, Vinhos Verdes, Bairrada, Tejo e D&o), no &mbito de
trabalhos anteriores (Capitulo IV).

Na Figura VI-1 (A) encontram-se resumidos os resultados dos testes fenotipicos da
tolerancia a varias concentracdes de etanol (12, 14, 16 e 18%, v/v) na presenca de 50 mg/L de
SO, e da resisténcia a diferentes concentrages de SO, (0, 75 e 100 mg/L) na presenca de
etanol a 12% (v/v), e na Figura VI-1 (B) os resultados do potencial da producéo de H.S, do
fendmeno killer, da avaliacdo da atividade B-glucosidasica e do crescimento em galactose. Na
Figura VI-1 apresentam-se os dados globais (em %) de estirpes de cada regido que: apresentam
crescimento (+) ou nédo crescimento (-) nos meios seletivos contendo etanol, SO, e galactose;
que sdo killer (K), neutras (N) ou sensiveis (S) em relacdo as estirpes de referéncia CECT 1182
(K) e CECT 1415 (S); e que apresentam diferen¢as qualitativas no crescimento nos meios
seletivos para avaliar a producdo de H»S e atividade B-glucosidasica. As classificacdes
qualitativas utilizadas nestes dois Ultimos testes foram: sem producdo/atividade, 0; baixa
producao/atividade, 1; producao/atividade intermédia, 2, e producao/atividade elevada, 3.

Os resultados indicam que maioria das estirpes, na presenca de 50 mg/L de SO, séo
tolerantes a 12 e 14% (v/v) de etanol (95 e 91% das estirpes, respetivamente), poucas (5%) séo
tolerantes a 16% (v/v) e nenhuma conseguiu crescer a 18% (v/v). Relativamente a resisténcia ao
SO,, a generalidade das estirpes (92%) conseguiu crescer com a maior concentracao testada
(100 mg/L), na presenca de etanol a 12% (v/v), e obviamente 0 mesmo se observou para as
concentragdes inferiores (95% das estirpes nas concentracdes de 50 e 75 mg/L). Todas as
estirpes conseguiram crescer no controlo sem etanol e com 50 mg/L de SO, e 98% das estirpes
cresceram no controlo com etanol a 12% (v/v) e sem SO,. A comparagdo dos resultados dos
controlos com os do crescimento com 12% (v/v) de etanol e 50 mg/L de SO, onde se observou
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Figura VI-1: Resultados dos testes fenotipicos, representados como percentagem de estirpes de cada regido
vitivinicola que: (A) sdo resistentes a diferentes concentracdes de etanol e SOz; e (B) sdo produtoras de H:S, tém
fendtipo killer, atividade B-glucosidasica e atividade galactosidasica. As classificagdes qualitativas utilizadas nos
testes de producdo de H2S e atividade B-glucosidasica foram: sem producao/atividade, 0; baixa producéo/atividade,
1; producdo/atividade intermédia, 2, e producdo/atividade elevada, 3, respetivamente. Nos meios seletivos com
etanol, SO2 e galactose, 0s sinais (+) / (-) assinalam se houve ou ndo crescimento.
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0 crescimento de 95% das estirpes, revelou que 3% das estirpes sdo menos resistentes quando

estes dois compostos estao presentes conjuntamente.

A maioria das estirpes (63%) apresenta um potencial de producdo de H>S médio, e 0
nivel mais elevado observou-se apenas em 2% das estirpes, que foram isoladas na regido dos
Vinhos Verdes. Por outro lado, as estirpes que mostraram ndo ser produtoras de H.S (4%),
foram isoladas nas regides do Alentejo e Tejo. De referir que as restantes estirpes isoladas no
Alentejo apresentaram baixa producdo de H.S, correspondendo a um terco dos 30% das
estirpes que apresentaram este nivel de producdo. A exce¢éo das estirpes isoladas na regido da
Bairrada, que foram todas classificadas como produtoras intermédias, as isoladas nas outras
regibes exibiram diferentes niveis de producdo de H.S. Relativamente ao fendtipo killer,
observou-se que nenhuma das estirpes testadas foi sensivel a toxina produzida pela estirpe de
referéncia CECT 1182 (K) e apenas 2% das estirpes inibiram o crescimento da estirpe de
referéncia CECT 1415 (S), sendo classificadas como killer. A quase totalidade das estirpes
(98%) revelou-se neutra. No que diz respeito a atividade B-glucosidasica, observou-se a mesma
percentagem de estirpes (44%) com atividade média e com atividade baixa, e a mesma
percentagem de estirpes (3%) com atividade elevada e sem atividade. De salientar que todas as
estirpes isoladas no Alentejo apresentam atividade B-glucosidasica média ou elevada, ou seja,
os dois niveis com maior atividade. Por fim, verificou-se que 94% das estirpes consegue utilizar a
galactose como fonte de carbono. Nestes resultados néo se observou uma relagéo entre o0s
fendtipos das estirpes e as suas regides de origem.

Os resultados da resisténcia ao CuSOs (0,5 mM) e ao NaCl (3%,p/v) estdo sumariados
na Figura VI-2 (A) e (B), respetivamente. Nos graficos apresentam-se os valores médios das
densidades celulares, obtidos com as estirpes de cada regido vitivinicola, cujo crescimento
celular (D.0.620 nm) foi superior a 0,2. A anélise da variancia (one-way ANOVA) demonstrou que
existe homogeneidade (p>0,05) entre as médias obtidas com as estirpes de cada regido, em
ambos os testes. No entanto, apesar da semelhanca das médias entre as regides, salienta-se a
desigualdade das percentagens de estirpes de cada regido que conseguiram crescer nestas
condigdes. Por exemplo, a percentagem de estirpes provenientes da regido do Dao-LafGes que
conseguiu crescer na presenca de CuSOs (0,5 mM) e de NaCl (3%, p/v), foi muito inferior a
observada com as estirpes das outras regides.
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Figura VI-2: Resisténcia ao CuSOs a 0,5 mM (A) e ao NaCl a 3% (p/v) (B), representadas como o valor médio da
densidade celular, e respetivo desvio padréo, obtido com as estirpes de cada regido vitivinicola em que se observou
um crescimento superior a 0,2. Para cada uma das regifes A (Alentejo), D (Porto e Douro), VV (Vinhos Verdes), B
(Bairrada), R (Tejo) e Da (Dédo-LafBes) encontra-se indicada a percentagem de estirpes que conseguiu obter um
crescimento superior a 0,2. As médias obtidas nas diferentes regides (para os graficos A e B) ndo tém diferencas
estatisticas significativas entre elas (ANOVA, p > 0,05).

Foram avaliados alguns parametros de fermentacdo nomeadamente, tempo de
fermentacdo e de laténcia (tempo até a perda de massa de 2 g/L), agucares residuais no fim de
fermentacdo (soma da glucose e da frutose), etanol produzido assim como o seu rendimento
(Yetanal), glicerol, e &cidos succinico, acético e malico. Na Figura VI-3. apresentam-se 0s valores
médios destes parametros, obtidos com as estirpes de cada uma das seis regides em
microfermenta¢6es com dois mostos distintos (um de uma mistura de Loureiro e Avesso e outro
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Figura VI- 3: Valores médios (e respetivos desvios padrdo) dos tempos de fermentacéo e dos principais metabolitos
obtidos nas microfermentacdes (18 °C) dos mostos de Loureiro e Avesso e de Touriga Nacional, com as estirpes S.
cerevisiae isoladas nas regides do Alentejo (A), Porto e Douro (D), Vinhos Verdes (VV), Bairrada (B), Tejo (R) e
Déo-Laftes (Da). Nos graficos do tempo de fermentagdo, a parte cinza claro das barras representa o tempo de
laténcia. As linhas horizontais a negrito correspondem ao valor médio de todas as regides.
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de Touriga nacional). A composi¢do dos dois mostos encontram-se descritas na Tabela VI-3
(Materiais e Métodos). Embora usualmente as fermentacdes de mostos de castas de uvas tintas
se realizem a temperatura ambiente, as microfermentacdes do mosto de Touriga nacional foram
realizadas com temperatura controlada a 18 °C, de forma a reproduzir as condicdes de

fermentagéo que foram utilizadas no mosto de Loureiro e Avesso.

