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RESUMO

A diversidade de espécies de leveduras presentes na filosfera de uvas e mostos em
uma area produtora de uvas e vinhos artesanais na regido de Jales (SP) foi estudada usando
técnicas de cultivo acoplada a ferramentas moleculares com sequenciamento dos isolados.
Foram realizadas duas coletas: Maio de 2009 e Agosto de 2009 obtendo um total de 132
linhagens de leveduras isoladas de duas variedades de uvas (Isabel — Vitis labrusca e Bordd
) em suas diferentes partes (casca, engaco e baga) e também de mostos obtidos de cultivares
Isabel, Niagara e Cabernet Sauvignon. A identificacdo molecular das espécies por Rea¢édo
em Cadeia da Polimerase seguida da técnica de PCR-RFLP da regido ITS incluindo o gene
58S e 26S do DNAr e subseqlente sequenciamento génico foi eficiente para a
identificacdo de 13 espécies: Candida quercitrusa (3), Candida stellata (3), Cryptococcus
flavescens (6), Cryptococcus laurentii (1), Hanseniaspora uvarum (40), Issatchenkia
occidentalis (2), Issatchenkia orientalis (10), Issatchenkia terricola (4), Pichia kluyveri(5),
Pichia quilliermondii (7), Pichia sp.(4), Saccharomyces cerevisiae (44), Sporidiobolus
pararoseus (2). Estes resultados mostram uma diversidade de espécies nas diferentes fases
de fermentagcdo, com uma predominédncia de leveduras ndo-Saccharomyces nas etapas
iniciais, sendo estas substituidas consecutivamente por leveduras Saccharomyces cerevisiae
com o progresso da fermentacdo, semelhante ao que é encontrado na literatura. As
leveduras isoladas foram analisadas quanto a producdo de enzimas hidroliticas adequadas
ao processamento de vinhos. Dentre as leveduras isoladas e identificadas, apenas a espécie
Cryptococcus laurentii (linhagem U2) apresentou atividade para p-glicosidase apés
fermentacdo submersa, utilizando celobiose a 2% como fonte de carbono. Porém, esta
atividade foi baixa (0,2 U/ml ap6s 96h de fermentagdo). Em coletas anteriores, realizada em

2008, obtivemos uma linhagem isolada de casca de uvas Bordd, identificada como
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Aureobasidium pullulans (linhagem 1A) a qual apresentou 1,7 U/ml apds 96h de
fermentacdo nas mesmas condicOes. Para esta linhagem foi realizada a caracterizagdo
fisico-quimica do extrato bruto. O pH 6timo foi 5,5 e a temperatura 6tima foi 45°C e 70°C,
indicando a possibilidade da presenca de duas isoformas desta enzima. Com relagdo ao pH
de estabilidade, esta B-glicosidase foi estavel entre os pH 5,5 e 11,0 e a termoestabilidade
ficou entre 30 e 45°C. Testou-se ainda o efeito da glicose e do etanol sobre a atividade B-
glicosidasica da linhagem 1A, esta apresentou uma inibicdo de 88% na concentracdo de
400mM (7% de glicose) e manteve-se estavel com 71% de atividade residual em 20% de
etanol. Com relagcdo a producdo de xilanase, apenas a espécie Aureobasidium pullulans
(linhagem 1A) foi produtora, com pico de producdo em meio liquido utilizando xilana a 2%
como fonte de carbono apds 120h de crescimento (atividade enzimatica de 51 U/ml). A
enzima bruta foi caracterizada fisico-quimicamente e apresentou pH 6timo de 3,5 e
temperatura 6tima de 45°C. Com relacdo ao pH de estabilidade, a enzima foi estavel entre
os pHs 3,0 e 8,0 e apresentou termoestabilidade entre 20°C e 50°C. No pH o6timo e
temperatura 6tima a atividade enzimética se apresentou maior chegando a 106,3 U/ml. A
xilanase caracterizada se mostra com uma ampla faixa de atuacéo e estabilidade podendo
ser adequada para processos de vinificagdo, além de potencial aplicagdo em processos
simultaneos de sacarificacdo e fermentagdo, como por exemplo, o etanol de segunda
geracdo. Das linhagens identificadas neste trabalho a Aureobasidium pullulans (linhagem
1A) é a que apresenta maior potencial enzimatico para aplicacdo em etapas de

processamento de uvas e vinhos.
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ABSTRACT

The diversity of yeast species present in the phyllosphere of grapes and musts from Vinhos
Santin winery (Jales region, Sao Paulo State, Brazil) was studied using cultivation
techniques with molecular tools coupled with sequencing of the isolates. There were two
collections: May 2009 and August 2009 gaining a total of 132 yeast strains isolated from
two grape varieties (Isabel and Bordeaux — Vitis labrusca) in different parts of the grape
(bark, stem and berry) and also must obtained from Isabel, Niagara and Cabernet
Sauvignon cultivars. The molecular identification of species by PCR-RFLP in the region of
the ITS, including 5,8S gene, and 26S rDNA gene and subsequent sequencing was useful
for the identification of 13 species: Candida quercitrusa (3), Candida stellata (3),
Cryptococcus flavescens (6), Cryptococcus laurentii (1), Hanseniaspora uvarum (40),
Issatchenkia occidentalis (2), Issatchenkia orientalis (10), Issatchenkia terricola (4), Pichia
kluyveri(5), Pichia quilliermondii (7), Pichia sp.(4), Saccharomyces cerevisiae (44),
Sporidiobolus pararoseus (2). These results show a diversity of species in different stages
of fermentation, with a predominance of non-Saccharomyces yeasts in the early stages, and
these are replaced consecutively to yeast Saccharomyces cerevisiae with the progress of
fermentation, according to what is found in the literature. The yeasts were screened for
production of hydrolytic enzymes for the processing of wine. Among the yeasts isolated
and identified, only the species Cryptococcus laurentii (strain U2) exhibited B-glucosidase
activity after submerged fermentation (SmF) using 2% cellobiose as carbon source.
However, this activity was too low (0.2 U/ml after 96h of fermentation). In previous
collections, held in 2008, we isolated a strain from the bark of Bordeaux grapes, identified

as Aureobasidium pullulans (strain 1A) which showed 1.7 U/ml after 96h of fermentation



under the same conditions. For this strain was carried out physico-chemical characterization
of the crude extract. The optimum pH was 5.5 and optimum temperature was 45°C and
70°C, indicating possible presence of two isoforms of this enzyme. With respect to pH
stability, this B-glucosidase was stable between pH 5.5 and 11.0 and thermal stability was
between 30 and 45 ° C. We tested the effect of the glucose and ethanol on B-glucosidase
activity of strain 1A, it presented a 88% inhibition at a concentration of 400 mm (7%
glucose) and remained stable with 71% residual activity 20% ethanol. About the production
of xylanase, only the species Aureobasidium pullulans (strain 1A) was producer, with peak
production on SmF using 2% xylan as a carbon source after 120h of growth (enzyme
activity of 51 U/ml). The crude enzyme was characterized physico-chemically and
presented optimum pH of 3.5 and optimum temperature of 45°C. With respect to pH
stability, the enzyme was stable between pH 3.0 and 8.0 and presented thermostability
between 20°C and 50°C. At the optimum pH and temperature optimum enzyme activity
appeared greater reaching 106.3 U / ml. The xylanase is characterized show with a wide
range of performance and stability may be suitable for wine-making processes, and
potential application in cases of simultaneous saccharification and fermentation, for
example, the second generation ethanol. Of the strains identified in this work,
Aureobasidium pullulans (strain 1A) has the greatest potential to enzimatic production for

application in processing steps of grapes and wines.
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1. INTRODUCAO

