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Estudos de fenomica em estirpes de levedura Saccharomyces e nao-Saccharomyces
nativas do bago de uva (Vitis viniferaL.) com vista a selecao de culturas starter para
producao de vinho regional

RESUMO

A crescente universalizacao da producao de vinho tem restringido o contributo do Zer7oir nos vinhos regionais, levando a
perda progressiva da tipicidade. Os microrganismos sao a principal forca motriz na producao do vinho, conduzindo a fermentacéo
e originando uma série de metabolitos aromaticos. O bago de uva alberga um ecossistema microbiano rico que inclui leveduras
fermentativas, bactérias e fungos filamentosos. O presente estudo teve como objetivo a exploracdo do potencial de leveduras
Saccharomyces e non-Saccharomyces nativas de bagos de uva da Quinta de S. Luiz, na regido portuguesa DOC Douro, para a
producdo de vinhos que expressem as caracteristicas do seu Zerrorr. A tolerancia de 15 isolados microbianos a fatores de stresse
abidtico foi avaliada, incluindo a etanol, sulfato de cobre, dioxido de enxofre (SO,), stresse oxidativo e osmotico. As estirpes de
Saccharomyces cerevisiae demonstraram maior tolerancia ao etanol e ao SO,, enquanto que as leveduras nao-Saccharomyces
apresentaram maior tolerancia ao stresse osmotico e ao sulfato de cobre. O crescimento e potencial fermentativo das estirpes foi
avaliado em meio sintético, através da monitorizacdo da taxa especifica de crescimento, consumo de glucose e producao de
etanol, acido acético e glicerol. Todas as estirpes de S. cerevisiae, Lachancea thermotolerans e Metschnikowia pulcherrima
apresentaram producao destes solutos, enquanto que /oruiaspora delbrueckii ndo produziu glicerol mas produziu maior
quantidade de acido acético. Foram entdao conduzidas fermentacbes sequenciais com leveduras nao-Saccharomyces +
Saccharomyces em mosto natural obtido de bagos das castas Souséo, Touriga Nacional e Viosinho. M. puicherrima mostrou baixa
capacidade fermentativa devido a sua elevada sensibilidade ao SO, adicionado aos mostos. Os vinhos produzidos unicamente com
estirpes de S cerevisiae apresentaram menores niveis de acidez do que os vinhos produzidos por fermentacéo sequencial,
enquanto que o efeito da casta foi muito evidente nos niveis de fendlicos e antocianinas totais dos vinhos. Os resultados sao muito
relevantes no contexto de desafios atuais na viticultura duriense, incluindo a crescente desacidificacdo dos vinhos. As estirpes
nativas selecionadas no presente trabalho foram utilizadas como cu/turas starfer em fermentacdes a escala piloto realizadas na
adega da Quinta de S. Luiz, e o aroma dos vinhos sera avaliado por técnicas de GC-MS e por um painel de provadores
especializado. O presente trabalho contribuiu substancialmente para os objetivos do projeto FCT em curso GrapeMicrobiota

(PTDC/BAR-AGR/2691/2020).

Palavras-chave: Acidez do vinho; Dioxido de enxofre; Fermentacdo sequencial; Stresse abiético; 7orulaspora
delbrueckir.



Phenomic studies with native strains of Saccharomyces and non-Saccharomyces
yeasts from grape berries (Vitis vinifera L.) for the selection of starter cultures for
regional wine production

ABSTRACT

The increasing universalization in wine production has been restricting the imprint of terroir in regional wines, resulting in
progressive loss of typicity. Microbes are the main driving force in wine production, conducting fermentation and originating a
myriad of aromatic metabolites. The grape berry hosts a rich microbial ecosystem that includes fermentative yeasts, bacteria and
filamentous fungi. The present study thus aimed at exploring the potential of native Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts
isolated from grape berries of Quinta de S. Luiz, in the Portuguese Douro wine region, to produce wines that reflect their terroir.
The tolerance of 15 yeast isolates to abiotic stress factors including ethanol, copper sulphate, sulphur dioxide (SO,), oxidative
stress, and osmotic stress was initially assessed. Saccharomyces cerevisiae strains showed greater tolerance to ethanol and SO,
while the non-Saccharomyces yeasts exhibited higher tolerance to osmotic stress and copper sulphate. The growth and
fermentative potential of the strains was assessed in synthetic medium, through monitoring of specific growth rates, glucose
consumption, and production of ethanol, acetic acid and glycerol. All strains of S. cerevisiae, Lachancea thermotolerans and
Metschnixowia pulcherrima displayed ability to produce these solutes, while 7oruiaspora delbruecki did not produce glycerol but
demonstrated a greater production of acetic acid. Sequential fermentations with non-Saccharomyces + Saccharomyces yeasts were
conducted in natural musts from the cultivars Sousao, Touriga Nacional and Viosinho. M. pulcherrima displayed low fermentative
ability due to its high sensitivity to SO, added in the musts. Wines produced solely with . cerevisiae strains had lower acidity levels
than wines resulting from sequential fermentations, while the cultivar effect was very evident in the levels of total phenolics and
anthocyanins of the wines. Results are highly relevant in the context of ongoing challenges in Douro viticulture, including the
increasing deacidification of wines. The native yeasts strains selected in this work were used as starter cultures in fermentations at
pilot-scale conducted at Quinta de S. Luiz winery, and the wine aroma profile will be evaluated by techniques of GC-MS, and by a
panel of wine tasting specialists. The present work contributed greatly for the goals of the ongoing FCT project GrapeMicrobiota

(PTDC/BAR-AGR/2691/2020).

Keywords: Abiotic stress; Sequential fermentation; Sulphur dioxide; 7orulaspora delbrueckiii Wine acidity
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1. Introducao

1.1. Impacto econoémico da videira e do vinho

A videira (Vitis vinifera L.) € uma planta lenhosa perene cujos frutos, as uvas, ttm um papel importante na
alimentacao e na producéo de vinho desde a sua domesticacdo ha 8000 anos. E a terceira cultura horticola mais
valiosa, com mais de 7 milhdes de hectares cultivados em todo o mundo (Cantu & M. Andrew Walker, 2019;
International Organisation of Vine and Wine, 2022). Em Portugal, o vinho tem sido, historicamente, um dos
produtos exportados mais importantes, assumindo cada vez mais um lugar de relevo no panorama agricola
nacional, devido a dimensao economica, ambiental, tecnoldgica e social (Panzone & Simdes, 2009). De acordo
com o Instituto da Vinha e do Vinho (IVV) e da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), em 2022,
Portugal possuia aproximadamente 191 mil hectares de vinha cultivada, posicionando-se como o 9° pais do
mundo com maior area, e produziu cerca de 6.8 milhdes de hectolitros, sendo o 10° pais com maior producao a
nivel mundial (Instituto da Vinha e do Vinho, I.P., 2023a; Instituto da Vinha e do Vinho, I.P., 2023b; International
Organization of Vine and Wine, 2023).

Em Portugal existem 14 regides de denominacdo de origem controlada (DOC) da producdo de vinho
(Figura 1). A Regido Demarcada do Douro (RDD) é uma das mais antigas regides reguladas de producdo de
vinho no mundo, sendo classificada desde 2001 como Patrimoénio Mundial pela UNESCO, devido a sua longa
tradicdo que resultou numa paisagem cultural de beleza singular, refletindo a sua evolucao tecnologica, social e
economica (Fraga et al., 2017; UNESCO World Heritage, 2001). Esta regido, maior do que qualquer outra regido
vitivinicola do pais, abrange 22.7% da area total de vinhas em 2022 e contribui com 21% de todo o vinho
portugués (Instituto Da Vinha E Do Vinho, |.P., 2023a, Instituto Da Vinha E Do Vinho, I.P., 2023b). Com o seu
terroir préprio e Unico, a economia local baseia-se principalmente na producao de vinho, incluindo o famoso Vinho

do Porto, além de outros vinhos de alta qualidade (Fraga et al., 2017; Lourenco-Gomes et al., 2015).
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Figura 1 - Mapa vitivinicola de Portugal (adaptado de Instituto da Vinha e do Vinho, I.P., (2018))

1.2. 0 bago de uva: Desenvolvimento e solutos chave

0 bago de uva é composto por trés tipos de tecido: a pelicula, a polpa e as sementes (Figura 2) (Ollat et
al., 2002; Conde et al., 2007; Kennedy, 2014; Gonzalez-Barreiro et al., 2015). Cada um destes tecidos diferem
na sua composicao, contribuindo de maneiras diferentes para a composicdo dos vinhos (Ollat et al., 2002;
Kennedy, 2014; Gonzalez-Barreiro et al., 2015). A medida que o bago de uva se desenvolve, ocorrem
modificacdes no seu tamanho, composicao, cor, textura, sabor e suscetibilidade a patdgenos. Durante o processo
de desenvolvimento, o bago da uva apresenta um padrao de crescimento duplo sigmoidal, separado por uma fase

de laténcia.

Skin

Peripheral chicken wire”
vascular bundles

Locule

Inner | Flesh

Endosperm | Seed

Vascular
Contred Bundles
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Figura 2 - Estrutura do bago de uva (adaptado de Kennedy, 2014).
2



Xylem flow ceases
i Phloen

ll . .

| .

Hylem P e——
. [ Engustment

Fal

¢ Qo

M A -

3 o

< ) | Meraison

3 (lag phase —

0

. Pericds when

compounds
accumulate

Tartrate  Tannin Hydroxycinnamates Methosypyrazine Malate  Glucose Fructose Anthocyanin Flavour compounds

¢ pericarp
'.\tlell dwmlon_/- o

etting
hd ! ! ! | !
0 20 40 50 80 100 120
- | | |
Flowering Days after flowering [> oBrix 4 7 10 14 18 22 76
BERRY FORMATION i 3 BERRY RIPENING

Figura 3 - Diagrama apresenta o tamanho relativo e a cor dos bagos em intervalos de 10 dias (d), apds a floracao. Estao também
representados os periodos em que os compostos se acumulam, o nivel de °brix, e a indicacao do fluxo de seiva do xilema e floema no
bago (adaptado de Kennedy, 2014).

O primeiro periodo de crescimento ocorre a partir da floracdo e dura cerca de 60 dias (d), sendo nesta fase
formado o bago e os embrides da semente (Possner & Kliewer, 1985). Durante este periodo, diversos solutos sdo
acumulados, sendo o &cido tartarico e o acido malico os mais abundantes (Conde et al., 2007; Kennedy, 2014).
Esses acidos conferem acidez ao vinho, tornando-se elementos essenciais para a sua qualidade (Kennedy, 2014;
Gonzalez-Barreiro et al., 2015). O acido hidroxicinamico (precursor de compostos fenolicos) também é acumulado
nesta fase, maioritariamente na polpa e pelicula dos bagos, bem como os taninos (importantes para a
estabilidade, especialmente do vinho tinto), principalmente na pelicula e sementes (Romeyer et al., 1983; Licker
et al., 1998). E também neste periodo que outros compostos como minerais, aminoacidos, micronutrientes e
compostos aromaticos se acumulam (Kennedy, 2014; Gonzalez-Barreiro et al., 2015).

Na maioria das castas, a primeira fase de crescimento é seguida pela fase de laténcia que marca o fim do
periodo herbaceo do fruto (Conde et al., 2007; Ali et al., 2011). Apds essa pausa, inicia-se a segunda fase de
crescimento, chamada de fase pintor (Kennedy, 2002; Conde et al., 2007). Durante essa fase, o bago de uva

torna-se mais mole e a sua cor modifica-se (Kennedy, 2002; Conde et al., 2007; Ali et al., 2011). Os bagos
3



passam de um estado pequeno, duro, acido e com baixo teor de acucares, para um estado em que duplicam o
tamanho, e se tornam mais macios, doces, menos acidos e com cores mais pronunciadas (Kennedy, 2002;
Conde et al., 2007; Ali et al., 2011). Nesta fase, ocorre um aumento do fluxo de acucares para o bago (Conde et
al., 2007; Ali et al., 2011). A sacarose produzida nas folhas durante a fotossintese ¢é transportada para o bago e
hidrolisada em glucose e frutose (Kennedy, 2002). Além da acumulacao de acucares, também ocorre a producao
de metabolitos secundarios (Kennedy, 2002). E durante esta fase de desenvolvimento que nas peliculas das
castas tintas ocorre a sintese de antocianinas, compostos que conferem as cores vermelha a roxa (Kennedy,
2002). E igualmente nesta fase de desenvolvimento que a maioria dos componentes aromaticos das uvas, assim
como terpendides e precursores de compostos aromaticos sao sintetizados (Kennedy, 2002; Gonzalez-Barreiro et
al., 2015).