Foi efetuada a andlise da variancia (one-way ANOVA) dos resultados de cada parametro
de forma a avaliar se existem diferencas significativas entre os seis grupos de estirpes, cujos p-
valor se encontram na Tabela VI-4. Esta andlise revelou diferencas significativas (p<0,05) em
todos os parametros analisados nas microfermentacfes do mosto de Touriga nacional e nos
parametros, tempo de fermentacédo e de laténcia, etanol e o seu rendimento (Yetanol), glicerol, e
acido malico, nas microfermentaces da mistura de Loureiro e Avesso. A andlise ANOVA indica
existirem diferencas entre as médias mas ndo mostra quais sao diferentes entre si. Assim foram
realizadas comparagbes mdltiplas entre todos os pares de médias dos pardmetros com
diferencas significativas utilizando o método de Tukey-Kramer (Tabela VI-4).

Tabela VI- 4: Resultados da andlise da variancia one-way ANOVA entre as seis regides vitivinicolas (Alentejo-A,
Porto e Douro -D, Vinhos Verdes-VV, Bairrada-B, Tejo-R e Ddo-Da), para o tempo de fermentacéo e de laténcia e
para 0s principais metabolitos obtidos nas microfermenta¢des dos mostos de Loureiro e Avesso e de Touriga
Nacional, e compara¢des mdiltiplas entre todos os pares de médias dos parametros com diferencgas significativas
(Tukey-Kramer).

Loureiro e Avesso Touriga Nacional

(Apl\_l\g\lloﬁr\) Tukey-Kramer * (Apl-\lvgl\c/)g Tukey-Kramer *
Tempo de fermentacédo 2,41E-03 A-D; A-VV; A-B; A-Da 8,04E-08 A-Da; D-VV, D-R; D-Da; B-Da
Tempo de laténcia 6,76E-05 A-D; A-VWV; A-B; A-Da; D-R; VV-R; R-Da
Aclcares residuais 3,54E-01 - 8,09E-05 A-Da; D-Da; VW-Da
Etanol 5,98E-03 A-D; D-Da 1,39E-08 A-VV; A-B; A-R; A-Da; D-VV; D-B; D-R
Yetanol 1,95E-03 A-D; A-VV; A-B; A-R; D-Da 5,27E-19 A-D; A-VV; A-B; A-R; A-Da; D-VV; D-B; D-R; D-Da
Glicerol 1,40E-10 A-Da; D-R; D-Da; VV-R; VV-Da; B-R; B-Da 1,37E-09 A-VV; A-Da; D-VV; D-Da; VV-Da; B-Da; R-Da
Acido acético 5,20E-01 - 8,89E-11 A-Da; D-WV; D-R; D-Da; VV-Da; B-Da; R-Da
Acido malico 1,12E-02 D-Da 5,76E-07 A-R; A-Da; D-R; D-Da; VV-Da
Acido succinico 6,45E-01 - 3,35E-13 A-R; A-Da; D-R; D-Da; VV-Da; B-Da; R-Da

Diferencas significativas da variancia assinaladas a negrito (p-valor < 0,05)
* Regifes vitivinicolas com médias estatisticamente diferentes entre si (Tukey-Kramer, a= 0,05)

O tempo de fermentacdo do mosto de mistura de Loureiro e Avesso foi em média

superior nos grupos de estirpes provenientes das regides do Alentejo (42,0 d) e do Tejo (38,4 d),
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mas nesta ultima o desvio padrdo foi bastante elevado, reflexo de uma grande variabilidade dos
resultados neste grupo. De facto, o teste de Tukey-Kramer mostrou que, a excep¢do da regido
do Tejo, a média do grupo do Alentejo foi significativamente diferente dos outros grupos. As
médias das restantes regides foram semelhantes, todavia o valor médio mais baixo (23,7 d)
correspondeu ao grupo de estirpes isoladas na regido dos Vinhos Verdes, a mesma regido de
origem do mosto utilizado nestas microfermentacfes. Estas diferencas também foram
observadas para o tempo de laténcia, ou seja, valores médios superiores nos grupos do Alentejo
(18,5 d) e Tejo (12,7 d) e menor valor médio no grupo dos Vinhos Verdes (3,0 d). Neste
parametro, mantiveram-se as diferencas entre grupos que se observaram no tempo de
fermentacdo e, adicionalmente, a média da regido do Tejo foi estatisticamente diferente das
médias do Douro e Porto, dos Vinhos Verdes e do Dao-Laf6es. Em relagdo as fermentacdes do
mosto de Touriga nacional, os tempos de fermentagdo com valores médios mais elevados
pertenceram aos grupos de estirpes do Dao-Lafoes (38 d) e do Tejo (36 d) e o valor médio mais
baixo foi observado na regido do Douro (21 d), que foi também a regido de origem deste mosto.

O valor médio desta regido apresentou diferencas significativas dos grupos dos Vinhos
Verdes, do Déo-Lafbes e do Tejo e semelhangas com as regides do Alentejo e da Bairrada, que
por sua vez também apresentaram diferencas com o grupo do D&o-Lafbes (Tabela VI-4). O valor
do tempo de laténcia destas microfermentacdes foi igual para todas as estirpes (2 d).

A percentagem de estirpes que conseguiu iniciar e conduzir as fermentacdes diferiu
relativamente as castas de uvas do mosto, como se pode observar na Figura Alll-2 do Anexo IIl.
A maioria das estirpes néo teve dificuldade em fermentar o mosto de Touriga nacional enquanto
23% das estirpes ndo conseguiu iniciar a fermentag@o do mosto de Loureiro e Avesso. Contudo,
como o mosto de Touriga nacional tinha uma elevada concentracdo de aglcares fermentesciveis
(261 g/L), algumas estirpes apresentaram um fraco desempenho no final da fermentagéo,
observando-se paragens de fermentagdo antes do consumo completo dos agucares. De facto, a
média global da concentragdo de acucares residuais nas fermentacfes de Touriga nacional foi
superior (5,23 g/L) relativamente a observada com o mosto de Loureiro e Avesso (1,82 g/L). No
entanto, € de salientar que o menor valor médio das fermentacdes de Touriga nacional foi
bastante inferior a média total, e pertenceu ao grupo do Douro (1,73 g/L), a regido de
proveniéncia deste mosto. O valor médio mais elevado foi bastante superior a média dos grupos
e correspondeu ao grupo do D&o-Lafées (12,9 g/L), mas o seu desvio padrdo foi bastante
elevado. O teste de Tukey-Kramer confirmou que a média desta regido foi significativamente
diferente da média das regides do Alentejo, Douro e Vinhos Verdes. Ainda no que diz respeito
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aos aclcares residuais, as médias das regides vitivinicolas foram homogéneas (p>0,05) nas
fermentacbes do mosto de Loureiro e Avesso. Relativamente & concentragdo de etanol, a média
obtida nas fermentagBes do mosto de Loureiro e Avesso (105,76 g/L) foi inferior a obtida nas
fermentacdes do mosto de Touriga nacional (112,61 g/L), como era expectavel tendo em conta a
concentracdo dos agucares fermentesciveis (Tabela VI-3). Pela andlise de variancia verifica-se
haver diferencas entre as fermentagdes nos dois mostos (Tabela VI-4). No caso do mosto de
Touriga nacional, as regides do Alentejo e do Douro e Porto tiveram a concentracdo média de
etanol inferior a média total e ambas mostraram diferengas em relacdo as regides dos Vinhos
Verdes, da Bairrada e do Tejo, onde se obervaram valores superiores. Em relagcdo aos
resultados com o mosto de Loureiro e Avesso apenas a regido do Douro se distinguiu das
regibes do Alentejo e do D&o. O rendimento em etanol (Yetano) apresentou uma média global
superior nas fermentaces com mosto Loureiro e Avesso (0,50) e a andlise de variancias
encontrou diferencas significativas nas fermentagdes com os dois mostos, em consequéncia das
diferencas encontradas nas concentracbes de etanol e de aglcares residuais. No caso das
fermentagdes do mosto de Loureiro e Avesso 0 menor rendimento correspondeu ao grupo do
Alentejo (0,49), que foi significativamente diferente das regides do Douro e Porto, dos Vinhos
Verdes, da Bairrada e do Tejo. O maior rendimento correspondeu ao grupo do Douro e Porto
(0,51) que se mostrou diferente da regido do D&o-Laf6es. O rendimento do grupo do Alentejo
(0,39) também foi 0 menor nas fermentacdes do mosto de Touriga nacional, e o teste de Tukey-
Kramer evidenciou diferencas com todas as outras regides. Nestas fermenta¢cBes a média da
regido do Douro e Porto (0,41) também foi inferior a média global (0,44) e diferente de todas as