A viticultura é uma atividade econémica recente no Brasil. No mercado externo,
dentre os principais paises produtores destacam-se a Franca, Italia, Espanha, Portugal e
Alemanha, responsaveis por mais de 50% das exportacdes e, recentemente, os paises do
Novo Mundo como EUA, Chile, Australia, Nova Zelandia e Argentina. No Brasil, a
producdo de vinho esta localizada, principalmente, na regido das Serras Galchas, com 95%
dos vinhos brasileiros produzidos no Rio Grande do Sul (IBRAVIN, 2007). Os importados
ainda representam a maior fatia do mercado nacional, em funcdo da taxa de cambio que
favorece as importacOes e a preferéncia do consumidor brasileiro pelo produto importado,
especialmente chilenos e argentinos cujos precos sao competitivos com os vinhos comuns
de mesa brasileiros. As exportacOes brasileiras de vinho ainda sdo pequenas. No Rio
Grande Sul, algumas vinicolas se associaram para promover o vinho brasileiro atraves da
Wines from Brazil, investindo na qualidade do produto, com o objetivo de competir com 0s
vinhos importados que chegam ao mercado brasileiro, bem como buscar o mercado externo
(http://www.winesfrombrazil.com). Porém, ha ainda muito a fazer para se atingir um
mercado externo mais amplo, como a unido das empresas num projeto comum e 0 continuo
investimento em novas tecnologias.

Em Séo Paulo, a expressiva producao de uvas destina-se basicamente ao consumo in
natura. Em 2006, houve aumento expressivo na area plantada com videiras, decorrente de
um esfor¢o conjunto de varias instituicbes que objetivam vitalizar a vinicultura no estado.
Embora predomine o cultivo de uvas de mesa, 0 mercado de uvas para vinhos esta em plena
expansdo. Atualmente, estdo sendo criados projetos para colocar o Estado na lideranca do
setor, como “Revitaliza¢do da Cadeia Vitivinicola Paulista” e o “SP Vinho” (SATO, 2006,
UVIBRA, 2007).

Essa iniciativa € muito importante para o crescimento econémico do Estado, uma
vez que mais de 50% do consumo de vinho do Brasil esta em Sao Paulo, de modo que seja
produzido o suficiente para suprir essa demanda e permitir que o Estado passe a importar
menos vinhos de outras regifes. Assim, o desenvolvimento de novas de tecnologias de
cultivo de uvas e fabricacdo de vinho é de fundamental importancia para colocar a
qualidade dos vinhos paulistas em um patamar internacional (MELLO A, 2007). Dois p6los

viticolas destacam-se no Estado: um na Regido Noroeste e outro na Regido Leste. Destaca-
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se no primeiro grupo, centrado nos municipios de Jundiai, Vinhedo, Indaiatuba, Valinhos e
Campinas, a producdo de uva americana para mesa. No municipio de Sdo Roque, estdo as
uvas destinadas a elaboracao de vinho e no de Sdo Miguel Arcanjo, estdo as uvas finas de
mesa. Na regido do Noroeste Paulista, no municipio de Jales, a vitivinicultura ainda esta em
fase de expansdo e vem sendo incentivada pela Prefeitura, Sindicato Rural, Cati, Embrapa e
outras entidades ligadas a agricultura (MELLO B, 2007). Com base nesses dados, este
projeto busca a selecdo de linhagens de leveduras nativas da regido de Jales (SP) com
melhor potencial para vinificagdo, com o objetivo de melhorar a qualidade do vinho

produzido na regido de Jales.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a diversidade de leveduras em uvas e em mostos sob fermentacéo.

¢ Identificar utilizando técnicas moleculares as linhagens encontradas neste filoplano.
e Avaliar e selecionar linhagens de leveduras com producdo de [-glicosidase e

xilanase.
e Caracterizar fisico-quimicamente os extratos brutos das linhagens selecionadas.

14



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. AUva

A videira é uma planta pertencente a Familia das Vitaceae, género Vitis e subgénero
Euvitis, que corresponde a maior parte das vinhas cultivadas no mundo. Dentre elas
destacam-se 0 ramo Euro-Asiatico que contem a Vitis vinifera L., conhecida como
produtora de uvas finas, e ramo Americano que constitui a base para a obtengéo de porta-
enxertos utilizados na viticultura — Vitis labrusca (BOULTON et al., 1995).

Esta cultura corresponde a uma das mais antigas do mundo e foi introduzida no
Brasil no século XVI no atual estado de Sdo Paulo. No Rio Grande do Sul, os primeiros
vinhedos de Vitis vinifera foram implantados pela misséo jesuitica no século XVII e as uvas
americanas somente foram introduzidas nas primeiras décadas do século XIX. Neste
periodo, surgiram as doencgas fungicas que dizimaram a viticultura colonial. Apenas
cultivares resistentes as doencas, com destaque para a lIsabel (Vitis labrusca), passaram a
ser plantadas nas diversas regides do pais e tornaram-se na base do desenvolvimento da
viticultura comercial nos estados de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (CATALUNA, 1998;
PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008). Este panorama modificou-se somente a partir do
século XX com a reintroducdo de variedades viniferas que entdo se difundiram
principalmente na regido Sul do pais (CATALUNA, 1998; PROTAS; CAMARGO;
MELO, 2008). Nas outras regides, principalmente as de clima tropical, a viticultura foi
efetivamente desenvolvida a partir da decada de 1960 com o plantio de vinhedos
comerciais de uva de mesa (CAMARGO, 2003). Estes fatos historicos associados a extensa
area de vinhedos no pais resultaram em uma viticultura muito diversificada e complexa, no
qual se pode encontrar varios centros produtivos de uva, cada um com sua realidade
climética, fundiaria, tecnoldgica, humana e mercadoldgica (PROTAS; CAMARGO;
MELO, 2008).