No final do amadurecimento, muitos dos solutos acumulados na primeira etapa ainda estdo presentes,
porém em concentracdes menores devido ao aumento do volume do bago e do seu teor em agua (Kennedy,
2002; Conde et al., 2007; Gonzalez-Barreiro et al., 2015). Outros solutos sao reduzidos tal como o acido malico,
que é metabolizado e utilizado como fonte de energia durante esta fase (Kennedy, 2002; Conde et al., 2007). A
concentracao de taninos também é diminuida, sendo estes oxidados quando se fixam na pelicula do bago
(Kennedy, 2002; Conde et al., 2007; Gonzalez-Barreiro et al., 2015).

Em geral, o sabor obtido das uvas é resultado da relacao entre acidos e acucares, bem como da sintese de
compostos aromaticos, ou dos seus precursores, que ocorrem nesta fase (Ali et al., 2011). Desta forma, embora
a primeira fase de desenvolvimento do bago contribua significativamente para a qualidade do produto final, é
nesta segunda fase que ocorre uma acumulacdo massiva de compostos de interesse, sendo a glucose e a frutose

os mais importantes (Conde et al., 2007).

1.3. A microbiota do bago e os fatores que modelam a sua biodiversidade

A ecologia microbiana pode ser definida como a ciéncia que explora a diversidade, distribuicdo e
abundancia de microrganismos, as suas interacdes e o efeito que eles tém nos ecossistemas (Sven Erik
Jorgensen & Fath, 2008).

A videira constitui um ecossistema complexo e dindmico que inclui fungos filamentosos, leveduras e
bactérias que desempenham um papel importante na qualidade do fruto e do vinho (Figura 4) (Liu et al.2019;
Ding et al., 2021). Esta microbiota pode ser neutra, benéfica ou indesejavel para os bagos, uma vez que o seu
equilibrio através da competicao por espaco e nutrientes assegura o vigor e qualidade do fruto e reflete ainda o
terroir de uma regiao vitivinicola especifica (Ding et al., 2023). A diversidade biogeoquimica dos solos em que as

videiras crescem, abrigam uma microbiota igualmente diversa que afeta as culturas moldando o aroma, sabor e
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qualidade do vinho. Os microorganismos podem estabelecer-se na filosfera das plantas por contacto fisico ou

através da rizosfera, pela superficie (epifitos) ou internamente (endofitos) (Figura 4) (Liu et al.2019).

Vineyard Winery

Y &
9
S.cerevisiae

Phyllosphere

Endophytes
Epiphytes

Aboveground
Belowground

Bacteria :
Nutrients

Figura 4 - Microbiota relacionada com o vinho desde a videira até & adega (adaptado de Liu et al.2019).

Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar as populacbes de leveduras na
superficie dos bagos. Muitas espécies de leveduras do bago sdo passiveis de cultivar em laboratério (Figura 5),
permitindo a sua utilizacdo em diversas aplicacdes biotecnolégicas (Martins et al., 2022). As populacdes de
leveduras estdo compreendidas entre 102 e 10* CFU/g em as uvas sas (Fleet et al., 2002), sendo que em uvas
deterioradas este numero pode ser dez vezes superior (Barata et al., 2012). A evolucao destas populacdes pode
estar relacionada com a area de superficie de cada bago e a disponibilidade de nutrientes (Renouf et al., 2005;
Liu et al., 2017; Ciani & Comitini, 2019). A medida que os bagos vdo amadurecendo, as populacdes residentes
vao-se alterando (Renouf et al., 2005). Em bagos verdes, de baixo teor de nutrientes, estdo presentes
principalmente espécies oligotroficas, oxidativas, como Aureobasidium pullulans e alguns basidiomycetes como
Rhodotorula sp. e Rhodosporidium sp., que vao diminuindo de numero a medida que os bagos amadurecem
(Renouf et al., 2005; Barata et al., 2012; Ciani & Comitini, 2019). Como nesta fase os bagos se tornam maiores e
mais suaves, a disponibilidade de nutrientes aumenta, levando a um aumento de espécies ascomicetes oxidativas
ou pouco fermentativas como as Hanseniaspora, Candida, Metschnikowia e Pichia spp. (Renouf et al., 2005;

Barata et al., 2012). Em uvas danificadas a disponibilidade de nutrientes é maior, o que leva a um nimero ainda



maior de espécies nos bagos, sendo as mais numerosas as espécies fermentativas tais como Pichia spp.,
Zygosaccharomyces spp., Zygoascus spp., Torulaspora spp. (Barata et al., 2012). As Saccharomyces spp. e
leveduras contaminantes do vinho estao presentes nos bagos, mas em numero muito reduzido mesmo em uvas

danificadas (Barata et al., 2012).
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Figura 5 - Abundancia relativa de espécies de leveduras cultivaveis em bagos de uva de castas Vinhao e Loureiro (adaptado de Martins
etal., (2022))

A composicado destas comunidades microbianas é influenciada por varios fatores, tais como as variacdes
climaticas (temperatura, humidade, radiacao UV), a composicdo metabdlica do bago de uva (Martins et al., 2023)
e os tratamentos fitossanitarios feitos na vinha (Renouf et al., 2005, Barata et al., 2012 Drumonde-Neves et al.,
2016). Estudos recentes de metaboldmica e metabarcoding mostraram que o conteido em aminoacidos,
fendlicos e ceras do fruto modela a biodiversidade microbiana, existindo uma correlacdo negativa entre a
concentracdo de estigmasterol e amirina e a abundancia relativa de fungos patogénicos como Erysiphe necator e

Aspergillus carbonarius (Figura 6) (Martins et al., 2023).
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Figura 6 - Correlacdes entre metabolitos do bago de uva e a microbiota residente, na regido vitivinicola do Douro (adaptado de Martins
et al. 2023).

Diversos estudos referem que a abundancia de leveduras € menor em anos chuvosos e/ou frios (Comitini &
Ciani, 2006; Drumonde-Neves et al., 2016), porém alguns estudos reportam maiores contagens de leveduras em
anos com muita chuva e tempo frio (Cadez et al., 2010). A diversidade de espécies encontradas em cada ano
também pode variar significativamente (Barata et al., 2012; Drumonde-Neves et al., 2016; Martins et al. 2022).
Também nado ha consenso na literatura relativo a influéncia dos pesticidas ou fungicidas, para combater
maioritariamente doencas como o mildio, oidio e podriddo cinzenta, no numero e diversidade de espécies de
leveduras existentes (Barata et al., 2012; Drumonde-Neves et al., 2016). Alguns estudos referem os fungicidas
diminuem a biodiversidade, incluindo a calda bordalesa cujo principio ativo & o sulfato de cobre, um forte inibidor
do crescimento e capacidade fermentativa da levedura Saccharomyces cerevisiae (Guerra et al., 1999; Calhelha
et al., 2006; Martins et al., 2015). No entanto, outros estudos mostraram que os tratamentos fitossanitarios tém
um impacto insignificante na composicdo das comunidades do bago (Oliva et al., 2007; Cade? et al., 2010;
Barata et al., 2012; Drumonde-Neves et al., 2016).

Fatores bidticos também influenciam a abundéancia, nimero e diversidade das populacdes microbianas dos
bagos de uva (Barata et al., 2012; Ciani & Comitini, 2019). Vetores de microorganismos como abelhas e vespas
podem ativamente transferir leveduras entre os bagos e as vinhas (Francesca et al., 2011; Ciani & Comitini,
2019). As aves, durante as suas migracoes, também podem disseminar leveduras com potencial biotecnoldgico
entre plantas, porém sdo necessarios mais estudos neste ambito (Francesca et al., 2011, Ciani & Comitini,
2019). Outro aspeto que pode afetar a diversidade de espécies de levedura nos bagos consiste nas interacoes
entre 0s proprios microrganismos (Barata et al., 2012), uma vez que diversas leveduras tém a capacidade de
antagonizar o crescimento de outros microrganismos, incluindo fungos patogénicos (Ayogu et al., 2023). Outros
estudos mostraram que certas comunidades microbianas ativam vias de defesa da planta, induzindo a

acumulacao de proteinas relacionadas com a patogénese (Pinto et al., 2015), que protegem os bagos de fungos



patogénicos ou outros tipos de stresse bioldgico (Ding et al., 2021).

1.4. Relevancia da microbiota para producao de vinho

A composicdo quimica dos vinhos é responsavel pela componente sensorial e é determinada por varios
fatores, que incluem a variedade dos bagos, as condicdes geograficas, a ecologia microbiana e 0s processos
fermentativos e de vinificacao (Fleet, 2003). De uma forma geral, ha trés tipos de aromas no vinho: 0s aromas
primarios, derivados diretamente do fruto, caracteristicos da casta, e todas as praticas de viticultura, os aromas
secundarios, gerados durante a vinificacao e finalmente, os aromas terciarios, provenientes dos processos de

maturacao e envelhecimento do vinho (Figura 7) (Styger et al., 2011; Mina & Tsaltas, 2017).

WINE AROMAS WINE BOUQUET

(aka Primary Aromas) (aka Secondary & Tertiary Aromas)

derived are derived
from the gtope from fermentation
vond] and aging

i O

FRUIT AROMAS FLOWER AROMAS HERBAL AROMAS YEAST AROMAS SPICE AROMAS NVT AROMAS

CABERNET ) 3 CABERNET
SAUVIGNON SAUVIGNON
EXAMALE _J EXAMPLE
Black Curcant Fresh Sread
Mink Baking Spices
Violek Caramelized Sugar
© WINE POLLY @ WINE FOLLY

Figura 7 - Aromas presentes no vinho (adaptado de Folly Enterprises (2016)).

A fermentacdo é um processo natural usado pela humanidade ha milhares de anos com a finalidade de
produzir bebidas alcodlicas, pao, iogurte, entre outros (Maicas, 2020). Do ponto de vista bioguimico, a
fermentacao é o processo central metabolico, no qual um organismo converte um hidrato de carbono, em alcool

ou acido organico (Figura 8) (Maicas, 2020).
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As leveduras sdo as principais responsaveis pela fermentacao alcoolica do mosto e tém também um papel
preponderante na formacao dos aromas do vinho (Mina & Tsaltas, 2017, Fleet, 2003), mediando a formacao de
compostos secundarios. Enzimas produzidas pelas diferentes espécies de leveduras utilizam compostos
precursores neutros presentes no mosto para sintetizar metabolitos ativos, tais como acidos, ésteres, poliois,
aldeidos, cetonas e outros (Tabela 1) (Fleet, 2003, Borren & Tian, 2020). Além disso, as leveduras também
produzem compostos resultantes do metabolismo primario, tal como etanol, glicerol, acido acético e acetaldeido
(Fleet, 2003, Mina & Tsaltas, 2017). Os produtos diferem tanto em quantidade como em diversidade com a
espécie e estirpe da levedura e a sua abundancia, podendo contribuir de forma positiva ou negativa para o aroma
final do vinho (Fleet, 2003, Englezos et al., 2022). Elevadas concentracoes de sulfureto de hidrogénio e outros
compostos volateis sulfuricos, acido acético, alguns ésteres e fenois volateis conferem aromas desagradaveis e
indesejaveis para o vinho. Portanto, uma compreensao aprofundada das caracteristicas das leveduras inoculadas

¢ fundamental para a producéo de vinhos de alta qualidade. (Fleet, 2003).



Tabela 1 - Classes de compostos volateis comuns produzidos durante a fermentacdo, enzimas responsaveis pela sua formacao,
substratos iniciais e seus efeitos no aroma do vinho (adaptado de Borren & Tian, 2020).