outras regides.

A produgdo de glicerol foi superior nas fermentagdes do mosto de Loureiro e Avesso
com uma concentracdo média global de 6,13 g/L. A analise de variancias mostrou diferencas nos
resultados dos dois mostos, e a concentracdo média mais elevada correspondeu a regido do
Déo-Lafées em ambos 0s casos, com valores de 6,6 e 7,7 g/L para 0 mosto de Touriga nacional
e Loureiro e Avesso, respetivamente. Nas fermentagdes do mosto de Touriga nacional, para
além da concentracdo média da regido do Dao-Lafbes, que foi estatisticamente diferente de
todas as outras, também a regido dos Vinhos Verdes teve uma concentra¢do (5,5 g/L) superior a
média global (5,2 g/L) e revelou-se estatisticamente diferente das regides do Douro e Porto e do
Alentejo. Relativamente as fermentacdes do mosto de Loureiro e Avesso, a média da regido do
Tejo (7,1 g/L) também foi superior @ média global e ndo apresentou diferencas significativas da
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regido do Déo-Lafbes. As duas regides foram estatisticamente diferentes das regides do Douro e
Porto, dos Vinhos Verdes e da Bairrada.

A concentracdo média global de acido acético e de acido succinico nas fermentacdes
dos dois mostos foram similares. A andlise de varidncia destes dois pardmetros mostrou
homogeneidade entre as médias das seis regides nas fermentagdes do mosto de Loureiro e
Avesso, ao contrario das do mosto de Touriga nacional que apresentaram diferencas
estatisticas. O grupo da regido do Dao-Lafdes obteve os valores médios mais elevados destes
dois &cidos, resultados que foram significativamente diferentes dos das outras regiées. No que
diz respeito ao acido acético, as regides do Alentejo, da Bairrada e do Douro e Porto obtiveram
valores inferiores a média global (0,47 g/L), e a média da regido do Douro e Porto foi diferente
das médias das regides dos Vinhos Verdes e do Tejo. As médias da regido do Alentejo e do
Douro foram inferiores a média global do acido succinico (0,53 g/L) e estatisticamente diferente
da regido do Tejo.

Relativamente ao &cido malico, a média global das fermenta¢fes do Loureiro e Avesso
(2,78 glL) foi ligeiramente maior que a das fermentacGes de Touriga nacional (2,02 g/L) e a
analise de varidncias revelou diferencas estatisticas nos dois casos. Nas fermentacbes de
Touriga nacional as concentracdes das regides do Déao-Lafées e do Tejo foram superiores a
média global e estatisticamente diferentes das concentragdes regides do Alentejo e do Douro e
Porto. Relativamente as fermentacfes do mosto de Loureiro e Avesso, a concentracdo da regido
do Déo-LafGes foi inferior a média global e estatisticamente diferente da concentracdo da regido
do Douro.

4 DiscussAo

Nos ultimos anos tém sido realizados estudos que reportam correlagdes entre algumas
caracteristicas fenotipicas de estirpes de S. cerevisiae e as suas aplicacdes tecnoldgicas: a
resposta das estirpes produtoras de sake a varios stresses € consistente com a especializagdo
do seu metabolismo para se desenvolverem nestas condi¢des de fermentacdo (Kvitek et al.,
2008); as estirpes utilizadas na panificacdo produzem menor quantidade de glicerol, de acetato e
de succinato e as utilizadas em laboratorio produzem concentracdes elevadas de butirato de etilo
(Camarasa et al., 2011). Também tém sido reportados fenétipos semelhantes entre estirpes
provenientes dos mesmos nichos ecoldgicos: isolados de solo de carvalhais situados em zonas

frias sdo mais resistentes ao congelamento-descongelamento, caracteristica importante para a
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sua sobrevivéncia no inverno (Kvitek et al., 2008); isolados de solos e de amostras clinicas séo
mais resistentes ao stress oxidativo (Diezmann and Dietrich, 2009); isolados das vinhas tém
mais resisténcia ao sulfato de cobre, que pode resultar de uma adaptacdo adquirida pela
utilizacdo deste composto como fungicida (Fay et al., 2004; Kvitek et al., 2008).

No presente trabalho, com a caracterizagdo da diversidade fenotipica e enol6gica de um
grupo de 64 estirpes de S. cerevisiae pretendeu-se estimar i) se estirpes isoladas a partir de
mostos pertencentes a mesma regido vitivinicola partilham fendtipos similares e ii) se as
interacdes entre as leveduras e as condicfes ambientais favorecem a ocorréncia de estirpes
mais adaptadas as condi¢des vitivinicolas locais. As estirpes estudadas foram isoladas no final
de fermentacOes espontadneas de mostos provenientes das regides do Alentejo, do Douro e
Porto, dos Vinhos Verdes, da Bairrada, do Tejo e do D&o-Lafées, ou seja, resistram a
combinagdes de diversos stresses ambientais durante o processo fermentativo, que podem ter

variado em fungéo da casta fermentada e da regido de origem.

A fenotipagem foi efetuada recorrendo, maioritariamente, a testes habitualmente
utilizados para a caracterizagdo do potencial enoldgico das leveduras e mostrou a diversidade
das populagdes de estirpes de cada regido, a semelhanca do verificado noutros estudos de
caracterizagdo populacdes de S. cerevisiae, particularmente nas estirpes isoladas em ambientes
vitivinicolas (Camarasa et al., 2011; Csoma et al., 2010; Franco-Duarte et al., 2014; Kvitek et al.,
2008; Mendes et al., 2013).

Os resultados relativos aos testes da tolerancia ao etanol, da resisténcia ao SO, do
fendmeno killer, da producédo de H,S, da atividade da B-glucosidase e da utilizacdo da galactose
como fonte de carbono ndo apresentaram diferencas entre as populacbes das seis regides
vitivinicolas (Figura VI-1 A e B). A tendéncia observada na populacdo do Alentejo para produzir
menos H»S e ter maior atividade da B-glucosidase pode ser casual, sendo necessario avaliar um
maior nimero de estirpes, e que sejam isoladas em diferentes anos viticolas, para se poder

afirmar que existe este padréo.