3.2. O Vinho

De acordo com Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL,1999), o vinho € a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto de uva sé,
fresca e madura. A classificacdo do vinho pode ser analisada de duas formas: quanto a
classe - vinho leve, vinho de mesa, espumante, vinho licoroso e vinho composto - e quanto

a cor - vinho tinto, rosado ou rosé e branco. No Brasil, o vinho de mesa e seus derivados
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sdo elaborados com a utilizagcdo de uvas americanas e hibridas da espécie Vitis labrusca e
representam mais de 80% da comercializacdo total em volume (GUERRA, 2003). O
elaborado a partir dessas uvas - de grande produtividade e baixo custo de produgdo -
propicia vinhos de caracteristicas impares de gosto e aroma frutado facilmente identificado
pelos consumidores.

O mercado mundial de vinho, segundo a OIV (Organisation Internationale de La
Vigne et du Vin), est4 centrado no continente europeu, sendo a Franga e a Italia os maiores
produtores mundiais de vinho. De acordo com a OIV, no ano de 2010, a area de producgédo
vinicola no mundo demonstrou uma queda de 7,8 milhGes de hectares (Mha). Por zonas, a
Unido Européia (UE) foi a mais afetada por este fenbmeno, j& que a reducdo na sua vinha
chega a ser de 1,4%, ou seja, uma reducgédo de 3,570 Mha. No Hemisfério Sul e nos Estados
Unidos, a taxa de crescimento diminuiu, em comparacdo com o que foi observado por volta
dos anos 2000. Em termos de producao, em 2011, o namero total dos vinhos produzidos
ficou entre 264,3 e 275,2 milhdes de hectolitros (269,8 Mhl estimativa média). As maiores
quedas foram na Grécia, Italia e Portugal, resultando para a UE a quinta menor colheita
consecutiva (2007-2011 inclusive) alcancando aproximadamente valores equivalentes aos
de 2010. No entanto, este cenario deve ser colocado sob perspectiva, ja que nos ultimos trés
anos a area de vinha tem diminuido de 3,792 para 3,626Mha, que é uma queda de
aproximadamente 165 Milhdes de hectares de vinhas.

Internacionalmente, a producdo se mantém estdvel, mas com tendéncias
contrastantes internamente. Por exemplo, os Estados Unidos viu a sua producdo diminuir
significativamente por 18,74 Mhl (-10,3% / 2010). O Chile alcangou um nivel recorde com
10,6 Mhl (15,5% / 2010) e Nova Zelandia viu um novo recorde de producdo com 2,3 Mhl
(23,2% / 2010).

No Brasil, assim como nos paises europeus, houve uma ligeira queda na produgéo
vinicola, tendo a producdo de 2010 de 321,41 milhdes de litros, reducdo de
aproximadamente de 6% em relacéo ao valor estimado para 2009. A explica¢do dada pelos
orgéos controladores, como a OlV, para esta queda na produgdo mundial vinicola é a crise
econdmica que assola o mundo e, além disso, no Brasil houve fatores climaticos atuantes
nas regides produtoras que corroboraram para esta reducdo significativa (IBRAVIN, 2012;
MELLO, 2011).
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Apesar disso, 0 mercado brasileiro para o vinho de mesa esta em ascensao, pois
estes vinhos promovem um paladar suave e adocicado com o0 aroma muito proximo da uva.
O baixo poder aquisitivo da populacdo também influencia diretamente na opcéo por esse
produto, visto que o preco é mais acessivel quando comparado aos vinhos especiais e finos
(GUERRA, 2003). Segundo Mello (2002), outra caracteristica é o fato desses produtos ndo
possuirem concorrentes internacionais, ja que 0s vinhos importados possuem outras
técnicas de producéo e utilizam outras variedades de uva para a elaboracao do vinho.

Os vinhos de mesa sdo produzidos nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, destacando-se o estado do Rio Grande do Sul
com cerca de 90% da producdo. Desse volume total, cerca de 35% ¢€ direcionado ao estado
de Séo Paulo (MELLO, 2002).

3.3. Leveduras Envolvidas na Qualidade do Vinho

Para a obtencdo de vinhos de qualidade, € necessario escolher uma cepa de levedura
adequada, de modo que a qualidade do vinho pode ser considerada como uma consequéncia
direta da evolucdo da microbiota do mosto durante a fermentacdo. Diante destas
circunstancias, o estudo dos recursos microbianos presentes nos ecossistemas vinicolas é de
indubitavel interesse para a aplicacdo desses microorganismos e de seus metabolicos na
industria. A fermentacdo depende da acdo combinada de vérias cepas que se desenvolvem
espontaneamente durante o processo, a partir da carga microbiana inicial das proprias uvas
(FLEET, 2003).

O estudo da diversidade microbiol6gica da uva e a caracterizacdo das leveduras que
competem e as vezes dirigem as fermentagbes de mostos inoculados com cultivos
iniciadores comerciais faz-se necessario, uma vez que a biota leveduriforme e suas enzimas
e metabdlitos desempenham um papel relevante nas caracteristicas do produto final
(BARRAJON et al., 2009).

A maioria dos estudos se concentra principalmente nas leveduras Saccharomyces,
que sdo as empregadas na fermentacdo alcodlica. Entretanto, durante as primeiras etapas da
elaboracdo do vinho, hd um crescimento substancial de espécies de leveduras ndo-
Saccharomyces procedentes da propria uva que conferem caracteristicas especiais (FLEET,

2003; TOFALO et al., 2009). Por esta razao, é interessante investigar toda a microbiota
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presente nesses nichos ecoldgicos com relagdo as enzimas extracelulares de interesse
produzidas por esses microorganismos.

3.4. Métodos de Identificacédo de Leveduras Vinicas

As leveduras podem ser identificadas por métodos morfoldgicos, bioquimicos e
fisiologicos cléssicos. Entretanto, esses métodos, alem de serem laboriosos, os caracteres
fenotipicos podem ser influenciados pelas condigdes de cultivo, conduzindo em algumas
ocasides a classificagdes incorretas. Atualmente, numerosas técnicas de biologia molecular,
mais sensiveis, tém sido aplicadas na classificacdo de leveduras (FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2001; DANIEL; MEYER, 2003; TOFALO et al., 2009).

Métodos baseados na anélise do DNA tém sido amplamente utilizados por terem a
vantagem de serem independentes da expressdao dos genes e das condigdes de cultivo,
evitando ambiguidades taxondmicas (LOPES et al., 2007). A identificagdo molecular de
espécies apresenta ainda a vantagem dos métodos serem rapidos. Dentre estes, a analise de
regides do DNA ribossémico tem sido a abordagem mais utilizada na identificacdo de
leveduras, sendo o PCR-RFLP (Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de
Restricdo) da regido ITS, associada ao sequenciamento génico, uma das principais
ferramentas usadas atualmente (BAFFI, et al., 2011a; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999;
MARTORELL et al.,, 2006; JEYARAM et al., 2008). Adicionalmente, a andlise das
sequéncias da regido D1/D2, localizada no gene 26S, também ¢é efetiva na identificacdo de
leveduras por apresentar baixa variabilidade entre membros da mesma espécie e alta
variabilidade entre os individuos de especies diferentes (BALEIRAS COUTO et al., 2005).