Classes de
Enzima responsavel
compostos Substratos iniciais Descricao do aroma
pela formacao
volateis
] Esterase, alcool )
Esteres Alcool + acidos Frutado, floral
acetiltransferase
Terpendides
Terpenos Glucosidase Floral, varietal
Glicosidos
) ) Teor baixo: frutado
Alcoois superiores Alcool desidrogenase Aminoacidos

Teor elevado: etéreo

Fenois volateis

Fenol redutase,

descarboxiilase

Acidos carboxilicos

Teor baixo: fumado, bacon

Teor elevado: suor, animal, couro

Compostos

sulfurados

Liase sulfurosa, alcool

desidrogenase

Aminoacidos, tidis,

enxofre

Sulfitos: ovos estragados

Tiois: frutas tropicais

) Descarboxilase,
Acidos gordos Vinagre, comida rancosa, odor
sintetase de acidos Acetil-CoA, malonil-CoA
volateis muito intenso

gordos

As leveduras fermentativas podem ser divididas em 2 grandes grupos, as Saccharomyces (maioritariamente
S. cerevisiae) e as nao-Saccharomyces. As S. cerevisiae sao as mais estudadas e usadas na fermentacdo de
vinhos devido as suas capacidades fermentativas, crescimento rapido e facil adaptacao (Maicas, 2020). As
leveduras nao-Saccharomyces sao todas as outras leveduras com potencial enolégico que ndo pertencem ao
geénero Saccharomyces (Maicas, 2020, Roudil et al., 2020).

Durante uma fermentacao espontanea, realizada por leveduras essencialmente presentes na microbiota
das uvas e da adega, sdo as espécies nao-Saccharomyces que iniciam 0s primeiros estagios da fermentacao
alcodlica, devido a sua maior presenca em relacdo as Saccharomyces (Benito et al., 2019, Maicas, 2020). No
entanto, as S. cerevisiae rapidamente assumem o controlo devido a sua maior resisténcia ao etanol (Benito et al.,
2019, Maicas, 2020). Estas sdo as unicas leveduras capazes de concluir a fermentacéo, ou seja, de consumir o
acucar do mosto na totalidade (Benito et al., 2019, Roudil et al., 2020). Esta imprevisibilidade do numero de
espécies e estirpes presentes neste tipo de fermentacao pode resultar em producado de compostos prejudiciais
para os vinhos (Comitini et al., 2021). Desta forma, desde os anos 70 iniciou-se a vinificacdo com fermentacoes
controladas através do indculo de uma cultura starfer pura de S. cerevisiae (Comitini et al., 2021). No entanto, o

uso desta espécie comercial reduziu a biodiversidade microbiana do processo, tendo como consequéncia a
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reducdo da complexidade dos vinhos, promovida pelas nao-Saccharomyces, comprovada pela comparacado dos
perfis sensoriais de vinhos inoculados com monoculturas de S. cerevisiae ou com vinhos de fermentacdes
espontaneas (Varela et al., 2009; Comitini et al., 2021; Englezos et al., 2022).

Nos ultimos anos tem sido estudado o uso controlado de culturas starter de leveduras nao-Saccharomyces
em adicao as ja usadas de S. cerevisiae, em fermentacdes mistas, de forma sequencial (geralmente, primeiro as
nao-Saccharomyces e de seguida uma S. cerevisiag) ou simultanea, de forma a melhorar as caracteristicas
especificas do vinho, quer pela valorizacdo da complexidade das caracteristicas estruturais ou aromaticas, a
reducao de etanol, ou o controlo de microrganismos espontaneos e indesejados (Benito et al., 2019, Comitini et
al., 2021, Englezos et al., 2022).

Algumas das leveduras nao-Saccharomyces mais estudadas e usadas em fermentacbes mistas séo
Torulaspora delbruecki, Lachancea thermotolerans e Metschnikowia pulcherrima (Tabela 2) (Benito et al., 2019,
Roudil et al., 2020).

7. delbrueckii foi a primeira levedura nao-Saccharomyces utilizada comercialmente devido as suas
caracteristicas semelhantes a S. cerevisiae, especialmente a elevada tolerancia ao etanol (até 14% (v/v)) e SO,,
bem como a sua capacidade fermentativa, podendo produzir até 10% (v/v) de etanol no vinho (Benito et al.,
2019; Borren & Tian, 2020). Em co-fermentacdo com S. cerevisiae, esta aumenta a complexidade aromatica do
vinho com destaque para o0 aroma a frutos secos e a pastelaria (Zhang et al., 2018; Borren & Tian, 2020).

L. thermotolerans tem ganho destaque na industria, devido as boas propriedades enologicas, na medida
em que tem boa tolerancia ao etanol, até 9 a 10%, e boa capacidade fermentativa, mesmo em co-cultura com S.
cerevisiae (Morata et al., 2018; Borren & Tian, 2020). A principal caracteristica desta levedura é a elevada
produtividade de acido latico que acidifica os vinhos (diminui o pH) e aumenta os niveis de SO, molecular,
protegendo os vinhos contra leveduras contaminantes e bactérias (Morata et al., 2018; Benito et al., 2019; Borren
& Tian, 2020; Vicente et al., 2021). Para além disto, em combinacdo com S. cerevisiae pode aumentar os aromas
florais e a frutas tropicais em vinhos brancos e aromas mais complexos e redondos em vinhos tintos (Balikci et
al., 2016).

Ao contrario das leveduras mencionadas anteriormente, Metschnikowia pulcherrima apresenta uma
capacidade fermentativa e tolerancia ao etanol mais baixa, suportando até 4 a 5% (v/v) (Morata et al., 2019;
Borren & Tian, 2020). Apesar disso, destaca-se pelas suas caracteristicas enoldgicas interessantes, especialmente
quando usada em co-cultura com S. cerevisiae (Vicente et al., 2020). Uma das vantagens da M. pulcherrima em
co-cultura é a sua elevada capacidade proteolitica que resulta na libertacdo de aminoacidos no mosto, que podem
ser aproveitados pela S. cerevisiae como fonte de nutrientes e substrato para a formacao de etil ésteres,

juntamente com etanol (Morata et al., 2019; Borren & Tian, 2020). Além das suas contribuicées enoldgicas, M.
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pulcherrima também pode ser utilizada como agente de controlo bioldgico (Morata et al., 2019, Vicente et al.,
2020). Isso deve-se a sua capacidade para produzir pulcherrimina, um pigmento com atividade antifungica
(Morata et al., 2019; Borren & Tian, 2020; Vicente et al., 2020) que inibe o crescimento de leveduras
Brettanomyces, Hanseniaspora, Candida e Pichia, que podem causar deterioracao do mosto, bem como das uvas
antes da colheita, e de fungos patogénicos como Botrytis cinerea, Penicillium e Alternaria (Morata et al., 2019;
Borren & Tian, 2020; Vicente et al., 2020).

Tabela 2 - Principais caracteristicas e aromas descritivos das leveduras nao-Saccharomyces retratadas neste trabalho (adaptado de
M Victoria Moreno-Arribas et al., 2009, p. 369; Balikci et al., 2016; Morata et al., (2018); Zhang et al., 2018; Benito et al., (2019);

Morata et al., (2019); Borren & Tian, (2020); Fernandes et al., 2021; Vicente et al., (2021); Englezos et al., (2022))

Relevancia no vinho Influéncia no aroma final
Espécie
do vinho
Elevada tolerancia a etanol (14%) e SO.,.
Elevada capacidade fermentativa (até 10%).
Capacidade para reduzir teor de etanol e de alcoois
superiores em co-cultura com S. cerevisiae.
Complexidade aromatica;
Torulaspora Producao de baixos niveis de acido acético.
delbruecki Libertacao de terpenos, tiois, manoproteinas e
Aromas a frutos secos e
polissacarideos.
pastéis.
Boa capacidade de produzir acido sucinico.
Baixa producéo de acetaldeido.
Boa tolerancia ao etanol (9 a 10%).
Capacidade para reduzir a quantidade de etanol no
produto final quando em co-cultura com S. cerevisiae. Aumenta os aromas a
Elevada producao de acido latico. flores e frutas tropicais em
Lachancea
Boa producéao de glicerol. vinho branco;
thermotolerans
Baixa producao de acido acético e alcoois superiores. Aromas mais complexos e
Elevada concentracdo de [-liases e de liases de carbono- redondos em vinhos tintos.
enxofre.
Fraca atividade fermentativa e baixa capacidade para
tolerar etanol (até 4 ou 5% (v/v)). Aumento dos aromas
Metschnikowia Elevada producao de ésteres, terpenos e alcoois varietais especialmente
pulcherrima superiores. florais;
Aumento da concentracéo de glicerol. Aumento de aromas a
Elevada capacidade proteolitica. fruta.
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1.5. Objetivos

A regionalidade e autenticidade dos vinhos é cada vez mais procurada no mercado vitivinicola. Dado o
papel preponderante das leveduras no aroma do vinho, o presente trabalho teve como principal objetivo explorar o
potencial de leveduras nativas Saccharomyces e nao-Saccharomyces isoladas de bagos de uva da regido DOC
Douro para a producao de vinhos com caracteristicas aromaticas diferenciadoras. Foi inicialmente caracterizado o
fendtipo de diversos isolados com vista a identificacdo de estirpes com maior resisténcia a fatores de stresse
abiotico encontrados durante a vinificacdo. Posteriormente, foi ainda avaliada a performance fermentativa dos
isolados, com vista a otimizacdo de cocktails de culturas starfer para a producao de vinhos regionais. Finalmente,
foram realizadas fermentacdes sequenciais em mosto natural, a escala laboratorial, utilizando isolados
selecionados de leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces com vista a analise do perfil volatil dos vinhos
produzidos e da sua caracterizacao aromatica.

Este trabalho foi realizado no ambito do projeto FCT GrapeMicrobiota (PTDC/BAA-AGR/2691/2020) que
visa a exploracdo do ferroir microbiano e a utilizacdo de estirpes nativas para producao de vinhos regionais de
exceléncia com elevada tipicidade. Os resultados obtidos foram essenciais para a realizacao de fermentacdes em

adega utilizando as culturas starter otimizadas, na vindima de 2023.

2. Material e Métodos
2.1. Estirpes de levedura e condicoes de cultivo

As estirpes de levedura utilizadas no presente estudo foram isoladas previamente da microbiota nativa de
bagos de uva das castas Sousao e Touriga Nacional, localizadas na Quinta de S. Luiz (Sogevinus, S.A.), na regiao
vinicola demarcada do Douro. O método de isolamento das leveduras cultivaveis foi iniciado através do
plaqueamento de mosto em meio soélido diferencial de Wallerstein e em meio de lisina, conforme descrito
anteriormente (Martins et al., 2022). Apés 5 d de incubacéo a 24 °C, as coldnias foram isoladas para meio fresco
e as espécies correspondentes foram identificadas através de sequenciacao de Sanger da regiao ITS (/nternal
Transcribed Spacers) e do dominio D1/D2 da subunidade maior do rDNA (LSU), utilizando métodos previamente
descritos (Martins et al., 2022). A identificacdo das estirpes dentro de cada espécie baseou-se no grau de
homologia com DNA de estirpes previamente anotadas na base de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), através da ferramenta BLASTn (basic local alignment search tool). As estirpes foram
conservadas em stocks de glicerol no Departamento de Biologia da Universidade do Minho e crescidas em meio
sélido YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar) 3 d antes da realizacao dos
ensaios experimentais. No presente trabalho, foram selecionadas 4 espécies fermentativas de elevado interesse

enologico, num total de 15 estirpes: Saccharomyces cerevisiae, Lachancea thermotolerans, Torulaspora
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delbrueckii e Metschnikowia pulcherrima.