A fermentacdo de mostos das mesmas castas e provenientes das mesmas regides de
origem de duas das populacdes em estudo (Douro e Porto e Vinhos Verdes), permitiu obter
informacOes sobre o comportamento fermentativo das seis populagdes de estirpes autoctones,
assim como dos principais metabolitos produzidos. Com exce¢do da concentragdo média de
glicerol que apresentou valores superiores na populacdo do Déo-Lafdes em ambos 0s mostos,
as concentragdes dos restantes metabolitos produzidos por cada populacdo divergiram nas
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fermentagdes dos dois mostos. Isto sugere que, pelo menos para 0s compostos analisados, as
estirpes utilizaram diferentes estratégias metabdlicas para responder aos condicionalismos
ambientais independentemente da sua regidao de origem. Esta diversidade dos perfis metabdlicos
também foi observada em investigacdes semelhantes, que utilizaram mostos para fazer o estudo

metabdlico de populacdes de S. cerevisiae (Camarasa et al., 2011; Csoma et al., 2010).

No que respeita a resisténcia das estirpes ao sulfato de cobre, na concentracdo mais
elevada utilizada no guia da OIV (OIV, 2012), e ao stress osmotico provocado pela presenca de
NaCl a 3% (p/v), ndo se observaram desempenhos estatisticamente diferentes entre as
populacdes de estirpes das seis regides que conseguiram crescer nestas condicdes. No entanto,
apesar da homogeneidade das médias populacionais das estirpes que conseguiram crescer, a
percentagem de estirpes de cada regido que conseguiu desenvolver-se nestas condicdes de
stress variou em ambos os testes, sendo a populagdo do Dao-LafGes aquela onde se observou
uma menor percentagem de estirpes resistentes. O cobre pode estar presente no mosto como
consequéncia do uso do sulfato de cobre nas vinhas como fungicida, mas apesar dos efeitos
toxicos que as elevadas concentracfes tém no crescimento das leveduras, algumas conseguem
desenvolver mecanismos de defesa (OIV, 2012), existindo estudos que relatam a maior
resisténcia ao sulfato de cobre por parte de estirpes isoladas em vinhas (Fay et al., 2004; Kvitek
et al., 2008; Warringer et al., 2011b). Embora o teste da resisténcia ao stress osmotico
provocado pela presenca de NaCl, 3% (p/v), ndo seja utilizado habitualmente na avaliagdo do
potencial enoldgico, € um pardmetro importante quando se pretende avaliar o potencial de
aplicacdo de leveduras para a panificacdo. Por outro lado, algumas vinhas estéo plantadas em
solos mais salinos e absorvem os ifes de sddio e de cloro por difusdo passiva que,
consequentemente, entram nos bagos de uva (Stevens and Walker, 2002). Quando as leveduras
sao inoculadas no mosto sofrem o stress osmoético devido ao elevado teor de agucar e a
presenca de cloreto de sodio pode aumentar a osmolaridade do ambiente (Trainotti and
Stambuk, 2001). Sabe-se que 0o mecanismo de defesa das leveduras ao stress salino se baseia
no ajuste osmotico pela sintese de osmdlitos e sistemas de transporte de catifes para excluséo
do saodio. Os principais osmolitos produzidos pelas leveduras sdo os polidis, em particular o
glicerol (Blomberg and Adler, 1992). Como ja foi referido anteriormente, neste trabalho observou-
se que apenas 25 % da populacdo da regido do Déo-Lafbes consegue crescer na presenca de
3% (p/v) de NaCl o que, comparativamente com as outras popula¢des do estudo, evidencia uma
maior sensibilidade osmética desta populacdo. Também ja foi referido anteriormente que a
populacdo do Dao-LafGes produziu concentragfes mais elevadas de glicerol nos dois mostos, e
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este resultado podera estar relacionado com a maior sensibilidade osmoética desta populagdo
que muito possivelmente inicia a reacdo ao stress em teores mais baixos. Adicionalmente a
concentracgdo de glicerol, na fermentagdo do mosto de Touriga nacional (que tinha concentragao
mais elevada de acucares fermentesciveis) também se observou uma concentragdo mais
elevada de &cido acético e um maior tempo de fermentacdo por parte da populacao do Déao-
Lafbes. Esta observacdo é concordante com a conclusdo de um estudo australiano (Donkin et
al., 2010) que avaliou o impacto do teor de sal no mosto (que tem vindo a aumentar devido ao
aumento da salinidade dos solos) no desempenho das leveduras durante a fermentagéo, e que
concluiu que aumenta o tempo de fermentacéo e séo produzidas concentracfes mais elevadas

de glicerol e &cido acético.

No entanto, embora existam varios fatores ambientais que influenciam o metabolismo
das leveduras na producéo de glicerol (Du et al., 2011; OIV, 2012; Radler and Schutz, 1982;
Rankine and Bridson, 1971; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Scanes et al., 1998; Yalcin and Ozbas,
2008), um estudo que avaliou a producao de glicerol de 19 leveduras vinicas comerciais (Remize
et al., 2000) concluiu que a variabilidade da concentracdo de glicerol é influenciada
predominantemente pela estirpe, enquanto os fatores ambientais tém um menor efeito. Se
tivermos em consideracdo este Ultimo estudo, os resultados relativos a populagdo da regido do
Déo-Laf6es indiciam que estas estirpes partilham esta caracteristica de produzir teores mais
elevados de glicerol.

Relativamente ao comportamento fermentativo das seis populacdes de estirpes nos dois
mostos, 0s resultados revelaram que as fermentacGes mais réapidas foram efetuadas pelas
populagBes pertencentes & mesma regido de origem do mosto fermentado, 0 que apoia a
hipétese de que estas estirpes estdo melhor adaptadas as caracteristicas ecolégicas e
tecnoldgicas dos mostos da sua area de viticultura. Relativamente ao mosto de Loureiro e
Avesso, embora a populagdo de estirpes dos Vinhos Verdes tenha obtido tempos médios de
fermentacdo e de laténcia mais curtos, as regides do Douro e Porto, da Bairrada e do Déo-
Laftes tiveram um comportamento muito similar. No entanto as populacdes do Alentejo e do
Tejo, regides com mostos de caracteristicas muito diferentes dos da regido dos Vinhos Verdes,
tiveram maior dificuldade na vinificagdo do mosto de Loureiro e Avesso, com longos tempos de
laténcia e de fermentacéo e grande percentagem de fermentacfes amuadas (Anexo lll). No que
diz respeito ao mosto de Touriga nacional, evidenciou-se a maior capacidade da populac¢éo do
Douro e Porto para a fermentacdo deste mosto, apresentando diferengas significativas das
populacdes do D&o-Lafdes, do Tejo e dos Vinhos Verdes. De salientar que embora as estirpes
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da regido do D&o-Lafoes tenham sido isoladas a partir de mosto da casta de uvas de Touriga
nacional, a média do tempo de fermentacdo deste grupo de estirpes foi 0 mais elevado. Este
resultado sugere que a regido vitivinicola de origem do mosto tem maior impacto no
desempenho das estirpes durante o processo fermentativo do que a casta de uvas que o
constitui. Os diferentes desempenhos das populagdes de estirpes nos processos fermentativos
refletiram-se nas concentracdes de agucares residuais. No caso do mosto de Loureiro e Avesso
as concentracbes foram homogéneas, mas relativamente ao mosto de Touriga nacional a
dificuldade da populagdo do Dé&o-Lafées em terminar as fermentacGes foi confirmada pela
elevada concentracdo de agucares residuais, contrariamente a regido do Douro e Porto que teve
a concentracdo mais baixa. O comportamento fermentativo observado neste trabalho reforca a
hipétese de que as estirpes autoctones de uma regido, por estarem mais adaptadas as
condicbes ambientais vitivinicolas, tém uma maior capacidade para fermentar os mostos da sua
regido de origem. Estudos anteriores também observaram elevada influéncia da origem do
isolamento das estirpes no desempenho da fermentacdo (Capece et al., 2012; Lopes et al.,
2007a; Rodriguez et al., 2010; Romano et al., 2003).