3.5. Leveduras e Enzimas Envolvidas no Aroma de Vinhos

Com relacéo a qualidade do vinho, o aroma representa um dos atributos de maior
impacto. No vinho, ha interferéncia de um conjunto de compostos que sdo capazes de
conferir 0 seu aroma caracteristico e sabor. Estes constituintes sdo de duas classes, os de
natureza volatil, como &lcoois, eésteres, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos e, o0s
precursores ndo volateis, como o0s glicosideos, dentre os quais se destacam 0s terpenos
unidos a moléculas de actcares (PALMERI; SPAGNA, 2007). O glicosideo € formado pela
aglicona (volatil quando livre) e o acucar. A hidrélise da ligacdo entre o0 agucar e a aglicona
requer a atuagdo de PB-glicosidases, liberando a parte aglicona livre que contribui para o

aroma do vinho.
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Nos ultimos anos, tem sido descrita uma grande quantidade de compostos volateis
na forma glicosilada em muitas variedades de uvas, sendo 0s terpenos 0s compostos
aromaticos mais importantes (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2004). Estes glicosideos
precursores se encontram nas uvas com 0s acglcares na forma de dissacarideos ou
monossacarideos (MATEQ; JIMENEZ, 2000; PALMERI; SPAGNA, 2007).

O enriquecimento do vinho pode ser realizado através da hidrdlise dos glicosideos
por enzimas em duas etapas (se o aglcar for um dissacarideo): uma a-ramnosidase ou uma
a-arabinosidase e uma B-apiosidase hidrolisam a unidade de acucar terminal do glicosideo,
liberando-se um B-D-glicopiranosideo que atuara como substrato para uma B-glicosidase,
que produziré o terpeno livre (AREVALO-VILLENA et al., 2006b; PALMERI; SPAGNA,
2007) (Figura 1). As atividades enzimaticas sdo procedentes da propria uva e também dos
microrganismos presentes no mosto (VAN RENSBURG; PRETORIUS, 2000). A B-
glicosidase ideal deve ser estavel a baixos valores de pH, a concentracdes elevadas de
glicose e a presenca de etanol (10 -15%).

As B-glicosidases isoladas até o presente sdo procedentes de plantas, da prépria uva
e de microrganismos. As duas primeiras sdo de pouca utilidade visto que séo fortemente
inibidas pelo baixo pH, pela elevada concentracdo de aglcar e pelo teor de etanol ao final
do processo fermentativo (PALMERI; SPAGNA, 2007), sendo a melhor alternativa a
utilizacdo de enzimas microbianas. Alguns fungos filamentosos e leveduras aumentam o
aroma dos vinhos com precursores glicosidicos através da sintese de enzimas como a -D-
glicopiranosidase e a-L-arabinofuranosidase, o-L-ramnopiranosidase e O-acetilesterase
(SPAGNA et al., 2001; BARBAGALLO et al., 2002, MAICAS; MATEO, 2005).
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A Arabinosyl-glucoside Rutinoside Aplosyl-glucoside
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Neril p-D-glicosideo p-D-glicose Nerol

Figura 1: (A) Hidrdlise sequencial dos precursores de aroma. “@ ” representa a parte
aglicona, Ara - Arabinose, Glu - Glicose, Ram — Ramnose, Api — Apiose (AREVALO-
VILLENA et al., 2006b). (B) Hidrolise de Neril B-D- glicosideo a nerol e -D-glicose
(HEMINGWAY, et al., 1999 citado por LEITE, 2007).

Enzimas exdgenas também tém sido adicionadas ao mosto (FLEET, 1993). Devido
ao sistema enzimatico da uva ndo ser eficaz, diferentes companhias tém comercializado
preparacdes de misturas de glicosidases inespecificas obtidas de Aspergillus spp.
(GUNATA et al.,, 1990, DUPIN et al.,, 1992). Entretanto, estes preparados possuem
atividades colaterais, como a hidrolise de antocianinas, levando a vinhos de baixa qualidade
(PALMERI; SPAGNA, 2007). Por esta razdo existe um interesse crescente na busca de
outras fontes de enzimas microbianas (CHAROENCHAI et al., 1997). As atividades
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enzimaticas de leveduras de ecossistemas vinicolas tém sido estudadas, e algumas delas
possuem atividade PB-glicosidasica, hidrolisando os precursores conjugados dos mostos
(CORDERO OTERO et al., 2003; MANZANARES et al., 2000; MENDES FERREIRA et
al., 2001, ROY etal., 2003; STRAUSS et al., 2001).

Apesar da indiscutivel importancia de leveduras Saccharomyces sp. na fermentacao
do vinho, existem poucos relatos de leveduras deste género como produtoras de f-
glicosidases. Sdo as leveduras ndo-Saccharomyces presentes nos estagios iniciais do
processo fermentativo as responsaveis pelas propriedades organolépticas do vinho. Os
principais géneros envolvidos na ativacdo do aroma sdo: Kloeckera, Cryptococcus,
Torulaspora, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Hansenula, Zygosaccharomyces,
Metschinikowia, Debaromyces, Issatchenkia e Rhodotorula. Alguns trabalhos descrevem
leveduras ndo-Saccharomyces como boas produtoras de p-glicosidase, tais como
Debaryomyces hansenii (YANAI; SATO, 1999), Candida molischiana (GUEGUEN et al.,
1996) e Hanseriaspora uvarum (UBEDA; BRIONES, 2000).

Alem das B-glicosidase, outras enzimas podem estar envolvidas no processo de
vinificacdo a fim de melhorar a qualidade final do produto. A presenca de compostos
fendlicos associados a outros compostos encontrados na uva determina qualidades no vinho
como cor, paladar e potencial para promover propriedades benéficas a satde humana. A
extracdo de fendis da uva para 0 mosto e em seguida para o vinho €, em grande parte regida
pela forma como os fenois estdo vinculados e presos na casca da uva. Na casca de uvas, 0s
fendis podem ser encontrados (1) ligados a parede celular, ligados a polissacarideos por
interacdes e pontes de hidrogénio, e (2) ndo ligados a parede celular, sendo confinados em
vacuolos de plantas e fendis associados com o nucleo da célula (PINELO, 2006). Fenois
contidos em uvas e vinhos podem, em geral, ser classificados em dois grupos: (1)
flavondides (antocianinas, flavondis, flavan-3-6is ou catequinas), (2) ndo - flavonoides
(&cidos fenolicos e estilbenos) (SALAS et al., 2003).

Estudos recentes a respeito de fenois em dicotiledonias como, por exemplo, em
paredes celulares de macas, pétalas de flores reportaram que fendis estariam ligados ou
emaranhados nos polissacarideos de paredes celulares, confinados em vacuolos celulares,
ou estariam associados com nucleo através de diferentes ligaces quimicas ou unides de

natureza fisica dependendo da composicdo e disposicdo tanto dos fendis quanto dos
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polissacarideos (HUTZLER et al., 1998; LE BOURVELLEC, BOUCHET; RENARD,
2005; MARKHAM, GOULD; RYAN, 2001).