2.2. Avaliacao da resisténcia dos isolados a fatores de stresse abidtico

O crescimento dos diferentes isolados foi avaliado na presenca de fatores causadores de stresse abidtico
frequentemente encontrados durante o processo de vinificacdo, nomeadamente presenca de etanol, dioxido de
enxofre (SQO,), sulfato de cobre (principio ativo de fungicidas usados na vinha), sorbitol (indutor de stresse
osmoético) e H.0O, (indutor de stresse oxidativo). Para o efeito, aliquotas de 3 ul de cultura ajustada a uma
densidade odtica (DOgnm) inicial de 0,1 foram inoculados em meio solido YPD suplementado com concentracoes
crescentes de cada fator como descrito anteriormente (Barbosa et al. 2018): 1) etanol a 6, 9, 12 e 15% (v/v); 2)
sorbitol a 10, 20, 30 e 40% (m/v); 3) 2, 4 e 6 mM de SO, adicionado sob a forma de K.S,0s; 4) CuS0,.5H,0 a
500, 1000, 2000, 3000 e 5000 mg/L; e b) H,0,a 0,25, 0,5, 1 e 10 mM. As placas foram incubadas no escuro a
24 °C durante 3 d e a avaliacdo do crescimento foi realizada por comparacao com o crescimento de cada estirpe

na auséncia do fator de stresse. Os ensaios foram realizados em triplicado.

2.3. Curvas de crescimento e avaliacao do potencial fermentativo

Foram preparados pré-indculos em meio mineral sintético liqguido composto por NH,SO, (0.5% m/v), KH,PO,
(0.5% m/v), MgS0,.7H,0 (0.05% m/v), CaCl,.2H,0 (0.013% m/v), glucose (2% m/v), micronutrientes MS
(Murashige & Skoog, 1962) e vitaminas, com pH ajustado a 4,5, consoante o método descrito por Silva et al.,
(2004). Apos incubacao a 24°C durante 14 h com agitacdo a 200 rpm, foram preparadas culturas em triplicado,
a uma DO de 0,1 em 100 mL de meio mineral fresco. O crescimento das culturas foi monitorizado através do
registo da sua DOsom @ cada 2 h, ao longo de 55 h, permitindo a construcdo de curvas de crescimento e a
determinacéo da taxa especifica de crescimento (u) e do tempo de duplicacdo (Td) de cada estirpe.
O potencial fermentativo das espécies foi avaliado através do registo do consumo de glucose e producédo de
etanol, acido acético e glicerol, quantificados por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). Foram recolhidas
aliquotas de 1 mL de meio de cultura, desproteinizadas com 34 L de acido perclérico a 60%, e posteriormente
analisadas num cromatografo LaChrom Elite -DEMO (Hitachi) com coluna Rezex ROA-Organic Acid H- (8%) da
marca Phenomex, mantida a 40 °C, com 2,5 mM de H,SO, como fase movel, a uma taxa de fluxo de 0.5 mL/min.
As concentracOes de glucose, etanol, acido acético e glicerol foram determinadas através da analise do tempo de
retencéo e area do respetivo pico dos cromatogramas, por comparacao com curvas de calibracao previamente
efetuadas com solucdes padrao de glicose (de 5 a 20 g/L), etanol (de 1 a 80 g/L), acido acético (de 1 a 60 g/L)
e glicerol (de 1 a 10 g/L).
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2.4. Microvinificacoes

Quatro estirpes de levedura foram selecionadas para a realizacdo de microvinificacdes, nomeadamente
Saccharomyces cerevisiae (isolados 159, 141 e 264), Lachancea thermotolerans (isolado 186), Torulaspora
delbrueckii (isolado 195) e Metschnikowia pulcherrima (isolado 204). As fermentacdes foram realizadas com
mosto natural obtido a partir de bagos das castas Viosinho, Sousao e Touriga Nacional, da mesma quinta de onde
foram obtidas as leveduras cultivaveis. Os bagos foram esmagados manualmente, e os mostos foram
suplementados com 60 mg/L de SO,. Apés maceracao em repouso a 4 °C durante 24 horas para os mostos
Viosinho e de 48 horas para 0s mostos de Sousao e Touriga Nacional, foram removidas as grainhas e as peliculas
(Whitener et al.,, 2017). Posteriormente, aliquotas de 250 mL de mosto foram transferidas para frascos de
Erlenmeyer de 250 mL.

FermentacOes sequenciais foram iniciadas por inoculacdo dos mostos com 10¢ CFU/mL de leveduras
nao-Saccharomyces, de acordo com o método de Oliveira & Ferreira (2019). Apos 5 d de fermentacao a 16 °C
para 0s mostos de Viosinho ou 3 d de fermentacdo a 24 °C para os mostos de Sousao e Touriga Nacional, foi
adicionada a levedura S. cerevisiae (10¢ CFU/mL) a todos os mostos. Como controlo, foram realizadas
fermentacOes com apenas S. cerevisiae inoculada na mesma concentracao.

O progresso das fermentacdes foi avaliado diariamente através da medicdo do °Brix com um refratometro
analitico portatil e da percentagem de alcool com um vindmetro de vidro (Oliveira & Ferreira, 2019; Martins et al.,
2020). Os vinhos foram recolhidos no final da fermentacdo, quando a variacdo dos valores de °Brix e alcool

cessaram completamente (Martins et al., 2020).

2.5. Determinacao dos parametros bioquimicos
Foram determinados os seguintes parametros bioquimicos em mosto, antes da fermentacao, e em vinhos

no final da fermentacao.

2.5.1. Acucares redutores

A concentracao dos acucares redutores foi determinada pelo método de Miller (1959), através do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Para o efeito, foi necessario diluir 200x as amostras de mosto das 3 castas em H,0
desionizada, e 4x as amostras dos vinhos de Sousao e Touriga Nacional. Posteriormente, a 100 uL de amostra
diluida foram adicionados 100 pL do reagente DNS. Ap6s homogeneizacdo no vortex, as misturas foram fervidas
durante 3 min em banho-maria. Foi ainda adicionado 1 mL de H.,O fria a cada mistura de reacéo, e
posteriormente lida a absorvancia a 540 nm num espetrofotometro GenesysZ20. A concentracdo dos aculcares
redutores foi determinada através de uma curva de calibracdo obtida a partir dos valores de absorvancia obtidos
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pela reacdo do DNS com solucdes de glucose de concentracdes pré-definidas. Os resultados foram expressos em
g de acucares redutores por L de mosto ou vinho, e representados pela média + desvio padrao de 3 réplicas

biologicas.

2.5.2. Acidez titulavel e pH

A acidez titulavel (AT) foi determinada pela adicao, gota a gota, de uma solucao de 0.1 N NaOH, a 3 mL de
amostra de mosto ou vinho das 3 castas, até se atingir o pH de 8.2, de acordo com o método de Amerine and
Ough (1980). O pH foi determinado com um Multiparameter Analyzer Consort C-860. A acidez titulavel foi
expressa em equivalentes de acido tartarico através da formula: AT (g/L) = [volume de NaOH adicionado (mL) x
molaridade da solucdo de NaOH (M) x 75] / volume da amostra (mL). As quantificaces foram realizadas em 3

réplicas biolégicas por condicao (Martins et al., 2015).

2.5.3. Fendlicos totais

A composicao em fenolicos totais foi avaliada segundo o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
(Waterhouse, 2002). Foram adicionados 10 uL das amostras de mosto/vinho de Sousao e Touriga Nacional a
1500 pL de H20, e 50 uL das amostras de mosto/vinho de Viosinho a 1460 uL de H20, seguidos de 10 uL do
reagente de Folin. Apds homogeneizacdo no vortex, foram ainda adicionados 300 uL de Na2CO3 (2 M). Apos
incubacao durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente, foi medida a absorvancia das amostras a 765
nm num espetrofotometro Genesys20.

A concentracao de fenolicos totais foi determinada através de uma curva de calibracao obtida por solucdes
de acido galico de concentracdes pré-definidas. Os resultados foram expressos em g de fendlicos totais por L de

amostra (mosto ou vinho), e representados pela média + desvio padrdo de 3 réplicas bioldgicas.

2.5.4. Antocianinas totais

0 teor em antocianinas foi quantificado em mostos e vinhos das castas tintas pela adaptacdo do método do
pH diferencial (Nicoué et al., 2007, Martins et al., 2020).

A extracao das antocianinas foi realizada pela adicao de 20 uL de amostra a 80 pyL de Metanol.
Posteriormente, foram adicionados 900 uL de uma solucdo de KCI (25 mM) a pH 1,0 as misturas de reacédo e a
absorvancia foi medida a 520 nm.

A concentracao de antocianinas totais foi determinada pelo coeficiente de extracdo molar da malvidina-3-O-
glicosideo, e os resultados foram expressos em g de antocianinas totais por L de mosto ou vinho, e representados

pela média + desvio padrao de 3 réplicas biologicas.
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2.5.5. Analise estatistica
O teste One-Way ANOVA foi utilizado para a comparacao dos valores obtidos, no software Prism 8.0.1,
GraphPad Software, Inc.. As diferencas estatisticamente significativas foram assinaladas com letras diferentes

(a,b,c), para valores de P < 0.05.

3. Resultados
3.1. Estirpes de leveduras nativas do bago de uva utilizadas no presente
trabalho
No presente trabalho, foram alvo de estudo 15 estirpes de levedura de uma colecdo de isolados da
microbiota nativa de bagos de uva, das castas Sousao e Touriga Nacional da regido DOC Douro. Entre os isolados
previamente identificados encontravam-se 10 Saccharomyces cerevisiae, 2 Torulaspora delbrueckii, 2 Lachancea

thermotolerans e 1 Metschnikowia pulcherrima (Tabela 3).

Tabela 3 - Espécies, estirpes e origem dos diferentes isolados microbianos alvo de estudo no presente trabalho.

Numero de isolado Espécie Estirpe Casta de origem
131 Saccharomyces cerevisiae S9 Souséo
132 Saccharomyces cerevisiae LTOB67 Sousao
141 Saccharomyces cerevisiae S22 Souséo
149 Saccharomyces cerevisiae HBUAS61087 Souséo
159 Saccharomyces cerevisiae YNCA9006 Souséo
164 Saccharomyces cerevisiae Exir 98 Souséo
242 Saccharomyces cerevisiae RO201 Touriga Nacional
255 Saccharomyces cerevisiae AAA3 Touriga Nacional
258 Saccharomyces cerevisiae YMSSF7-1 Touriga Nacional
264 Saccharomyces cerevisiae L26A Touriga Nacional
171 Torulaspora delbrueckii CBS3085 Souséo
195 Torulaspora delbrueckii CBS6991 Souséo
186 Lachancea thermotolerans CBS2917 Souséo
262 Lachancea thermotolerans AUMC 10224 Touriga Nacional
204 Metschnikowia pulcherrima APC 1.2 Touriga Nacional

As caracteristicas macroscopicas e microscopicas das 4 espécies estdo catalogadas na figura 9. Estas
leveduras mostram semelhancas notaveis quando observadas macroscopicamente, exibindo uma aparéncia
opaca e esbranquicada. Microscopicamente, todas exibem uma forma esférica a ovoide, com tamanhos muito
semelhantes, tornando-as praticamente indistinguiveis sob o microscopio. Reproduzem-se por gemulacdo, bem

evidenciado na imagem microscopica das leveduras 7. delbrueckiie M. pulcherrima.
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Saccharomyces Lachancea Torulaspora Metschnikowia
cerevisiae thermotolerans aelbrueckii pulcherrima

Figura 9 - Caracteristicas macroscopicas (A) e microscopicas (DIC; escala = 10 um) (B) das 4 espécies de levedura utilizadas no
presente estudo.

3.2. Avaliacao da tolerancia dos isolados a fatores de stresse abiético

0 efeito de fatores de stresse abiético foi avaliado no crescimento das leveduras (Figura 10), de forma
qualitativa, apds 3 d de incubacao a 24 °C, em meio solido YPD. De um modo geral, como o demonstra a figura
11, o crescimento das 15 leveduras foi inibido de forma dependente da dose, para praticamente todos os fatores
testados, a excecdo do stresse oxidativo provocado com H,0,. O isolado S. cerevisiae 149 apresentou dificuldades
de crescimento mesmo na auséncia dos fatores de stresse.

0 efeito do etanol no crescimento das leveduras comecou a evidenciar-se a partir da concentracao de 9%.
Todas as 15 apresentaram uma diminuicdo no seu crescimento, sendo que os isolados S. cerevisiae 149 e M.
pulcherrima 204 foram o0s que apresentaram maior sensibilidade a este fator de stresse. A dificuldade de
crescimento evidenciou-se ainda mais na presenca de 12% de etanol, verificando-se uma inibicdo total do
crescimento de todos os isolados na presenca de 15% de etanol.