Estes resultados indicam que é vantajoso utilizar leveduras de arranque obtidas em
vinhas pertencentes a mesma regido vitivinicola do mosto a fermentar, desde que tenham boas
propriedades enoldgicas e sejam capazes de garantir a fermentacdo alcodlica durante todo o
processo. Desta forma, programas de isolamento de leveduras autdctones das diferentes regides
vitivinicolas, que apos a selecdo de estirpes “a la carte” para cada produtor e/ou regido, podem
contribuir para a qualidade e diferencia¢do dos vinhos produzidos.
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1 DISCUSSAO GERAL E PERSPETIVAS DE TRABALHO

O principal objetivo deste doutoramento foi diversificar os produtos e servicos da
empresa Vinalia. Recorrendo a aplicagdes do conhecimento atual em biotecnologia de
leveduras, pretendeu-se disponibilizar ao setor vitivinicola, solu¢Bes direcionadas para a
melhoria da qualidade do vinho. Estas envolveram o desenvolvimento de um método de alto
débito para a extracdo de DNA de leveduras e a exploracdo da diversidade de estirpes com
potencial enoldgico, isoladas em diferentes regides vitivinicolas portuguesas, para aplicacdo na
producdo de vinhos tipicos dessas regides ou para a obtencdo de novos produtos
biotecnolégicos.

A industria vitivinicola recorre frequentemente ao uso de starters de levedura uma vez
que estes asseguram o controlo microbiolégico da fermentacdo e a qualidade do vinho
produzido. Quando sdo utilizados os mesmos starters de levedura, esta pratica garante também
um certo grau de reprodutibilidade da qualidade do vinho entre campanhas vitivinicolas. Existem
cerca de duas centenas de starters de levedura comercialmente disponiveis (Mendes et al.,
2013), alguns com uma grande abrangéncia de utilizag&o (independentes do tipo de vinho ou da
casta). Tem sido defendido que a utilizacdo quase universal destes starters generalistas tem
contribuido para uma uniformizacdo e descaracterizacdo dos vinhos, razdo pela qual os
enologos e produtores de vinho tém demonstrado maior interesse por leveduras que contribuam
para a diferenciagdo dos seus produtos. Por forma a ir ao encontro das necessidades do
mercado, justificou-se que uma das principais metas deste trabalho tenha sido a obtencdo de
novos recursos biologicos que contribuam para manter e melhorar as caracteristicas

diferenciadoras dos vinhos nacionais e internacionais.

A principal abordagem para a obtencdo de novos starters para o mercado tem sido a
exploracdo da diversidade de leveduras presentes nos ambientes vitivinicolas. Em geral, 0s
estudos de diversidade inter- e intraespecifica analisam um grande ndmero de isolados naturais
de leveduras e 0 seu processamento requer métodos de analise de alto débito. A caracterizagdo
genética destes isolados envolve a extracdo de DNA, uma etapa que pode ser morosa. Assim,
com o objetivo de isolar rapidamente o DNA de leveduras para a subsequente analise

genotipica, desenvolveu-se um método simples, econdmico e de alto rendimento.

Tendo por base um num método previamente descrito (Lopez et al., 2001), foi
optimizado e validado um método de isolamento de DNA num formato de microplaca de 96
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pocos. Este método envolve a disrupcdo enzimatica da parede celular seguida de lise das
células com um detergente, e subsequente precipitacdo de DNA com isopropanol e etanol. A
concentracdo média de DNA obtida a partir de 12 estirpes S. cerevisiae e de outras 12 espécies
de culturas crescidas em microplaca foi de 20 ng/pL e 50 ng/uL, respetivamente. Esta gama de
concentragdes permite a utilizacdo direta do DNA nas amplificacbes por PCR (sem ajustes
adicionais de concentracdo) para 0s métodos de analise de sequéncias interdelta, de loci de
microssatélites e de regides ITS ribossomais. O método otimizado permite processar 1536
amostras (16 microplacas) num dia de trabalho, 0 que se traduz num aumento de oito vezes
relativamente ao método convencional. De acordo com a informagdo disponivel on-line, este
método miniaturizado é tdo rapido como as solugdes comerciais apresentadas em formato de

microplacas e 0 seu custo é cerca de 50 vezes inferior.

A obtencdo de estirpes com caracteristicas enoldgicas particulares pode ser conseguida
recorrendo a andlise genotipica e fenotipica em larga escala de isolados naturais de leveduras,
recolhidos no final de fermentacdes espontaneas de mostos de uvas selecionadas. Desta forma,
em 2009, foram colhidas 66 amostras de uvas de diferentes castas (Aragonés, Avesso, Baga,
Casteldo, Loureiro e Touriga Nacional) pertencentes a seis regides vitivinicolas portuguesas
(Vinhos Verdes, do Déo, do Douro, da Bairrada, Tejo e do Alentejo). Apés as fermentacdes
espontaneas foram obtidos 1500 isolados de leveduras e a andlise de sequéncias interdelta
permitiu diferenciar 64 estirpes de S. cerevisiae.

Os programas de sele¢do de leveduras para aplicacdo enoldgica podem ser exaustivos
devido ao elevado numero de amostras e a diversidade de critérios envolvidos. Com o intuito de
simplificar este processo foram testadas duas abordagens: por um lado foram comparados 0s
resultados de estirpes obtidas a partir de dois tipos de amostras, ndo compostas (constituidas
por mosto extraido de uvas provenientes do mesmo local de amostragem na vinha) e compostas
(constituidas por volumes iguais de mostos obtidos a partir de uvas provenientes de diferentes
locais da mesma vinha); por outro, testou-se um modelo de selecdo de leveduras orientado
segundo uma anédlise sequencial dos critérios enolégicos, em que apenas as estirpes
selecionadas na etapa anterior foram submetidas a andlise dos critérios enologicos das etapas

seguintes.

Os critérios enoldgicos envolveram testes fenotipicos qualitativos e microfermentacdes
em mosto de Loureiro e Avesso. A sua analise seguiu a seguinte sequéncia: duracao total da

fermentacdo, perfil organolético, resisténcia ao sulfuroso (SO), tolerancia ao etanol, fenémeno
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killer, potencial de producdo de sulfureto de hidrogénio (H.S), actividade da B-glucosidase, e
concentracdo dos principais metabolitos (etanol, glicerol e &cido acético) no final da fermentacéo
assim como a concentracdo de aglcares residuais (glucose e frutose). Este processo de sele¢éo
iniciou-se com as 64 estirpes de S. cerevisiae e com a levedura comercial Lalvin QA23®, que foi
utilizada como referéncia. Das 64 estirpes, apenas 49 iniciaram a vinificagdo do mosto de
Loureiro e Avesso. Destas, foram escolhidas as estirpes cuja duracdo da fermentagéo foi igual
ou inferior a da estirpe de referéncia e que simultaneamente apresentaram apenas descritores
aromaticos positivos, reduzindo o nimero de estirpes para 13. De seguida, os resultados dos
testes fenotipicos restringiram para trés o ndmero de estirpes em andlise. Finalmente, a
intersecdo dos resultados da andlise quimica (frutose, glucose, etanol, glicerol e &cido acético)
aos vinhos obtidos com a duracdo da fermentagdo e analise organolética, permitiu selecionar a

estirpe D3.

Os resultados mostraram ainda que as estirpes que chegaram a fase final da selecéo
foram as obtidas a partir das amostras compostas, sugerindo que estas possuem caracteristicas
enoldgicas mais competitivas. Desta forma, quando ndo é relevante estudar a diversidade das
estirpes de S. cerevisiae, é possivel reduzir significativamente o trabalho e os custos dos testes
de selecdo de leveduras enoldgicas.