A composicao polissacaridica da parede celular de cascas de uvas representa de 5 a
10% do peso seco da baga de uvas e atua como uma barreira hidrofébica para proteger as
uvas de injurias climaticas e fisicas, desidratacdo, infeccdo por fungos e luz UV. As cascas
de uva podem ser divididas em trés camadas sobrepostas. A camada mais externa, a
cuticula, é composta de acidos graxos hidroxilados chamada cutina, coberto com ceras
hidrofébicas. A camada intermediaria, epiderme, consiste de uma ou duas camadas as quais
se encontram como uma fileira regular de células. A camada mais interna, hipoderme, € a
mais proxima da polpa e é composta por muitas camadas de células. Nesta regido
encontramos a maior quantidade de fendlicos presentes em toda a casca de uva (LECAS;
BRILLOUET, 1994) (Figura 2).

ceras hidrofobicas

cuticula
’
Epicarpo 4 epiderme
‘ hipoderme
;
Mesocarpo ¢

Figura 2: Diferentes camadas encontradas na casca de uvas. Figura Adaptada de Pinelo et al.,
2006.
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A parede celular de bagas de uvas forma uma barreira para a difusdo de
componentes incluindo aromas e fendis e atuam como uma protecao contra fatores externos
(DOCO et al., 2003).

A constituicdo da parede celular nas uvas € de 30% de polissacarideos neutros como
celulose, xiloglicanos, arabinanos, galactanos, xilana, e manana, 20% de substancias
pécticas (das quais 62% estdao metiladas), aproximadamente 15% de proantocianidinas, e
menos de 5% de proteinas estruturais (LECAS; BRILLOUET, 1994).

Assim, algumas preparacdes enzimaticas comerciais usadas durante a etapa de
maceracao sdo tipicamente misturas de pectinases, celulases, hemicelulases (xilanases) e
outras enzimas com atividade de carboidrolases, que atuam na parede celular das uvas,
composta por polissacarideos, tais como pectina, celulose e hemicelulose. A degradagéo de
polissacarideos estruturais por carboidrolases pode resultar em melhora no rendimento de
extracdo de suco, clarificacdo e filtrabilidade durante a producdo de vinhos (LOUW et al.,
2006).

A acdo destas enzimas, atuantes no complexo celulodsico, facilitam a liberacdo e
solubilizacdo de compostos fenolicos e precursores glicosilados de células da casca,
sementes e da baga fresca. A extragdo aumentada de compostos fenolicos, como taninos,
leva a mais pigmentos poliméricos formados em vinhos tintos envelhecidos, resultando em
aumento da intensidade da cor, da estabilidade e do aroma. Dentre estas enzimas, destacam-
se as xilanases, que atuam na hemicelulose da parede celular de uvas, liberando precursores
de aroma presentes e aumentando o aroma frutado no produto final (LOUW et al., 2006).

Com base nesses dados, este trabalho teve por objetivo o isolamento, a identificacdo
molecular de espécies de leveduras isoladas da filosfera de uvas e de mostos da regido de
Jales (SP) e a selecdo de leveduras com atividades enzimaticas adequadas ao
processamento de vinhos. O conhecimento adquirido podera ser aplicado no
desenvolvimento de projetos de integracdo com empresas produtoras de vinhos da regido de
Jales, com o intuito de contribuir para melhorar a qualidade do vinho produzido nesta
regido ou ainda a possivel aplicacdo dos preparados enzimaticos em outros processos

biotecnoldgicos, como por exemplo, processos continuos de fermentacgdo e sacarificacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Isolamento de Microrganismos

4.1.1. Coleta de amostras

Diferentes espécies de leveduras foram isoladas de uvas e mostos de uvas
procedentes do sitio Santo Antdnio, em Jales, SP, 20° 16’ 07" S ¢ 50° 32’ 58” O, 500 m
acima do nivel do mar (de acordo com WGSS84, “World Geodetic System” 1984), de
propriedade do Sr. Sebastido Santin, produtor de uvas de mesa e que, recentemente,
comecou também a processar vinho. Durante o desenvolvimento desta linha de pesquisa,
foram realizadas quatro coletas: Abril/2008, Setembro/2008, Maio/2009 e Agosto/2009.
Foram isoladas leveduras de trés variedades de uvas (Isabel, Bord6 e Niagara) e em
diferentes partes (casca, engaco e baga). Trés lotes de cachos de uva (5 kg cada) foram
amostrados seguindo um caminho em ‘“zigue-zague” entre duas fileiras de videiras
marcados em trés diferentes zonas da vinha.

Além disso, foram coletadas leveduras de mostos em fermentagdo. Estas amostras
eram de uvas Isabel e Bordd misturadas e também de uvas Isabel, Nidgara ou Cabernet
Sauvignon.

Uma vez no laboratério as amostras foram semeadas em meio YEPD (Extrato de
Levedura 1%, Peptona 2% e Glicose 2%) estéril. As amostras foram mantidas neste meio
por 24h sem aeracao.

4.1.2. Isolamento de microrganismos

Apo6s a incubacdo de 24h, as amostras que apresentavam meio com turvacao,
indicando o crescimento microbiano, foram transferidas para placas contendo meio YEPD
solido, ampicilina (25 pl/ml) e cloranfenicol (100 mg/l) como antibidticos e propionato de
calcio (0,25¢g/1) para inibir o crescimento de fungos filamentosos (LOPES et al., 2002). As
amostras foram plaqueadas por esgotamento e mantidas em estufa a 30°C por 48h.
Sucessivos subcultivos foram realizados até o isolamento completo (Figura 3). Uma col6nia
isolada e pura de cada placa foi transferida para tubos de ensaio contendo meio YEPD
solido inclinado e mantidas em camara fria com repique a cada dois meses. Cada isolado

foi também mantida no freezer a -80°C, em meio YEPD liquido, contendo glicerol 20%.
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Figura 3: Exemplo de plaqueamento de uma levedura vinica por esgotamento (A);

Exemplo de leveduras isoladas de vinhos mantidas em YEPD solido (B).