O efeito inibitorio do SO, foi mais evidente nas leveduras nao-Saccharomyces. O crescimento da L.
thermotolerans 262 foi completamente inibido na presenca de 2 mM de SO,, sendo este o isolado mais sensivel a
este fator de stresse. Na presenca de 4 mM de SO,, a M. pulcherrima 204, também nao se desenvolveu, e as 7.
delbrueckii 171 e 195 apresentaram visiveis dificuldades no crescimento, em comparacdo com as
Saccharomyces. Na presenca de 6 mM de SO,, o crescimento de todos os isolados foi totalmente inibido.

O sulfato de cobre (CuSOQ.), por outro lado, afetou mais os isolados de S. cerevisiae do que os de nao-
Saccharomyces. Todas as Saccharomyces apresentaram dificuldades de crescimento a partir de 3000 mg/L de

CuSO0, e aos 5000 mg/L nao se conseguiram desenvolver. Por outro lado, o crescimento das ndo-Saccharomyces
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s6 foi afetado na concentracdo de 5000 mg/L, com excecdo da L. thermofolerans 262 que apresentou um
comportamento semelhante as Saccharomyces.

Nos testes de resisténcia ao stresse osmotico simulado com sorbitol, mais uma vez foram as estirpes de
Saccharomyces a revelar maior sensibilidade. Na presenca de 40% de sorbitol, estas evidenciaram um
crescimento inferior ao das n&o-Saccharomyces, com excecdo das estirpes de 7. delbrueckii 195 e L.
thermotolerans 186 que apresentaram um comportamento semelhante as Saccharomyces.

0 teste de resisténcia ao stresse oxidativo provocado com H,0,, revelou que apenas a 10 mM de H,0, é que
as leveduras comecam a apresentar dificuldades no seu desenvolvimento, sendo as estirpes S. cerevisiae 149 e

S. cerevisiae 159 as mais sensiveis.

Controlo Etanol 12%

o

I
-

Figura 10 - Tolerancia dos diferentes isolados a fatores de stresse abidtico. Cada colénia corresponde a um isolado, inoculado pela
ordem descrita na tabela 3, da esquerda para a direita e de cima para baixo. As imagens sao representativas do crescimento apés 3 d
de incubacéo a 24 °C em meio sélido YPD.
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Figura 11 - Heat map da resisténcia dos diferentes isolados microbianos a fatores de stresse abidtico. O crescimento foi avaliado apos
3 d de incubacao a 24 °C em meio solido YPD. Na escala de cores, o crescimento total corresponde a crescimento idéntico ao obtido na
auséncia do fator de stresse.

— Auséncia de

crescimento

3.3. Perfil de crescimento e potencial fermentativo de isolados selecionados

em meio definido

Com base em resultados anteriores, foram selecionados 8 isolados com diferentes graus de resisténcia aos
fatores de stresse testados para avaliacao do seu perfil de crescimento e potencial fermentativo, em meio mineral
definido, suplementado com glucose como fonte de carbono. Entre estes encontravam-se 5 S. cerevisiae (131,
141, 159, 255 e 264), e 1 de cada espécie nao-Saccharomyces (L. thermotolerans 186, T. delbrueckii 195 e M.
pulcherrima 204).

Os perfis de crescimento foram semelhantes para os 5 isolados de S. cerevisiae, como se pode verificar na
Figura 12. As taxas especificas de crescimento (u) e tempo de duplicacéo foram, respetivamente, 0.187 h! e
3.7 h para o isolado 131, 0.187 ht e 3.707 h para 159, 0.190 hte 3.65 h para 141, 0.183 hte 3.788 h para
255, e 0.182 hie 3.817 h para 264 (Tabela 4).

O potencial fermentativo foi avaliado através do consumo de glucose e producdo de etanol, acido acético e
glicerol (Figura 12). Nao foi detetada a producdo de acido succinico e acido latico. A taxa de consumo de
glucose foi semelhante para os 5 isolados, uma vez que para todos, as 23 h, a quantidade de glucose no meio

era praticamente nula.
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Figura 12 - Avaliacdo do crescimento celular, consumo de glucose, producao de etanol, acido acético e glicerol de diferentes isolados
de Saccharomyces cerevisiae (131, 141, 159, 255 e 264) a 24 °C em meio mineral suplementado com 2% de glucose como fonte Unica
de carbono, e pH 4,5. Os resultados representam a média + desvio padrao de valores obtidos para 3 réplicas biologicas.

A quantidade de etanol produzida também foi semelhante para todas as S. cerevisiae, que apresentaram
um maximo de 8 g/L, a excecao do isolado 159 que apresentou um maximo de 9 g/L. Para o isolado 131 este
pico foi registado as 39 h, enquanto que para os isolados 159, 141 e 255, este valor foi registado inicialmente as
23 h. Ja para o isolado 264, este pico foi atingido as 31 h. De salientar que apés ser atingindo o valor maximo de
concentracao de etanol, este ao longo do tempo diminuiu para valores entre os 5 g/L (isolado 255) e os 8 g/L
(isolado 159).

A producao de glicerol foi detetada para as 5 estirpes de S. cerevisiae, a partir das 15 h, observando-se o
pico de concentracado entre as 23 e 31 h. O isolado 159, menos produtor, apresentou uma concentracao maxima
de 0.2 g/L, enquanto os restantes atingiram os 0.3 g/L de glicerol.

A producdo de acido acético também foi observada para as 5 estirpes de S. cerevisiae, tendo sido detetada
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logo as 15 h para os isolados 131, 159 e 255, e mais tarde para os isolados 141 (23 h) e 264 (31 h). Os
isolados 131 e 141 mostraram um aumento na producao de acido acético nas horas finais do ensaio, tendo sido
obtido um maximo de 0.9 g/L e de 0.7 g/L, respetivamente. Os restantes isolados apresentam o pico maximo na
concentracao de acido acético as 47 h, de 0.57 g/L para o 159, e de 0.55 g/L para o 255. O isolado 264
apresentou o valor maximo de 0.55 g/L as 39 h.

Os padroes de crescimento e potenciais fermentativos das 3 espécies nao-Saccharomyces estao
representados na Figura 13. L. thermotolerans (186) apresentou o crescimento celular mais demorado, com
uma taxa especifica de crescimento de 0.149 ht e um tempo de duplicacdo de 4.661 h (Tabela 4). Apresentou
um consumo de glucose semelhante aos restantes isolados, uma vez que as 23 h ja nao se detetou glucose no
meio de cultura. Apresentou um pico maximo de etanol de 8 g/L as 31 h, e producao de glicerol a partir das 15
h, com uma concentracao maxima de 0.31 g/L. A producao de acido acético, a semelhanca de algumas estirpes
de S. cerevisiae, so foi detetada as 31 h, apresentado uma concentracao maxima de 0.54 g/L.

1. delbrueckii (195) apresentou o crescimento celular mais rapido das 3 leveduras nao-Saccharomyces,
com uma taxa especifica de crescimento de 0.208 h* e tempo de duplicacao de 3.331 h. Esta também consumiu
toda a glucose do meio em 23 h, e contrariamente a todas as outras leveduras neste ensaio analisadas, nao se
verificou producao de glicerol. Quanto ao acido acético, foi detetado no meio a partir das 31 h, numa
concentracao maxima 1.5 g/L.

M. pulcherrima (204) apresentou uma taxa de crescimento celular de 0.197 ht, e um tempo de duplicacéo
de 3.511 h. Além disso, esta bem evidente, uma segunda fase de crescimento (crescimento diduxico), marcada
pelo consumo de etanol. A glucose também foi totalmente consumida nas primeiras 23 h do ensaio. O pico
maximo da concentracdo de etanol foi observado também as 23 h, com 6.4 g/L. A producéo de acido acético e
glicerol também foi detetada, no entanto, no caso do acido acético, apenas numa concentracao de 0.5 g/L as 40

h, e no caso do glicerol, uma concentracdo maxima de 0.23 g/L as 23 h.
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Figura 13 - Avaliacao do crescimento celular, consumo de glucose, producao de etanol, acido acético e glicerol de isolados de
L. thermotolerans (186), T. delbrueckii (195) e M. pulcherrima (204), a 24 °C em meio mineral suplementado com 2% de glucose como
fonte Unica de carbono, e pH 4,5. Os resultados representam a média + desvio padrao de valores obtidos para 3 réplicas bioldgicas.

Tabela 4 - Valores da taxa de crescimento celular, tempo de duplicacdo, consumo de glucose, valor de etanol maximo obtido, etanol
final obtido, producédo de acido acético e producéo de glicerol. Os resultados indicam a média + desvio padrédo de valores obtidos para 3
réplicas biologicas. Diferencas estatisticamente significativas entre isolados estao indicadas por letras diferentes (P < 0.05).

S. cerevisiae Nao-Saccharomyces
Isolado 131 141 159 255 264 186 195 204
Taxa especifica de
_ 9 0,187 0,19 0,187 0,183 0,182 0,149 0,208 0,197
crescimento (u) (h™)
Tempo de duplicacao
) 3,700 3,650 3,707 3,788 3,817 4,661 3,331 3,511
EtOH méaximo (g/L) | 8,53 + 0,86™ | 8,29 + 0,93%| 9,26 + 0,25° | 8,79 + 0,16™ | 8,49 + 0,39%" | 8,13 + 0,65°™| 7,13 + 0,61° | 6,43 = 0,44°
EtOH final (g/L) |6,15 +0,19%| 7,21 + 0,887 | 8,21 0,587 | 5,05 + 1,02° | 7,04 + 0,65 | 6,81 + 0,14%° | 4,74 + 0,17% | 0,46 + 0,54
Acido acético (g/L) | 0,9+0,09° | 0,69+ 0,18 | 0,57 + 0,06 | 0,55+ 0,01° | 0,55+ 0,05° | 0,55+ 0,16° | 1,5+0,02* | 0,5+ 0,07
Glicerol (g/L) 0,35+0,01° | 0,33+0,03° | 0,2+0,00° | 0,31 +0,00°| 0,35 =0,01° | 0,33 + 0,04 | 0,00 + 0,00° |0,23 = 0,02°“
3.4. Fermentacoes sequenciais com isolados selecionados em mosto natural

Com base nos resultados anteriores, foram selecionados 3 isolados de S. cerevisiae (141, 159 e 264) e os
3 isolados das leveduras ndo-Saccharomyces (186, 195 e 204) para a realizacdo de microvinificacdes em mosto

natural das castas Sousdo, Touriga Nacional e Viosinho. Para cada casta, as fermentacdes foram iniciadas pela
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inoculacdo do mosto com uma levedura nao-Saccharomyces, seguida de uma Saccharomyces apés 3-5 d de
fermentacao, como detalhado no Material e Métodos. Como controlo, foram também conduzidas fermentacoes
com mostos inoculados apenas com o isolado correspondente de S. cerevisiae. O critério de selecao dos isolados
de S. cerevisiae para inocular os mostos foi baseado na sua casta de origem (tabela 1), a excecéo de Viosinho,
para o qual foi utilizado o isolado 159 obtido de bagos cv. Sousao.

A evolucao das fermentacdes foi avaliada pela diminuicdo do °Brix e producao de alcool (Figura 14). Em
geral, as microvinificacdes com mostos da casta Sousdo duraram 12 d a 24 °C. Para as fermentacoes
sequenciais com L. thermotolerans (186) e 7. delbrueckii (195), o valor minimo de °Brix (6 °B) e maximo de
alcool foram atingidos apos 6 d, semelhantes a fermentacdo conduzida apenas por S. cerevisiae (141). As
fermentac0es iniciadas com M. pulcherrima (204) foram mais lentas, tendo-se atingindo estes valores apds 7 d.
No entanto, o teor final em alcool foi semelhante para todas as fermentacdes de mostos da casta Sousao, tendo
variado entre 10,2% (com isolados 186 + 141 ou 204 + 141) e 10,4% (com isolado 141).