O programa de selecdo da estirpe D3 baseou-se na avaliagdo de algumas
caracteristicas enoldgicas, que foram determinadas em testes a escala laboratorial. Embora
estes testes em pequena escala sejam essenciais na selecdo de novas estirpes vinicas,
principalmente quando envolvem um grande nimero de estirpes, eles ndo reproduzem com
exatiddo as vinificagbes industriais. Por esta razdo foi avaliado o comportamento fermentativo
desta levedura em vinificages realizadas a escala piloto e industrial, em diferentes mostos de
castas de uvas brancas (Alvarinho, Loureiro, Batoca, Loureiro/Avesso, Chardonnay, Sauvignon
blanc, Riesling e Gewurztraminer) e de uvas tintas (Touriga nacional, Cabernet sauvignon, Merlot
e Syrah), e nas condicdes tecnoldgicas geralmente utilizadas nos processos industriais. Em trés
castas de uvas brancas (Loureiro, Batoca e mistura de Loureiro e Avesso) foram realizadas
fermentacGes em paralelo com a levedura comercial Lalvin QA23®. A implantagdo das estirpes
foi efetiva em todas as fermentacoes, tanto as realizadas com a levedura D3 como a comercial
Lalvin QA23®. Os tempos de fermentagdo com a estirpe D3 variaram entre 7 a 14 dias para as
castas de uvas brancas (16, 18-20 °C) e entre 4 e 7 dias para as castas de uvas de tintas (25-28
°C). As concentragOes de glicerol obtidas com a estirpe D3 foram superiores ao limiar de

percecao sensorial no vinho (entre 5,8 e 13,11 g/L).
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As andlises aos compostos volateis do aroma destes vinhos revelaram que o0s
produzidos com a estirpe D3 tinham teores mais elevados de compostos em C6, de alcoois
superiores, de ésteres etilicos de acidos fixos, de acetatos, de alcoois monoterpénicos, de 6xidos
e diéis monoterpénicos, de C13-norisoprendides e de fendis volateis, enquanto os produzidos
com a estirpe Lalvin QA23® evidenciaram concentracfes superiores de ésteres de acidos gordos
e acidos gordos volateis. Os valores da atividade de odor (OAV) revelaram que a generalidade
dos compostos que tiveram um maior contributo para o aroma foram 0s que tém origem no
metabolismo da levedura, ou seja, foram compostos que pertencem as classes quimicas de
alcoois superiores, ésteres de acidos gordos, acetatos e acidos gordos volateis. Destes, destaca-
se 0 éster 9-decenoato de etilo, que apenas apresentou teores superiores ao limiar de percecdo
nos vinhos produzidos com a estirpe D3. Este éster, que confere um aroma frutado, é produzido
durante a fermentacdo sendo a sua forma¢do dependente dos metabolismos do azoto e lipidico
da levedura. Assim, uma vez que os valores deste composto nos trés vinhos de diferentes castas
sao muito superiores nos produzidos com a estirpe D3, comparativamente aos obtidos com a

levedura comercial, parece que esta € uma caracteristica metabdlica da estirpe selecionada.

A andlise sensorial aos vinhos das castas Loureiro e Avesso revelaram que o vinho
produzido com a estirpe D3 tem um aroma frutado mais intenso, tem um sabor mais persistente
e que transmite uma maior sensagdo de calor, em compara¢do com o obtido com a estirpe
comercial. Estas caracteristicas sensoriais sdo fundamentadas pelos resultados das
concentracdes de alcoois superiores, ésteres e acetatos, que contribuem para as notas frutadas,
e de etanol e de glicerol, que conferem a sensacdo de calor e corpo do vinho. Este trabalho
demonstrou que a estirpe selecionada D3 tem um bom potencial enoldgico e que pode ser

utilizada em vinificaces a escala industrial, em castas de uvas tintas e brancas.

As estirpes de S. cerevisiae apresentam uma grande variedade de caracteristicas
fenotipicas, possuem um metabolismo fermentativo eficiente e um elevado potencial de
adaptacdo a ambientes adversos. As 64 estirpes de S. cerevisiae, cujo isolamento e
caracterizacdo genética foi descrito anteriormente, sdo provenientes de seis regides vitivinicolas
portuguesas que apresentam diferentes caracteristicas edafoclimaticas. Os diferentes habitats
de onde estas estirpes foram isoladas podem representar um conjunto de condi¢Oes e stresses
que possivelmente contribuiram para as suas caracteristicas enolégicas (a emergéncia de
fendtipos ou de caracteristicas enoldgicas diferentes). Assim, pretendeu-se avaliar se as
populacOes de estirpes isoladas a partir de mostos pertencentes a mesma regido vitivinicola

possuiam fendtipos similares e se 0s contextos ambientais a que estiveram sujeitas favoreceram
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a ocorréncia de estirpes mais adaptadas as condi¢@es vitivinicolas locais. Foram analisadas
caracteristicas importantes para avaliar o potencial enolégico das leveduras, nomeadamente a
resisténcia ao SO, a tolerancia ao etanol, o fendmeno Kkiller, o potencial de producéo de H.S, a
actividade da B-glucosidase e da utilizagdo da galactose como fonte de carbono. Os resultados
obtidos nestes testes ndo apresentaram diferencas entre as populagdes das seis regides
vitivinicolas. Foram também realizadas microfermentagdes em mostos de Loureiro e Avesso e
Touriga nacional, provenientes de duas das regides de origem das populacbes em estudo
(Vinhos Verdes e Douro, respetivamente). Estas fermentagcbes permitiram comparar o
desempenho fermentativo e alguns dos compostos metabolizados pelas diferentes estirpes.
Relativamente a estes Ultimos, os resultados foram diversos, sugerindo que as estirpes
utilizaram diferentes estratégias metabdlicas para responder aos condicionalismos ambientais,
independentemente da sua regido de origem. Os resultados do desempenho fermentativo
revelaram que as vinificacdes mais rapidas foram efetuadas pelas estirpes pertencentes a
mesma regido de origem do mosto, 0 que apoia a hipétese de que estas estdo melhor adaptadas
as caracteristicas ecolégicas e tecnoldgicas dos mostos da sua area de viticultura.

A indUstria vitivinicola, mesmo a mais tradicional, beneficia do uso de leveduras starter
que aumentam a eficiéncia de producdo e/ou a qualidade do vinho produzido. Tém sido
observados progressos significativos na exploragdo da diversidade de estirpes de leveduras
presentes nos ambientes vitivinicolas, quer para utilizacdo na producéo de vinhos com leveduras
autéctones (Blanco et al., 2013; Capece et al., 2010b; Lopes et al., 2007b; Rodriguez-Palero et
al., 2013; Sorrentino et al., 2012; Tristezza et al., 2012) quer para a obtencdo de novos starters
para usos mais generalistas (Lallemand, 2008).

Os estudos recentes que sustentam 0 conceito de que existe uma componente
microbiolégica do terroir (Bokulich et al., 2014; Gayevskiy and Goddard, 2012; Knight and
Goddard, 2014) sdo de grande importancia para a industria vitivinicola, na medida em que
valorizam este recurso biolégico e a sua utilizagdo como starter autctone na producéo de vinhos
caracteristicos de determinadas regides. No futuro, talvez seja possivel integrar uma lista de
leveduras autdctones representativas do terroir de cada regido vitivinicola na regulamentacdo do
setor, a semelhanca do que acontece com as castas de uvas recomendadas. Na verdade, esta
ja € uma realidade para outros alimentos fermentados que sdo caracteristicos de determinadas
regibes e possuem indicacdo geografica (GI) como é o caso do queijo Roquefort (Capozzi and
Spano, 2011; Capozzi et al., 2012).
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Para além de disponibilizar ao setor vitivinicola um servico de isolamento, caracterizacdo
e selecdo de leveduras autdctones para a produgdo de vinhos tipicos, sera também necessario
encontrar uma forma simples de propagar e produzir as leveduras autdctones selecionadas.
Para as empresas de producdo de leveduras starter, a producdo de pequenas quantidades de
leveduras autdctones, por vezes bastante diferentes, ndo € lucrativa. Maqueda (2011) propds
um procedimento barato para responder rapidamente ao pedido de produgéo de culturas frescas
de leveduras para produtores locais. No entanto, seria desejavel encontrar solucbes que
permitam fornecer culturas de leveduras para qualquer produtor vitivinicola, independentemente

da sua localizagéo.