4.2. Identificagdo Molecular de Leveduras

As linhagens de leveduras isoladas foram previamente analisadas por PCR-RFLP
(Reacdo em Cadeia da Polimerase seguida de tratamento com endonucleases para obtencéo
de Polimorfismos de Comprimento em Fragmentos de Restricdo), empregando-se 0S
primers ITS1 (5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3") que amplificam zonas variaveis e intergénicas (ITS1 e
ITS2) do gene 5.8S do DNAr (DNA ribossémico) (WHITE et al., 1990). A reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com volume final de 50 puL contendo 1U de DNA
Taqg polimerase (Fermentas), 0,1 uM de cada primer, 0,1mM de cada DNTP, 1x tamp&o de
reacdo, 2mM MgCl, e 10-50ng de DNA genomico como “template”. As reagdes de
amplificacdo foram conduzidas em um termociclador GeneAmp 2400 PCR System, de
acordo com Fernandez et al., (2003). Os produtos amplificados foram separados por
eletroforese horizontal em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo. Aliquotas dos
produtos de PCR foram tratadas com enzimas de restricdo (Hinfl, Cfol (Hha 1), Haelll, e
Hpall), de acordo com as instru¢bes do fabricante (Sinapse). Os fragmentos de restricao
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3% contendo brometo de etideo. O
tamanho do fragmento amplificado e o nimero e os tamanhos dos fragmentos de restricdo
permitiram uma eficiente identificacdo das leveduras. Utilizou-se o programa Quidy’04

Version 1.0 (Eduardo Hernandez Alvarez), desenvolvido pelo Laboratorio de Biotecnologia
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de Leveduras Vinicas da Universidade Castilla la Mancha — UCLM - Espanha, como banco

de dados para anélise dos fragmentos e consequente identificacdo dos microrganismos.

4.3. Sequenciamento e Processamento das sequéncias

Uma linhagem de cada perfil distinto de PCR-RFLP foi sequenciada para a regido
ITS. Purificou-se os amplificados usando kit GenElute PCR (Invitrogen). Apo6s purificacao,
0s produtos de PCR passaram por sequenciamento com primer “forward” 1TS1 e/ou 0
primer reverso ITS4 usando kit ABI BigDye terminator cycle sequencing em um
sequenciador ABI PRISM 377. As sequéncias ITS obtidas foram alinhadas com programa
Biedit (Biological Sequence Alignment Editor) (HALL et al., 1999) e comparadas com as
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank no National Center for Biotecnology
Information (NCBI) utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) e também com CBS Yeast Database

(http://www.cbhs.knaw.nl/yeast/BioloMICSSequences.aspx).

Sequéncias com 98% de similaridade nucleotidica ou superior com a regido ITS-
5,8S DNAr foram consideradas a mesma espécie. Amostras cujas sequéncias apresentaram
similaridade inferior a 98% com sequéncias 1TS-5.8S disponiveis no banco de dados
GenBank foram também seqlienciadas para dominios D1/D2 no gene 26S localizado no
DNAr. Amplificacdo e seqiienciamento da regido D1/D2 seguiu o protocolo de Baleiras
Couto et al. (2005), utilizando o  primer  “forward” NL1 (5’
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3°) e o primer reverso NL4 (5
GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’). As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank

(os numeros de acessos se encontram na tabela 2).

4.4. Producéo de g-glucosidase por Fermentacdo Submersa
Foi rastreada a atividade da enzima B-glucosidase produzida por leveduras isoladas
dos ecossistemas da uva e mostos.
Cada isolado foi cultivado em meio liquido sob agitacdo, e a quantidade de enzima
produzida extracelularmente quantitativamente avaliada (Unidades de atividade
enzimatica/mL de fluido extracelular). Cada linhagem foi cultivada em meio YPD por 24

horas, a 30°C sob agitacdo. ApoOs 24 horas, fez-se a contagem de células em camara de
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Neubauer em microscopio 6tico com lente objetiva de 40x e inoculou-se um volume de pré-
inéculo equivalente a 107 células/mL no meio de cultivo para fermentac&o submersa. Todas
as linhagens cresceram sob condig¢Ges similares (mesmo pH, tempo, temperatura, e meio
definido), de acordo com Fernandez-Gonzélez et al. (2004) e Arévalo Villena et al. (2005).

Todas as linhagens isoladas foram submetidas a fermentacdo submersa em meio
liguido YPC (com celobiose a 2% como substrato e sob aeracdo). As culturas foram
incubadas por 120 horas a 30°C sob agitacdo a 200 rpm. O tempo de crescimento no qual a
sintese enzimatica foi méaxima foi determinado. Para tanto, o crescimento e a viabilidade
celular x atividade de B-glicosidase foram avaliados em intervalos de 24h. Apds o
crescimento apropriado (até 120h), as culturas foram coletadas e o fluido extracelular
recuperado por centrifugacao, e estocado até o ensaio enzimatico.

A viabilidade celular, o brotamento e a populacdo de células foram determinados pela
coloragdo diferencial das células com eritrosina B de acordo com a metodologia descrita
por Nobre et al. (2007). Para a avaliacdo da viabilidade celular, uma aliquota da
fermentacdo era retirada a cada 24 horas, diluida 20 vezes em solucdo salina e eritrosina B.
Para cada amostra, fez-se a contagem do numero de células totais, niUmero de células em
brotamento e numero de células mortas ou inviaveis (coradas de vermelho).

A atividade enzimatica foi determinada com 50 uL do extrato enzimético bruto, 250
uL de tampéo acetato 0,1M, pH 5,0 e 250 pL de 4-nitrofenol B-D-glicopiranosideo 4mM
(PNPG, Sigma), reagindo por 10 minutos a uma temperatura de 40°C, a reacdo enzimética
foi paralisada com 2 ml de carbonato de sddio 2M e o nitrofenol liberado, quantificado por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para liberar 1 umol de nitrofenol por minuto de reacéo
(LEITE et al, 2008).

4.4.1. Caracterizacao Fisico-Quimica da B-glicosidase

Cada preparagdo de fluido extracelular (extrato bruto) foi caracterizada para
determinar as condigdes Otimas para atividade enzimatica méxima, e para manter a
estabilidade sob as condicBes experimentais. Assim, pH étimo, temperatura 6tima, pH de
estabilidade e termoestabilidade foram estudados examinando uma faixa de diferentes pH e

temperaturas. Os efeitos da concentracdo de glicose e etanol também foram examinados.
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A determinacdo do pH étimo sobre a atividade enzimética de B-glicosidase foi
realizada incubando-se 50 pL da enzima bruta em 250 uL do substrato p-nitrofenol B-D-
glicopiranosideo-4mM (PNPG, Sigma), em diferentes valores de pH (entre 3,0 e 8,0),
tampdo Acetato de Sodio 0,2 M e Tris-Aminometano 0,2 M. A atividade enzimatica foi
quantificada a 40°C e paralisada com carbonato de sodio 2M ap6s 10 minutos.

O efeito da temperatura étima sobre a atividade enzimaética foi avaliado incubando-
se 50 uL da B-glicosidase nas mesmas condi¢Oes descritas para a determinacdo da
atividade, em diferentes temperaturas, variando entre 10 e 80°C. Os ensaios de atividade
foram realizados em tamp3o acetato de sodio 0,1M no pH 6timo (AREVALDO et al, 2006a).