A evolucao das microvinificacdes com mostos da casta Touriga Nacional foi muito semelhante a observada
para mostos cv. Sousao, tendo uma duracéo total de 12 d. No entanto, o valor minimo de °Brix e maximo de
alcool obtido foi de 7°B e 10,9%, respetivamente, idéntico para todas as combinacdes de isolados testadas.
Novamente, as fermentacdes iniciadas com M. pulcherrima (204) apresentaram uma progressao mais lenta.

As microvinificacbes com mostos da casta branca Viosinho apresentaram um comportamento diferente das
castas tintas, uma vez que decorreram a 16 °C e demoraram entre 14 d (159; 186 + 159; 195 + 159) e 18 d
(204 + 159). O valor minimo de °Brix (6°B) e maximo de alcool (11%) foi atingido apds 11 d, exceto para os
mostos inoculados inicialmente com M. pulcherrima (204). Estes apresentaram uma evolucdo demarcadamente
mais lenta do que os restantes, atingindo um valor minimo de °Brix (6,9°B) apés 15 d e maximo de alcool (12%)

apos 17 d.
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Figura 14 - Evolucao do °Brix e teor de alcool em mostos obtidos a partir de uvas das castas Sousao, Touriga Nacional e Viosinho, ao
longo da fermentacao sequencial. O processo foi iniciado por inoculacdo dos mostos com as leveduras nao-Saccharomyces L.
thermotolerans (186), T. delbrueckii (195) e M. pulcherrima (204). Apos 3 ou 5 d de fermentacéo para as castas brancas ou tintas,
respetivamente, foi adicionado o inoculo de S. cerevisiae (isolados 141, 159 ou 264). Os resultados indicam a média + desvio padrao de
valores obtidos para 3 réplicas biologicas.

Tabela 5- Valores de minimos de °Brix e maximo no teor em alcool em mostos obtidos ao longo da fermentacao sequencial. Os
resultados indicam a média + desvio padrédo de valores obtidos para 3 réplicas biologicas. Diferencas estatisticamente significativas entre
parametros dentro de cada casta estdo indicadas por letras diferentes (P < 0.05).

Souséo T. Nacional Viosinho
Isolados usados 141 186+141 | 195+141 | 204+141 264 186+264 | 195+264 | 204+264 159 186+159 | 195+159 | 204+159
°Brix final 6,1+0,08" | 6,0£0,05" | 60+0,00° | 62+0,00° | 7,0+0,05* | 7,0+0,00° | 7,0+0,00° | 7,0 +0,00° | 6,1+0,05° | 59+0,05° | 6,0+0,00™| 6,9 +0,05°
Alcool (%) 10,4 +0,08%| 10,2 + 0,05 | 10,3+ 0,08%| 10,2 + 0,14°|10,97 + 0,057 11,0 + 0,00° | 10,9 + 0,05%| 10,9 + 0,08" | 11,1 + 0,08°| 10,9 + 0,08" | 11,0 + 0,19*| 11,0 + 0,05

3.5. Parametros bioquimicos dos mostos e vinhos

Para uma melhor avaliacdo da performance fermentativa dos diferentes isolados em inoculacoes
sequenciais, foram determinados os teores em acucares redutores, fendlicos totais, antocianinas totais, pH e
acidez titulavel no inicio (mosto) e final da fermentacéo (vinho). Os resultados estdo sumariados na tabela 6. Os
mostos de Touriga Nacional apresentaram maior teor em acucares redutores (AR), seguidos dos mostos Viosinho
e Sousdo. No final da fermentacao, os vinhos cv. Viosinho apresentaram menor teor em AR (0.77 a 1.08 g/L). De
um modo geral, as fermentacdes com M. pulcherrima (204) em mostos Sousao e Viosinho foram as menos

eficientes em termos de consumo de acucares, tendo sido detetados os valores mais elevados destes solutos em

25



vinhos fermentados com esta espécie para estas castas.

O pH dos mostos variou de casta para casta, sendo que Touriga Nacional apresentou os valores mais
elevados (4,2) e Sousao 0s mais baixos (3,5). Apds a fermentacao, o pH baixou em todas as amostras, mantendo-
se, no entanto, a diferenca de pH tipica entre castas. Entre as fermentacbes com as diferentes espécies de
levedura, observaram-se menores valores de pH nos fermentados com os isolados 186 e 204, principalmente em
cv. Viosinho.

Quanto a acidez titulavel, os mostos de cv. Viosinho apresentaram os valores mais elevados (3.33 g/L) e os
mostos de cv. Sousdo os mais baixos (2.68 g/L). A acidez titulavel aumentou apds a fermentacao, tendo-se
verificado um valor de 4.62 a 5.49 g/L em vinhos cv. Viosinho. Nas castas tintas, o isolado 204 foi o que conferiu
maior acidez titulavel aos vinhos (6.84 g/L cv. Souséo e 8.18 g/L cv. Touriga Nacional).

Relativamente aos fenolicos totais, os mostos Viosinho apresentaram menor concentracao destes solutos
(0.18 g/L), enquanto que os de Touriga Nacional apresentaram os valores mais elevados (1.01 g/L). Em ambas
as castas verificou-se uma diminuicdo dos fendlicos totais no final da fermentacdo. Pelo contrario, em vinhos
Sousao verificou-se um aumento na concentracdo destes compostos relativamente aos mostos. Nao se
verificaram diferencas significativas entre os valores encontrados em vinhos fermentados com as diferentes
espécies de levedura.

As antocianinas foram detetadas apenas em amostras provenientes das castas tintas. Os mostos de
Touriga Nacional apresentaram tendencialmente a maior concentracao destes solutos, apesar dos valores nao
serem estatisticamente diferentes dos detetados em mostos cv. Sousdo. De um modo geral, verificou-se uma
diminuicdo na concentracdo de antocianinas apds a fermentacado. Ndo se verificaram diferencas decorrentes da

utilizacao dos diferentes isolados de levedura.
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Tabela 6 - Parametros bioquimicos dos mostos e vinhos das castas Souséo, Touriga Nacional e Viosinho. Os resultados indicam a
média + desvio padrdo de 3 réplicas bioldgicas. Diferencas estatisticamente significativas entre os mostos ou vinhos dentro de cada
casta estao indicadas por letras diferentes (P < 0.05).

o d’:fsfgi; b pH Acidez titulavel (g/L) | Fendlicos totais (g/L) |Antocianinas totais (g/L
média | +SD | média | £SD média + SD média +SD média +SD
Sousao 136,41°| 22,02 | 3,52° | 0,01 2,68° 0,39 0,85° 0,11 0,16 0,017
Mostos Touriga Nacional 190,06° | 20,43 | 4,17* | 0,04 3,087 0,41 1,01° 0,17 0,18 0,028
Viosinho 170,09%°| 9,25 | 3,66° | 0,05 3,337 0,02 0,18° 0,01 0,00 0,00
141 1,80* | 0,08 | 3,09° | 0,02 6,15 0,27 1,00° 0,07 0,144 0,015
Sousio 186 1,76ab 0,09 | 3,07° 0,05 6,32° 0,38 0,98° 0,04 0,157 0,017
195 1,64° 0,21 | 3,09° | 0,04 6,45 0,32 0,99 0,06 0,145° 0,01
204 1,98° | 0,04 | 312° | 0,04 6,84° 0,07 0,98° 0,05 0,167° 0,021
264 1,817 | 0,12 | 3,70° | 0,02 7,10° 0,5 0,75 0,09 0,135° 0,007
Vinhos Touriea Nacional 186 1,857 | 0,07 | 3,71° | 0,02 7,74% 0,08 0,75 0,02 0,137° 0,003
8 195 1,78 | 006 | 371 | 004 | 725 0,02 0,75° 0,04 0,135° | 0,002
204 1,84° 0,06 | 3,69° | 0,01 8,18" 0,17 0,71° 0,05 0,137° 0,004
159 0,77° | 0,05 | 345 | 0,00 | 4,62° 0,06 0,137 0,01 0,00 0,00
. 186 0,79° | 0,01 | 3,31° | 0,03 5,49 0,36 0,13 0,00 0,00 0,00
10SINhO
195 0,85b 0,03 | 3,42° 0,01 5, 10% 0,08 0,13 0,01 0,00 0,00
204 1,08 0,12 3,32b 0,03 4,67b 0,08 0,15% 0,02 0,00 0,00

4. Discussao de resultados

4.1. As leveduras nativas do bago de uva apresentam diferente
suscetibilidade a fatores de stresse abidtico

Os resultados do presente estudo mostraram diferencas na resisténcia das leveduras nativas a fatores de
stresse abiotico presentes na vinha ou no ambiente fermentativo. De acordo com estudos anteriores, o etanol, em
concentracdes elevadas, afeta a estrutura e a permeabilidade da membrana plasmatica das e inibe o
metabolismo e crescimento das leveduras (Carrasco et al., 2001; Suranska et al., 2016). No caso de
Saccharomyces cerevisiae, quase todas as estirpes alvo de estudo apresentaram um nivel semelhante de
resisténcia ao etanol, em linha com estudos anteriores; Carrasco e colaboradores (Carrasco et al., 2001), no seu
trabalho com estirpes de S. cerevisiae comerciais, observaram que a uma concentracao de etanol de 12% (v/v), o
crescimento de S. cerevisiae sofre uma reducdo. Na concentracdo de etanol de 13,5% (v/v) ainda conseguem
sobreviver, no entanto, na concentracao de 15% (v/v) somente uma estirpe (UCLM S377 da Springer Oenologie,
Bio Springer, Maisons-Alfort, France) conseguiu apresentar crescimento. Por outro lado, outras estirpes como MW
14 e T19 (Aponte e Blaiotta ef a/, 2016), X1 e 1-09 (Suranska et al., 2016) conseguem prosperar em
concentracdes de etanol de 15% e 16% (v/v), demonstrando maior tolerancia a este composto. No que diz
respeito as leveduras nao-Saccharomyces, o isolado de L. thermotolerans 186 revelou-se o mais tolerante ao
etanol, equiparando-se as S. cerevisiae. Este isolado conseguiu crescer em concentracdes de etanol até 12%,

semelhante a estirpe comercial Concerto™ (L. thermofolerans, Chr. Hansen, Denmark) (Binati et al., 2019) e
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superando o valor de tolerancia maximo de 10% observado para todas as estirpes (T43, T44, T6, T27, T33 e T15)
avaliadas por Aponte e Blaiotta et al. (2016). Por outro lado, M. pulcherrima 204 apresentou uma maior
suscetibilidade ao etanol do que as restantes leveduras nao-Saccharomyces alvo de estudo, uma vez que
praticamente nao conseguiu desenvolver-se em concentracdes na ordem dos 9%. No entanto, outras estirpes
desta espécie exploradas em estudos anteriores apenas prosperaram em concentracées de etanol até 6%
(Barbosa et af., 2018). As estirpes comerciais Level2 Initia™ e Level2 Flavia™ (M. pulcherrima, Lallemand Inc.,
Australia) estao caracterizadas para um maximo de 3% de etanol, pelo que pode concluir-se que o nivel de
tolerancia do isolado 204 ¢ bastante elevado.