Outra estratégia para a obtencdo de novos starters de leveduras para aplicacdo
comercial € o melhoramento genético de isolados naturais, uma vez que a grande maioria ndo
tem a potencialidade das estirpes que sdo melhoradas para determinadas caracteristicas
enologicas (e.g. determinados atributos sensoriais, floculag&o). Nos ltimos anos, as leveduras
geneticamente modificadas ndo tém encontrado aplicabilidade na industria vitivinicola em virtude
das regulamentacdes restritivas e da recusa dos consumidores. Em alternativa, esta a surgir
uma nova tendéncia: a obtencdo de estirpes melhoradas por técnicas que ndo originam
microrganismos geneticamente modificados (MGM). As estirpes melhoradas por estas técnicas
podem ser aplicadas diretamente nos processos de vinificacdo, satisfazendo assim a procura do

setor vinicola por starters com caracteristicas enolgicas particulares e/ou superiores.

Este doutoramento, que decorreu em ambiente empresarial, teve como principal
proposito desenvolver novos servigos e produtos biotecnoldgicos para a Vinalia disponibilizar ao
setor vitivinicola. O trabalho realizado possibilitou a conce¢do de um servico inovador de
isolamento, caracterizacdo e selecdo de leveduras enoldgicas autoctones, que neste estudo
revelaram estar mais adaptadas as caracteristicas ecoldgicas e tecnoldgicas dos mostos da sua
area de viticultura, e que podem ser selecionadas “a la carte” para cada produtor e/ou regido. No
ambito deste doutoramento, foi constituida uma colecdo de 64 estirpes de S. cerevisiae
provenientes das principais regides vitivinicolas portuguesas, que € um importante recurso
bioldgico que a empresa pode explorar para diversificar os starters de levedura disponiveis no
mercado. No decorrer deste trabalho foi ainda selecionada uma estirpe (D3), que apresentou
caracteristicas enoldgicas diferenciadoras a escala laboratorial e que foram confirmadas a escala
piloto e industrial.
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Dinamizacao das atividades de 1&D na empresa Vinalia

RESUMO

A Bolsa de Doutoramento em Empresa “Novos produtos biotecnoldgicos e servicos para
a industria dos vinhos”, teve como finalidade proporcionar a empresa Vinalia o alargamento da
gama dos seus produtos e servicos, que advém do conhecimento cientifico atual. A par do
trabalho de investigacdo desenvolvido para atingir esse objectivo, foram realizadas outras
atividades para dinamizar a 1&D da empresa. Os resultados positivos obtidos na sele¢do de
leveduras motivaram a empresa a rentabilizar os trabalhos em curso tendo sido efetuada uma
candidatura ao incentivo ACT® to Explore by Cotec e elaborado um pedido de patente. Também
foram redigidos Vvarios textos técnicos para incluir numa candidatura a um projeto QREN ID&T
Empresas Individuais, que foi aprovado. Com o objetivo de alargar os contatos da Vinalia,
marcou-se presenga em varias feiras e eventos. Tendo em vista a certificacdo IDI (NP 4457:
2007), foi elaborado um de pré-diagnostico a empresa. Foi ainda prestado apoio logistico em
acoes de formagéo.
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1 DESCRICAO DA EMPRESA E DOS PROJETOS DE 1&D REALIZADOS/EM CURSO

A Vinalia é um spin-off do departamento de Engenharia Biolégica da Universidade do
Minho que foi fundada em 2006 com o propdsito de fornecer solugdes de biotecnologia para a
viticultura e enologia. A empresa assume ser um interlocutor do conhecimento de 1&D entre a
Universidade e o setor vitivinicola, assegurando projetos adequados as necessidades dos
clientes. Neste sentido, promove o0 acesso dos clientes ao know-how cientifico e tecnologico
assim como a tutoria por parte de investigadores experientes. As atividades de 1&D da empresa
estdo direcionadas para os estudos da maturagdo da uva, assim como 0S Seus cOmpostos
fendlicos e os compostos do aroma, para 0s microrganismos aplicados na produgéo de vinho,
em particular as leveduras, e para as tecnologias da fermentacdo. A Vinalia presta servigos de
consultoria especializada nas diferentes fases do processo de producéo de vinho (qualidade das
uvas, vinificacdo, estabilizacdo e conservacgdo dos vinhos) e realiza diferentes determinagdes
analiticas (fisico-quimicas, microbiologicas e sensorial). A empresa organiza ainda VArios
programas de formacdo de provas organolépticas, de microbiologia enolégica, de maturagdo da
uva e de vinificagéo.

No ambito das suas atividades de 1&D, a Vinalia participou em diferentes projetos
nacionais. O Agrocontrol, realizado em co-promocéo com a Universidade do Minho, Sinergeo e
Comissdo de Viticultura da Regi&o dos Vinhos Verdes, permitiu desenvolver novas metodologias
ndo-invasivas para recolha de dados continuos do teor de humidade do solo, e assim rastrear
rapidamente as areas de vinha, usando um Radar de Penetracdo no Solo. Numa parceria com o
departamento de Quimica da Universidade do Minho, a empresa realizou um estudo que visou a
implementacdo de métodos para determinacdo de pesticidas em vinho, recorrendo a
cromatografia de GC-MS. O trabalho reportado nesta tese — relativo ao doutoramento em
empresa — em parte realizado no departamento de Biologia da Universidade do Minho,

pretendeu desenvolver novos produtos biotecnoldgicos e servicos para a industria dos vinhos.

2 RENTABILIZACAO DOS TRABALHOS EM CURSO
No Capitulo IV deste trabalho, foi selecionada uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae
(D3) a partir da integracéo dos resultados observados na fenotipagem e nas microvinificagoes
realizadas a escala laboratorial. Os testes realizados a escala piloto e industrial, apresentados no
Capitulo V, confirmaram a boa performance desta estirpe para vinificacdes em varias castas de
uvas brancas e tintas nas condicbes tecnologicas geralmente utilizadas nos processos

industriais, incluindo a fermentacdo a diferentes temperaturas. Para além do eficiente
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desempenho técnico, as propriedades sensoriais observadas nos vinhos obtidos com a estirpe
D3 (intenso aroma frutado, sabor persistente e sensagdo de calor) que foram suportadas pelos
resultados das andlises cromatogréficas (concentragBes de alcoois superiores, ésteres e
acetatos, e de etanol e de glicerol), motivaram a empresa a apostar na sua comercializacao.
Com este proposito, a Vinalia decidiu submeter uma candidatura & iniciativa ACT® - Acelerador
de Comercializagdo de Tecnologias, 0 ACT® to Explore by Cotec, tendo em vista a obtencéo de
apoios para o0 estudo da viabilidade econdmica e para a elaboracdo da proposta de negécio.
Assim, em 2011, foram compiladas as informacOes técnicas e cientificas necessarias, e
elaborada a proposta para responder aos seguintes pontos:

e Ideia do Produto;

e IndUstria;

e Mercado;

e Roadmap da prova de conceito;
e Promotores;

e Investigacdo & Desenvolvimento;
e Tecnologia;

e Valor da proposta.

Apbs a conclusdo das respostas aos varios itens da candidatura, seguiu-se 0 agendamento de
apresentacOes do produto a consultores da area.