A estabilidade referente a variacdo da escala de pH, foi analisada através da
incubacdo da enzima durante 24 horas a uma temperatura de 25°C em tampéo, variando a
escala de 3,0 a 11,0. Os tampdes utilizados foram o tampao Acetato de Sédio 0,2 M (3,5 —
5,5) e Tris-Aminometano 0,2 M ( 5,5 — 8,5) e o Glicina — Hidrdxido de Sédio 0,2 M (8,5 —
11,0). A atividade remanescente das enzimas foi determinada nas respectivas condic¢des
6timas de pH e temperatura.

A termoestabilidade da enzima foi estudada incubando-a diluida em tampéo acetato
100 mM, pH 5,0, durante 1 hora em diferentes temperaturas, de 30 a 80°C. Posteriormente,
a atividade enzimatica remanescente foi quantificada nas respectivas condigdes 6timas de
pH e temperatura.

O efeito da glicose sobre a atividade enzimatica foi determinado incubando o
extrato bruto sob condi¢des 6timas de pH e temperatura, ao meio de reacdo contendo varias
concentracBes de glicose (5- 400mM) e a atividade enzimatica remanescente foi
quantificada nas respectivas condi¢des Otimas de pH e temperatura. A atividade maxima
(100%) foi considerada no ensaio sem tratamento (0% de glicose).

O efeito do etanol sobre a atividade enzimética foi determinado da mesma maneira,
adicionando-se no meio de reacdo varias concentracfes de etanol (0 — 40%), e medindo-se
a atividade enzimatica remanescente nas respectivas condi¢fes 6timas de pH e temperatura
para determinar se ocorreu inibicdo. A atividade maxima (100%) foi considerada no ensaio
sem tratamento (0% de etanol).

Todos os ensaios durante a caracterizacdo fisico-quimica foram realizados em

triplicata e adotados os valores com desvio padrao < 0,05.
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4.5. Producéo de Xilanase por Fermentagdo Submersa

Realizou-se o screening para producdo de xilanase entre as linhagens de leveduras
previamente identificadas. Cada linhagem foi cultivada em meio YPD por 24 horas, a 30°C
sob agitacdo. Apo6s 24h, fez-se a contagem de células em cémara de Neubauer em
microscopio otico com lentes objetivas de 40x e inoculou-se um volume de pré-indculo
equivalente a 10" células/mL no meio de cultivo para fermentacido submersa. O isolado foi
submetido a fermentag&o submersa em meio liquido YPX (com xilana — Birchwood/Sigma
- 2% como substrato, sob aeracdo) para producdo de xilanase. A cultura foi incubada por
120h a 30°C sob agitacdo a 200rpm. O tempo de crescimento no qual a sintese enzimatica
foi maxima foi determinado. Para tanto, o crescimento e a viabilidade celular x atividade de
xilanase foram avaliados em intervalos de 24h, como descrito anteriormente para [3-
glicosidase.

A atividade de xilanase foi medida utilizando-se 0,1 mL do extrato enzimético bruto
e 0,9 mL de uma solugdo 1% de xilana em tampé&o acetato de sddio 0,1 M e pH 5,0 (DA
SILVA et al., 2005). A solucdo do substrato e a solugdo enzimatica adicionada no momento
exato que se inicia a contagem do tempo foram incubadas a 45°C por 10 minutos. Ao final
de 10 min, a reagdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1 mL de solugdo de DNS (3,5-4cido
dinitrosalicilico). A mistura foi deixada em ebulicdo por 10 min e depois resfriada em
banho de gelo. Acrescentou-se 8 mL de agua destilada e realizou-se a leitura a 540 nm. A
quantificacdo do acucar redutor liberado foi realizada a partir de curva padrdo de xilose,
usando método DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade foi definida como a

quantidade de enzima para liberar 1 pmol de xilose por min.

4.5.1. Caracterizagdo Fisico-Quimica da Xilanase

Dentre as linhagens isoladas, selecionamos um isolado da espécie Aureobasidium
pullulans (linhagem 1A) que apresentou producdo de xilanase e realizamos a caracterizagéo
fisico-quimica deste extrato enzimético bruto.

O fluido extracelular (extrato bruto) foi caracterizado para determinar as condigdes
6timas da atividade enziméatica maxima e, para manter a estabilidade sob as condi¢des
experimentais. Assim, pH 6timo, temperatura 6tima, pH de estabilidade e termoestabilidade

foram estudados examinando uma faixa de diferentes pH e temperaturas.

29



A determinagdo do pH 6timo sobre a atividade enzimatica de xilanase foi realizada
incubando-se 100 uL da enzima bruta em 900 uL do substrato xilana 1% em tampdao
citrato-fosfato 0,1M e Tris-HCI 0,1M, em diferentes valores de pH, variando entre 3,0 e
8,0. A atividade enzimatica foi quantificada a 45°C e interrompida com 1 mL de solugéo de
DNS (3,5-4cido dinitrosalicilico). A mistura foi deixada em ebuli¢cdo por 10 min e depois
resfriada em banho de gelo. Acrescentou-se 8 mL de agua destilada e realizou-se a leitura a
540 nm.

O efeito da temperatura étima sobre a atividade enzimatica foi avaliado incubando-
se 100 uL nas mesmas condicOes descritas acima, em diferentes temperaturas, variando
entre 20 e 75°C. Os ensaios de atividade foram realizados em tampao citrato-fosfato 0,1M
no pH o6timo.

A estabilidade referente a variacdo da escala de pH foi analisada através da
incubacdo da enzima durante 24 horas a uma temperatura de 25°C em tampao, variando a
escala de 3,0 a 8,0. Os tampdes utilizados foram o tampéo Citrato-Fosfato 0,1M (3,0 — 7,0)
e Tris-HCI 0,1 M (7,5 — 8,0). A atividade remanescente das enzimas foi determinada nas
respectivas condigdes O0timas de pH e temperatura.

A termoestabilidade da enzima foi estudada incubando-a diluida em tampao citrato-
fosfato, pH 3,5, durante 1 hora em diferentes temperaturas, de 20 a 75°C. Posteriormente, a
atividade enzimatica remanescente foi quantificada nas respectivas condi¢fes étimas de pH
e temperatura.

O efeito do etanol sobre a atividade enzimética foi determinado da mesma maneira,
adicionando-se no meio de reacdo varias concentracfes de etanol (0 — 20%), e medindo-se
a atividade enzimatica remanescente nas respectivas condi¢fes 6timas de pH e temperatura
para determinar se ocorreu inibicdo. A atividade maxima (100%) foi considerada no ensaio

sem tratamento (0% de etanol).
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5. RESULTADOS

5.1. Coleta e isolamento de microrganismos

Diferentes espécies de leveduras (Saccharomyces e ndo-Saccharomyces) foram
isoladas de uvas e mostos de uvas procedentes do sitio Santo Anténio, em Jales, SP. Foram
coletadas leveduras de duas variedades de uvas (Isabel e Bordd) e em diferentes partes da
uva (casca, engaco e baga). Além disso, foram coletadas leveduras de mostos em
fermentacdo. Estas amostras de mostos eram de uvas Isabel e Bordd misturadas e também
de uvas lsabel, Nidgara ou Cabernet Sauvignon. Apds sucessivos subcultivos, foram
isoladas 212 linhagens de leveduras, sendo que: 25 linhagens em Abril/2008, 55 linhagens
em Setembro/2008, 40 linhagens em Maio/2009 e 92 linhagens em Agosto/2009. Os

isolados obtidos (linhagens) e sua distribuicéo estéo listados na tabela 1 e na figura 4.