No processo de vinificacao, a sulfitacdo com adicao de SO, constitui um passo importante principalmente
para o controlo de microorganismos indesejados no vinho. Os sulfitos apresentam um efeito toxico ao reagirem
com varios compostos, especialmente os grupos carbonilos dos constituintes celulares das leveduras (Jurgen
Frohlich et al., 2017). De um modo geral, as estirpes de S. cerevisiae alvo de estudo no presente trabalho
demonstraram maior tolerancia ao SO, do que as estirpes nao-Saccharomyces, conseguindo prosperar na
presenca de concentracoes até 4 mM deste composto, bastante acima do valor reportado por Comitini et al.
(2011) (0.9 mM SO, livre) e de acordo com os resultados obtidos por Barbosa et al. (2014). Em paralelo, a maior
tolerancia de 7. delbrueckii do que M. pulcherrima ao SO, esta também de acordo com este estudo. Em
particular, o isolado de M. pulcherrima 204 apresentou tolerancia a concentracdes de SO, até 2 mM, de acordo
com o observado para outras estirpes estudadas por Barbosa et al. (2018), salientando a baixa resisténcia desta
espécie a este fator de stresse. Ja os isolados de [. thermofolerans, por outro lado, apresentaram
comportamentos notavelmente diversos entre si. O isolado 186 revelou niveis de tolerancia semelhantes as
estirpes de S. cerevisiae, 0 que constitui um resultado promissor, uma vez que esta espécie é geralmente
considerada pouco tolerante ao SO, (Benito et al., 2018), como evidenciado também por Comitini et al. (2011),
que observaram tolerancia até 0.3 mM de SO, nas estirpes em analise. As diferencas na performance dos
diferentes isolados na presenca de SO, podem estar relacionadas com a capacidade de desenvolverem estratégias
de resisténcia, incluindo a producao de acetaldeido como scavengers de sulfitos, ou sintese de aminoacidos com
grupos sulfurosos, como a metionina e cisteina. Outro mecanismo que pode ajudar na resisténcia a este fator de
stresse € o reforco da parede celular e da sintese de lipidos membranares como resposta adaptativa primaria
(Jutrgen Frohlich et al., 2017).

No inicio da fermentacédo, a elevada quantidade de aclicares e o respetivo efeito stresse osmotico sdo os
fatores que condicionam mais a diversidade das leveduras (Garcia et al., 2016). Neste trabalho, o stresse
osmoético foi simulado com sorbitol, um poliol analogo da glucose, que nao se dissocia e ndo é assimilado pelas

leveduras, permitindo manter a pressao osmatica no meio durante todo o ensaio (Garcia et al., 2016). As estirpes
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de S. cerevisiae revelaram ser mais suscetiveis a este fator de stresse, apresentando um menor crescimento em
comparacao com as leveduras nao-Saccharomyces na presenca de 40% (p/v) de sorbitol. Este resultado esta de
acordo com estudos anteriores em outras estirpes (Mukherjee et al., 2017). Neste estudo, verificou-se que a S.
cerevisiae demonstrou menor tolerancia (<50% (p/v) sorbitol) a este tipo de stresse quando comparada com L.
thermotolerans, T. delbrueckii e M. pulcherrima (>55% (p/v) sorbitol). Por outro lado, Garcia et al. (2016)
observou que as estirpes de S. cerevisiae estudadas exibiram alguma suscetibilidade a concentracdes de sorbitol
de 30% (p/v), enquanto que L. thermotolerans, M. pulcherrima e T. delbrueckii apresentaram maior tolerancia a
essa concentracao. M. pulcherrima esta descrita como tolerante ao stresse osmético, ja que esta naturalmente
presente em néctares florais, cuja concentracdo de acucar pode superar 0s 50% (p/v) glucose (Brysch-Herzberget
al., 2004; Pozo et al., 2012; Mukherjee et al., 2017). Um dos mecanismos utilizado pelas leveduras para
resistirem ao stresse osmético consiste na inducédo da via de sinalizacao High-Osmolarity-Glycerol (HOG) e na
producao de glicerol, que se acumula dentro das células, ativando assim a glicélise (Jurgen Frohlich et al., 2017).
Nos vinhos, este aumento de glicerol pode ser desejavel, porém este mecanismo pode também originar maiores
niveis de acetato (Zhao et al., 2015). Neste sentido, 7. delbrueckii esta descrita como uma boa levedura para
iniciar fermentacdes de mostos com elevados niveis de aclcar, uma vez que gera menores teores de acetato em
comparacao com S. cerevisiae (Bely et al., 2008). A estirpe comercial LEVEL2 Biodiva™ (7. delbrueckii, Lallemand
Inc., Australia) é particularmente adaptada e recomendada para condicdes de elevados niveis de acucar, como a
producao de vinhos /afe Harvest/botrytised, devido a elevada tolerancia a choque osmatico e baixa producao de
acidez volatil.

O cobre é um metal pesado utilizando em formulacdes de pesticidas, aplicados na vinha para controlo de
fungos, tais como o mildio e o oidio (Devez et al., 2005; Gava et al., 2016). Este é também um micronutriente
essencial para os organismos, como elemento integrante de varias enzimas e como catalisador de reaccoes redox
numa variedade de vias metabdlicas (Gava et al., 2016). No entanto, em concentracdes elevadas interfere com
varios processos celulares, podendo inibir o crescimento e a divisdo celular (Devez et al., 2005; Gava et al.,
2016). No presente trabalho, as estirpes nativas de S. cerevisiae apresentaram menor tolerancia ao cobre do que
as leveduras nao-Saccharomyces, complementando estudos de Warringer et al. (2011), que reportaram uma
maior suscetibilidade de estirpes selvagens de S. cerevisiae ao cobre do que estirpes utilizadas comercialmente.
Em linha com este estudo, Martins et al. (2015) reportou que o uso de calda bordalesa a base de sulfato de
cobre, para protecao das vinhas contra fungos, conduz a um atraso na fermentacdo conduzida por S. cerevisiae,
modificando o perfil volatil do vinho. No entanto, as estirpes estudadas neste trabalho demonstraram uma maior
tolerancia ao cobre do que as estirpes utilizadas por Fay et al. (2004) [1197 mg/L (p/v) em meio YPD solido],
Grangeteau et al. (2017) [2060 mg/L (p/v) em meio liquido] e Vadkertiova e Slavikova et al. (2006) [319 mg/L
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(p/v) em meio sintético]. De maneira semelhante, a tolerancia de M. pulcherrima foi significativamente superior
(5000 mg/L) a observada noutros estudos, como os de Vadkertiova e Slavikova et al. (2006) [1596 mg/L (p/v)] e
Barbosa et al. (2018) [638 mg/L (p/v) em meio YPD solido]. A tolerancia de determinadas estirpes ao cobre pode
dever-se a sua melhor adaptacdo aos tratamentos anuais que tém sido realizados nas vinhas com sulfato de
cobre (Warringer et al., 2011; Barbosa et al., 2018;). Um dos mecanismos envolvidos neste processo € o
sequestro de Cuz no vacuolo das células, através de antiportadores de Cuz/H-e transportadores do tipo Ctr, que
por sua vez sao regulados pelos niveis exogenos de cobre (Martins et al., 2012; 2014a; 2014b).

O metabolismo das leveduras, especialmente a respiracao, produz espécies reativas de oxigénio (ROS) e
radicais livres que causam danos nas estruturas celulares e desencadeiam processos de morte celular
programada (Jurgen Frohlich et al., 2017). Durante a vinificacdo, os ROS sdo maioritariamente produzidos no
inicio da fermentacdo, quando as leveduras se estdo a multiplicar, e no final da fermentacéo, devido a exposicdo
prolongada ao etanol e a presenca de oxigénio (Jurgen Frohlich et al., 2017). Neste estudo, nenhuma estirpe
mostrou uma elevada suscetibilidade a presenca de ROS, tal como descrito por Barbosa et al. (2018) para as
concentracdes de H,0, avaliadas, e por Grazia et al. (2019), onde apenas na concentracao de 250 mM foi
observada variabilidade na resisténcia das estirpes em analise. A elevada resisténcia ao stresse oxidativo pode
estar relacionado com a atividade de diversas enzimas antioxidantes como a catalase, que destoxifica 0 H,0, pela

sua conversao a H,0 + O, (Gamero-Sandemetrio et al., 2014; Furlani et al., 2017).

4.2. Estirpes nativas Saccharomyces e nao-Saccharomyces apresentam
diferentes niveis de producao de etanol, acido acético e glicerol

Todas as leveduras alvo de estudo no presente trabalho apresentaram um crescimento diduxico em meio
mineral suplementado com glucose, caracterizado, na primeira fase, por um crescimento exponencial celular
resultante da fermentacéo da glucose em etanol (Busti et al., 2010). Apds o esgotamento da glucose no meio,
observou-se uma paragem no crescimento e uma alteracao metabolica nas leveduras, que passam de um modo
fermentativo para o modo respiratorio. Nesta segunda fase, o etanol passa a ser a fonte de carbono utilizada,
verificando-se um aumento ligeiro (bem evidente para a M. pulcherrima 204) ou uma manutencdo da densidade
celular (Kappeli et al., 1987; Busti et al., 2010; Assawajaruwan et al., 2017). Os resultados obtidos no presente
estudo relativamente a producéo de etanol estao de acordo com o trabalho realizado por Schnierda et al. (2014),
que reportou producao de 9 g/L por S. cerevisiae, e de 6,5 g/L por M. pulcherrima. Em contrario, o isolado 186
de L. thermotolerans utilizado no presente estudo apresentou uma producdo de etanol mais elevada (8 g/L) do
que a estirpe utilizada no estudo de Schnierda et al. (2014; 6 g/L).

0O acido acético é um dos compostos responsaveis pela acidez volatil do vinho e frequentemente produzido
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pelas leveduras fermentativas durante a fermentacdo alcodlica (Vilela-Moura et al., 2010). Em elevadas
concentracdes (> 1.2 g/L) pode conferir um sabor avinagrado ao vinho, tornando-se indesejavel. Neste estudo, as
estirpes de S. cerevisiae, T. delbrueckii e L. thermotolerans escolhidas produziram acido acético apés o consumo
completo da glucose e durante a segunda fase do crescimento diauxico mencionado anteriormente. Esta fase
também pode ser caracterizada pela conversao do etanol em acido acético, como descrito por Samson et al.
(1987) e Tsai et al. (1987). A gama de concentracdes produzida pelas leveduras no presente trabalho esta de
acordo com estudos anteriores (0.2 g/L a 0.6 g/L; Vilela-Moura et al., 2010), sem prejuizo para a qualidade do
vinho. 7. delbrueckii apresentou uma maior producéo de acido acético do que as restantes espécies, de acordo
com estudos anteriores (Loira et al., 2014). Nao obstante, a gama de concentracdes obtida é substancialmente
inferior a reportada por leveduras contaminantes do vinho como Breftanomyces/Dekkera, capazes de produzir até
2.4 g/L (Silva et al., 2004) no mesmo meio mineral utilizado no presente estudo. De contrario, M. pulcherrima
apresentou um maior consumo de etanol ao longo do tempo, no entanto, sem producéo de acido acético. Estas
espécies sao conhecidas pela baixa producdo de acido acético, conforme documentado por Englezos et al.
(2022). De acordo com Comitini et al. (2011), e em consonancia com outros estudos (Ciani e Maccarelli et al.,
1997; Kapsopoulou et al., 2005), todas as fermentacdes com culturas puras das estirpes de 7. delbrueckii, L.
thermotolerans e M. pulcherrima demonstraram uma producao significativamente inferior de acido acético em
comparacao com as fermentacdes com culturas puras de S. cerevisiae.

O glicerol ¢ o metabolito resultante do metabolismo das leveduras mais abundante a seguir ao etanol e o
CO, (Ivit et al., 2020), contribuindo para o corpo, viscosidade ou docura dos vinhos (Yalcin & Ozbas et al., 2004;
lvit et al., 2020). No presente trabalho, os isolados de S. cerevisiae e L. thermotolerans apresentaram producao
substancial deste composto (0.31 g/L a 0.35 g/L), em niveis ainda assim inferiores aos observados para outra
estirpe de S. cerevisiae (0.82 g/L) em condicdes de crescimento semelhantes (Yalcin and Ozbas et al., 2004). Em
paralelo, 7. delbrueckii e M. pulcherrima apenas produziram niveis residuais de glicerol, o que contrasta com
estudos anteriores que indicam um aumento na concentracdo desse composto em fermentacdes sequenciais
com S. cerevisiae (Englezos et al., 2022). No caso de 7. delbrueckii, esses aumentos podem variar de 0,1 g/L a 1
g/L de glicerol, em comparacdo com fermentacdes envolvendo apenas S. cerevisiae (Benito et al., 2018),
enquanto que para M. pulcherrima, a variacdo pode ser de 4% a 20% (Vicente et al., 2020). Por outro lado, outros
estudos nao relatam qualquer diferenca na concentracao final de glicerol em fermentacées com 7. delbrueckii
(Minaar et al., 2015; Belda et al., 2017). A producao de glicerol pode estar ligada ao aumento da concentracao de
agentes oxidantes no meio, ja que a sintese desse composto pelas leveduras esta principalmente associada a

regulacdo do potencial redox nas células (Yalcin & Ozbas et al., 2004; Ivit et al., 2020).
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4.3. As estirpes utilizadas nas fermentacoes sequenciais e a casta sao fatores
determinantes na acidez e no conteiido em fenélicos do vinho

As fermentacdes sequenciais realizadas com mosto natural no presente trabalho foram inicialmente
monitorizadas pela medicdo do °Brix com um refratémetro e do teor em alcool com um vinémetro. Estes métodos
tém sido amplamente utilizados para obter uma estimativa grosseira do progresso da fermentacdo (Martins et al.,
2020). No entanto, a medicao feita com o refratdmetro é afetada pelo indice de refracdo do alcool produzido
durante a fermentacao, influenciando a leitura real dos acucares presentes no vinho (Jacobson et al., 2006). Este
fator pode ter condicionado os valores de °Brix obtidos no final da fermentacao, facto que foi colmatado pela
determinacao dos niveis de acucares redutores pelo método do DNS. De facto, de acordo com a concentracéo de
acucares redutores obtidos (< 5 g/L), podemos considerar que todas as fermentacbes foram completas
(International Organization of Vine and Wine, 2022).