No decorrer da elaboragdo da candidatura ao ACT® to Explore by Cotec, a Vinalia foi
confrontada com a conveniéncia de proteger legalmente o produto. Assim, com o objetivo de
efetuar um pré-pedido de patente, foi redigido um documento com a assessoria de uma empresa
que presta servicos no registo de patentes, que foi contratada pela Vinalia. Resumidamente,
nesse documento constava 0 ambito, a utilidade e a aplicagdo da invengéo, o problema técnico
solucionado, as suas caracteristicas principais e as vantagens, o estado da arte da técnica
utilizada, a descricdo detalhada da invencéo, os exemplos da sua aplicagdo (compilacdo dos
resultados), e as reivindicagdes. O pré-pedido de patente foi submetido pela empresa consultora,
e apds a passagem por vérias fases que foram assessoradas por empresas que prestam
Servicos no registo de patentes, passou para a fase mundial com o nimero W02013153540 e
tem atualmente o0 nimero EP2837698 no registo europeu de patentes.
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3 CANDIDATURA A NOVOS PROJECTOS DE |1&D

A par do trabalho experimental do doutoramento, foram redigidos textos técnicos para
uma candidatura a um projeto QREN ID&T Empresas Individuais para a empresa Yeast Wine.
Este projeto, que foi submetido em 2012, teve como principal objetivo a caracterizagcdo genética
e enoldgica de um grupo de isolados de leveduras, e a avaliacdo do seu comportamento a
escala piloto, numa estacdo desenhada para o efeito. Sumariamente, foi dado apoio na
caracterizacdo e fundamentacdo técnica do projeto, na descricdo e fundamentacdo das
atividades e tarefas, e na selecdo do equipamento a adquirir assim como no pedido das
respetivas facturas pré-forma. Este projeto foi aprovado ainda em 2012 com a referéncia QREN
SI1&DT - 24718 - Myeaststarter.

4 QUTROS
Durante o doutoramento foram ainda realizadas outras atividades como: a presenga em
feiras e eventos, com o objetivo de divulgar as actividades de 1&D e alargar os contactos da
empresa; a realizagdo de um pré-diagndstico com vista a certificacdo IDI (Investigacao,
Desenvolvimento e Inovagdo); e o apoio logistico nas acdes de formacdo da empresa.
Foram estabelecidos contactos com empresas e instituicdes do setor vitivinicola,

nacionais e internacionais, nas seguintes feiras e eventos:

e VINEXPO (2009), em Bordéus;

e Wines of Portugal Brokerage Event (2010), no Porto, organizado pela ViniPortugal e
pela Adi — Agéncia de Inovacdo;

e SIAG - Saldo Internacional de Agro Negdcios (2012), em Santarém, stand conjunto
das empresas promotoras do projecto QREN em co-promocao “AgroControl”;

e Saldo Vinitech Sifel (2012), em Bordéus;

e VINEXPO (2013), em Bordéus.

A Vinalia participou num projeto-piloto, organizado pela TecMinho em 2011, que tinha
como objetivo a elaboracdo de um pré-diagnostico no ambito de certificagdo em IDI (NP 4457:
2007). Essa acéo envolveu a participagcdo num workshop inicial, que pretendeu apresentar os
objetivos e as principais caracteristicas da norma, com o propésito de mobilizar e orientar as
organizacgOes a prepararem a fase do diagndstico. Posteriormente na empresa, tendo em vista a

elaboragdo do pré-diagndstico, foi realizado o levantamento da informagdo necessaria e
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preparada a documentacdo. Concluido o pré-diagnostico, a Vinalia decidiu ser prematuro
avancar para uma certificacdo neste ambito, dado o reduzido numero de trabalhadores.

Ao longo do doutoramento foi sendo prestado apoio logistico as formagdes de prova de
vinhos que foram realizadas, tais como:

e Iniciacdo a prova de vinhos (10 cursos), realizados no departamento de Biologia da
Universidade do Minho (julho de 2009, outubro de 2009, janeiro de 2010, maio de
2010, setembro de 2010, dezembro de 2010, fevereiro de 2011, outubro de 2011,
maio de 2012 e dezembro de 2012);

e Prova de vinho do Porto (dois cursos), realizados no departamento de Biologia da
Universidade do Minho (setembro de 2010 e dezembro de 2011);

e Regides vitivinicolas portuguesas (um curso), realizado no departamento de Biologia
da Universidade do Minho (outubro de 2009).
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Tabela All- 1: Cddigos atribuidos as 64 estirpes de S. cerevisiae, isoladas e caracterizadas no ambito
deste doutoramento em empresa, castas de uvas de onde foram obtidas e regides vitivinicolas de origem.

Codigo da estirpe Casta Regido vitivinicola
AE1 Aragonés Alentejo
AE2 Aragonés Alentejo
AE3 Aragonés Alentejo
AE4 Aragonés Alentejo
AC1 Aragonés Alentejo
AC2 Aragonés Alentejo
AC3 Aragonés Alentejo
DR1 Aragonés Porto e Douro
DR2 Aragonés Porto e Douro
DR3 Aragonés Porto e Douro
DR4 Aragonés Porto e Douro
DR5 Aragonés Porto e Douro
DR6 Aragonés Porto e Douro
DR7 Aragonés Porto e Douro
DR8 Aragonés Porto e Douro
DR9 Aragonés Porto e Douro

D1 Touriga Nacional Porto e Douro
D2 Touriga Nacional Porto e Douro
D3 Touriga Nacional Porto e Douro
D4 Touriga Nacional Porto e Douro
C1l Avesso Vinhos Verdes
C2 Avesso Vinhos Verdes
C3 Avesso Vinhos Verdes
LQ1 Loureiro Vinhos Verdes
LQ2 Loureiro Vinhos Verdes
LQ3 Loureiro Vinhos Verdes
LQ4 Loureiro Vinhos Verdes
LQ5 Loureiro Vinhos Verdes
MC1 Avesso Vinhos Verdes
MC2 Avesso Vinhos Verdes
Bl Baga Bairrada
B2 Baga Bairrada
B3 Baga Bairrada
B4 Baga Bairrada
B5 Baga Bairrada
RB1 Casteldo Tejo
RB3 Casteldo Tejo
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Codigo da estirpe Casta Regido vitivinicola
RB4 Casteldo Tejo
RB5 Casteldo Tejo
RB6 Casteldo Tejo
RM1 Casteldo Tejo
RM2 Casteldo Tejo
RM3 Casteldo Tejo
RM4 Casteldo Tejo
Dal Touriga Nacional Déo-LafGes
Da2 Touriga Nacional Déo-LafGes
Da3 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dad Touriga Nacional Déo-LafGes
Da5 Touriga Nacional Déo-LafGes
Da6 Touriga Nacional Déo-Lafbes
Da7 Touriga Nacional Déo-LafGes
Da8 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dad Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal0 Touriga Nacional Déo-Lafbes
Dall Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal2 Touriga Nacional Déo-Lafbes
Dal3 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal4 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal5 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal6 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal7 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal8 Touriga Nacional Déo-LafGes
Dal9 Touriga Nacional Déo-LafGes
Da20 Touriga Nacional Déo-LafGes
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Figura Alll-1: Valores do racio Azs/Azs0 do DNA obtido de 12 estirpes de S.cerevisiae e de outras 12
espécies de levedura, recorrendo aos métodos de extracdo com microtubos e com microplacas.
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Figura Alll-2: Resumo das fermentacGes realizadas pelas 64 estirpes de S.cerevisiae provenientes de
seis regides vitivinicolas, realizadas em mosto de Loureiro e Avesso e de Touriga Nacional. A parte mais
clara das barras corresponde a fase de laténcia até ao comeco da fermentacdo (nimero de dias até
perda de massa de 2 g/L), e a parte mais escura corresponde a duracao da fermentacéo (nimero de dias
desde a perda de massa de 2 g/L até peso constante). A percentagem de estirpes de cada regido que
terminaram a fermentacao esta indicada no eixo horizontal de cada um dos gréficos.
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