Os resultados do presente trabalho mostraram que as fermentacdes sequenciais iniciadas por estirpes
nativas de L. thermotolerans e T. delbrueckii evoluiram de forma idéntica a fermentacao conduzida apenas por S.
cerevisiae. Pelo contrario, estudos anteriores reportaram, quer um atraso na fermentacao, quer uma diminuicéo
no teor alcoolico dos vinhos em até 1% (v/v) (Cus & Jenko et al., 2013; Gobbi et al., 2013; Balikci et al., 2016;
Ruiz et al., 2018; Zhang et al., 2023) mesmo, em fermentacdes sequenciais com estirpes comerciais Prelude™
(7. delbrueckii, Chr. Hansen, Denmark) e Concerto™ (L. thermotolerans, Chr. Hansen, Denmark) (Zhang et al.,
2021). A fermentacao iniciada por M. pulcherrima, pelo contrario, mostrou-se mais lenta que as restantes,
principalmente no inicio da fermentacao, decorrente provavelmente da maior sensibilidade deste isolado ao SO,
adicionado no mosto, comparativamente aos restantes isolados selecionados para este ensaio. Este resultado
esta de acordo com estudos anteriores, mostrando o aumento substancial da velocidade de producao de alcool e
diminuicao do °Brix apos a adicao de S. cerevisiae, tanto em fermentacdes de vinhos brancos como de vinhos
tintos (Ruiz et al. 2018; Barbosa et al. 2018; Benito et al. 2019; Escribano-Viana et al. 2019).

Neste tipo de fermentacdes com indculos mistos, S. cerevisiae facilmente domina o processo fermentativo,
razao pela qual é benéfico realizar fermentacdes sequenciais iniciadas apenas pela levedura ndo-Saccharomyces,
em alternativa a co-inoculacdo com ambas as leveduras logo no inicio da fermentacao. Nao obstante, mesmo em
fermentacdes sequenciais, apenas a S. cerevisiae se apresenta ativa nos momentos finais da fermentacao (Chen
et al., 2018).

Os resultados deste estudo indicaram que os vinhos produzidos exclusivamente com S. cerevisiae tém
niveis mais baixos de acidez em comparacao com os vinhos resultantes de fermentacdes sequenciais. 7.
delbrueckiie M. pulcherrima nao tém um impacto tao significativo na acidez total quanto L. thermotolerans, mas

ha evidéncias de que 7. delbrueckii pode aumentar a acidez dos vinhos, devido a sua capacidade de produzir
32



acido sucinico, como documentado por Ciani e Maccarelli et al. (1998), Fernandes et al. (2021) e Sgouros et al.
(2023). M. pulcherrima, por outro lado, estad mais associada a diminuicéo da acidez total, conforme observado em
estudos de Comitini et al. (2011) e Dutraive et al. (2019). No entanto, também existem relatos de aumentos na
acidez final, como mencionado por Aplin et al. (2021). L. thermotolerans, por sua vez, é conhecida por acidificar
0s vinhos, devido a sua capacidade de produzir elevadas concentracdes de acido latico, como destacado por
Morata et al. (2018). Esta é uma das principais caracteristicas da estirpe comercial Concerto™ (L. thermotolerans,
Chr. Hansen, Denmark). Neste trabalho essa capacidade nao foi evidente, o que estd de acordo com o0s
resultados das analises de HPLC em que este composto néo foi detetado. A influéncia das leveduras na acidez do
vinho provém da sua capacidade de producao de acido pirtvico e acético, além de acido latico e sucinico,
resultantes do seu metabolismo (Volmer et al., 2017; Chidi et al., 2018). Este fator é particularmente relevante na
escolha de estirpes com maior producao destes metabolitos, contribuindo para o aumento da acidez titulavel e
diminuicao do pH, fatores essenciais para a qualidade do vinho (Vicente et al., 2022). Um vinho com baixa acidez
tem um perfil aromatico menos intenso e definido e maior propensdo para a contaminacao por microorganismos.
Por outro lado, um vinho com elevada acidez é geralmente definido como excessivamente azedo e picante (Sainz
et al.,, 2022). Os acidos organicos provenientes do bago (malico, citrico e tartarico) tém também um papel
essencial nos niveis de acidez do vinho, corroborando os resultados do presente trabalho, que mostram uma clara
influéncia da casta na acidez titulavel e pH do vinho. No seu conjunto, os resultados suportam que a escolha de
estirpes adequadas a cada casta é essencial para a obtencdo de um bom vinho (Mendes Ferreira e Mendes-Faia,
2020).

No presente trabalho, a casta foi o principal fator determinante na concentracdo de compostos fenolicos e
antocianinas totais no vinho, sendo que as estirpes utilizadas na fermentacdo ndo influenciaram estes
parametros. Estudos anteriores mostraram que a extracdo destes compostos do bago e a sua estabilidade no
vinho esta dependente das técnicas de vinificacdo usadas, incluindo, por exemplo, o processo de maceracdo
(Monagas et al., 2005; Minnaar et al., 2018). No presente trabalho, a duracao deste processo foi superior para 0s
mostos tintos, justificando parcialmente o maior teor em fendlicos nos vinhos tintos do que no vinho branco. Os
niveis de fendlicos totais detetados nos vinhos tintos sdo 4X inferiores ao reportados por Martins et al. (2020),
uma vez que nesse estudo as peliculas e grainhas foram mantidas no mosto durante todo o processo
fermentativo, ao contrario do presente estudo em que a maceracao apenas durou 48 h.

Em particular, as antocianinas que conferem a cor ao vinho também sao caracteristicas de cada casta;
Sousdo é caracterizada pela sua cor intensa avermelhada, resultante da elevada acumulacdo de antocianinas tri-
OH incluindo a malvidina-3-O-glucosideo, enquanto que varias outras antocianinas incluindo di-OH sao tipicamente

mais abundantes em Touriga Nacional, conferindo uma coloracdo menos intensa aos vinhos (Martins et al.,
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2023b). As leveduras podem influenciar a cor dos vinhos de diversas maneiras, incluindo a de-glucosilacao das
antocianinas e a adsorcao dos pigmentos pela parede celular das leveduras (Echeverrigaray et al., 2020). Um
estudo sobre o uso de L. thermofolerans em fermentacdes sequenciais com S. cerevisiae demonstrou um
aumento significativo de cerca de 10% na intensidade da cor. Isso foi atribuido ao pH mais baixo, que permite
uma maior coloracdo das moléculas de antocianinas, devido ao aumento da acidez causado pelo acido latico
(Benito et al., 2018; Vicente et al., 2021). Benito et al. (2017) também observou uma menor adsorcao de
antocianinas por L. thermotolerans em comparacao com fermentacdes com culturas puras de S. cerevisiae. T.
delbrueckii; por sua vez, pode aumentar o teor de antocianinas, como relatado por Escribano-Viana et al. (2019;
33%) e por Chen et al. (2018; 46 mg/L). No caso de M. pulcherrima, Morata et al. (2019) afirmou que esta
espécie tem uma capacidade de adsorcao de antocianinas menor em comparacao com S. cerevisiae, T.
delbrueckii ou L. thermotolerans. No entanto, Vicente et al. (2020) indicou que, em fermentacdes sequenciais
com S. cerevisiae, M. pulcherrima reduz significativamente o teor de antocianinas nos vinhos devido a sua
elevada adsorcdo de antocianinas nas paredes celulares. E importante notar que a capacidade de adsorcdo de
antocianinas pelas leveduras varia consideravelmente de uma estirpe para outra. Portanto, é essencial avaliar
esse parametro para obter a melhor qualidade do vinho final (Benito et al., 2017; Echeverrigaray et al., 2020;

Vicente et al., 2020).

5. Conclusao e perspetivas futuras

Os resultados do presente estudo exploraram a aplicabilidade de leveduras nativas do bago de uva para a
producao de vinhos regionais, através da caracterizacao da resisténcia das diferentes estirpes a fatores de stresse
abiotico tipicamente encontrados durante a fermentacao, e da avaliacdo do seu potencial fermentativo. Os dados
obtidos tém um impacto relevante na possivel modelacao de parametros de qualidade do vinho traduzida pelos
niveis de etanol, acido acético, glicerol, e acidez, entre outros. A producao de vinhos com menor teor alcodlico e
maior acidez é um dos grandes atuais desafios da viticultura em Portugal. Em particular na regiao do Douro, as
alteracoes climaticas tém vindo a causar uma quebra na acidez do vinho, pelo que ha uma procura crescente por
estirpes que colmatem este problema.

Num proximo passo deste trabalho, serdo analisados os compostos volateis dos vinhos produzidos, por
técnicas otimizadas de GC-FID e SPE lon-trap MS (Martins et al. 2020), permitindo assim caracterizar o bouquet
aromatico conferido por cada conjunto de estirpes selecionado. De acordo com estudos anteriores, os vinhos
produzidos com 7. delbrueckii poderao apresentar elevadas concentracdes de terpenos, tiois, polissacarideos e
manoproteinas, que contribuem para a sua complexidade e estabilizacdo aromatica (Benito et al., 2019;
Fernandes et al., 2021; Englezos et al., 2022; Romano et al., 2022). Em paralelo, L. thermotolerans é conhecida
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por produzir baixos niveis de alcoois superiores, promovendo os aromas florais e tropicais do vinho em
fermentacées mistas, bem como elevada concentracao de glicerol e 2-feniletanol. M. pulcherrima tem uma
elevada atividade de B-glucosidase, permitindo a clivagem de terpenos e tidis, sendo expectavel o aumento da
complexidade aromatica e do aroma varietal do vinho, contribuindo com caracteristicas florais (Morata et al.,
2019; Borren & Tian, 2020; Vicente et al., 2020). Esta levedura é também conhecida pela producéo de elevadas
quantidades de ésteres, como octanoato de etilo, caracteristico de aroma frutados como a pera, bem como
acetato de etilo e alcoois superiores, que podem influenciar positiva ou negativamente o aroma do vinho de
acordo com a sua concentracao (M Victoria Moreno-Arribas et al., 2009; Varela et al., 2016; Borren & Tian et al.,
2020).

A selecao de estirpes nativas decorrente do presente trabalho foi fundamental para a otimizacao de culturas
starter, utilizadas em fermentacdes a escala piloto. Estas estdo a decorrer nas instalacdes da adega da Quinta de
S. Luiz, de onde as leveduras nativas sao provenientes. Desta forma, o presente trabalho foi o ponto de partida
para a avaliacdo da capacidade de utilizacdo das estirpes nativas a nivel industrial. Os vinhos produzidos em
adega serdo também avaliados quanto ao seu perfil aromatico, por um painel de provadores especializado. No
seu conjunto, o presente trabalho contribuiu de forma muito significativa para os objetivos do projeto em curso
GrapeMicrobiota (PTDC/BAA-AGR/2691/2020), com vista a producao de vinhos regionais que reflitam o seu

terrotr.
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