Tabela 1: Linhagens de leveduras obtidas de uvas e mostos em fermentacéo.

Coleta de Abril de 2008

Isolado Origem Numero de isolados

1A, 2A, 3A, 4A, 5A Casca de uvas Bordd 5
com sinais de
agrotoxico

6A, 7A, 8A, 9A, 10A, 11A Casca de uvas Bordd 6
danificadas

12A, 13?3 14A, 15A Baga de uvas Bordd 4
saudaveis

16A, 172 Engaco de uvas Bordd 2

18A, 192 Pé de cuba de uvas 2
Bordd + Isabel

20A, 212 Casca de uvas Isabel 2
saudaveis
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228 Casca de uvas Isabel 1
com sinais de
agrotoxico

232 Baga de uvas Isabel 1
saudaveis

24A, 252 Engaco de uvas Isabel 2

Coleta Setembro/2008

Isolado Origem Numero de isolados

1,2, 3,4,5/6,7, 8,9, 10, 11, | Mosto de uvas Isabel + 16

12, 13, 14,15, 16 Bordd

17,18, 19 Engaco de uvas 3
Niédgara

20, 21, 22, 23 Casca de uvas Niagara 4
saudaveis

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 Baga de uvas Niagara 7
saudaveis

31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 Engaco de uvas Bordd 7

38, 39, 40, 41, 42, 43 Baga de uvas Bordd 6
saudaveis

44, 45, 46, 47, 48, 49 Casca de uvas Bordd 6
saudaveis

50, 51, 52, 53, 54, 55 Mosto de uvas Niadgara 6

32




Coleta de Maio/2009

Cadigo do isolado Origem Numero de isolados
N7, N10, N22, N35 Casca de uva bord6 saudavel 4
N5, N18, N24 Casca de uva bordd danificada 3
N17, N38 Engaco de uva bordd saudavel 2
N8, N9 Engaco de uva bordd 2

danificada
N20 Baga de uva bordd saudével 1
N19 Baga de uva bordd danificada 1
N2, N13, N14, N36 Casca de uva Isabel saudavel 4
N3, N4, N6, N11 Casca de uva Isabel danificada 4
N30 Engaco de uva Isabel saudavel 1
N21 Engaco de uva Isabel 1
danificada
N1, N16 Baga de uva Isabel saudavel 2
N12, N15 Baga de uva Isabel danificada 2
N29, N31, N39 Mosto em fase 1 de 3
fermentacao
N26, N33, N34 Mosto em fase 2 de 3
fermentacao

N23, N27, N32 Mosto em fase 3 de 7

N25, N28, N37, N40

fermentacéo (inferior)

Mosto em fase 3 de

fermentacéo (superior)




Coleta de Agosto de 2009

Cadigo do Isolado Origem Numero de Isolados
S29, S30, S32, S35, S38, S39, | Mosto Cabernet Sauvignon — 9
S50, S58-1, S58-2 fase |
S3, S10, S11, S17, S20, S22, | Mosto Cabernet Sauvignon — 22
S25, S28, S31, S49, S53, S54, fase 11
S55, S56-1, S56-2, S57, S59,
S60-1, S60-2, S61, S62, S63
S6, S7, S8, S9, S12, S13, S14, | Mosto Cabernet Sauvignon — 19
S16, S18, S24, S26, S33, S37, fase 11
S51, S52, S64, S65, S66, S67
S1, S2, S4, S5, S15, S19, S21, Mosto Niagara — fase Il 20
S23, S27, S34, S36, S40, S41,
S42, S43, S44, S45, S46, SA7,
S48
uU20, U21 Casca de uva Bord6 saudavel 2
U19, U23, U24, U22 Casca de uva Bord6 danificada 4
U9, U12, U13 Engaco de uva Bord6 saudavel 3
u14 Engaco de uva Bord6 1
danificada
U1, U2, U3, U4, U5, U7, U8, | Baga de uva Bordd saudavel 9
uU15, U18
U6, U10, U11, Ule, Ul7 Baga de uva Bordd danificada 5
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Figura 4: Frequéncias das linhagens de leveduras provenientes das coletas realizadas no
ano de 2009.

5.2. Identificagdo Molecular de Leveduras

Na identificacdo de leveduras por meio da técnica PCR-RFLP, foi utilizada a regido
do DNA ribossdmico ITS-5.8S, que inclui as regides ndo codificadoras ITS1 e ITS2 e 0
gene 5,8S, havendo a amplificacdo e digestdo com varias endonucleases de restricdo. Os
padrdes obtidos para cada isolado foram comparados com padrées de linhagens de
referéncia das espécies mais comuns presentes em vinhos, previamente descritas por
Esteve-Zarzoso et al. (1999) e Sabate et al. (2002) e também através do programa Quidy 04
(Quick Identification of Yeasts 2004) version 01. Amplicons compreendendo a regido ITS-
5,8S foram obtidos para cada linhagem. Em todos os casos, fragmentos Unicos de DNA
foram obtidos por PCR, mostrando variages no comprimento para diferentes espécies
(Figura 5A). Observou-se uma variacdo de tamanho entre 450pb para Issatchenkia
terricola e 850pb para Saccharomyces cerevisiae. O tamanho do fragmento amplificado e o
numero e o tamanho de fragmentos de restricdo obtidos permitiram a correta identificagdo

das leveduras em nivel de género ou espécie (como exemplificado na Figura 5B).
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M123 456 78 9 M 1. 23pdabeh VAR : Ne ALY

Figura 5. (A): Produto de PCR da regido ITS-5,8S: 1, 8 e 9: Hanseniaspora
uvarum; 2 a 6: Saccharomyces cerevisiae e 7. Issatchenkia orientalis. (B): Fragmentos de
restricdo produzidos com endonucleases Haelll, Hinfl e Cfol: 1 a 3 e A a C: Pichia
kluyveri com tratamentos de endonucleases na ordem referida; 4 a 6 e 7 a 9: Issatchenkia
terricola; D a F e G a |: Hanseniaspora uvarum. (M): Marcador de tamanho molecular
(100 bp - Fermentas).

Nos casos em que nao foi possivel a identificacdo molecular apenas por PCR-RFLP
da regido ITS1-5,8S-ITS2, optou-se por fazer também o sequenciamento génico desta
regido, seguido além da amplificagdo de outra regido génica, chamada 26S do DNA
ribossdémico, seguido de sequenciamento génico, permitindo assim a completa identificacdo
em nivel de género ou espécie.

As sequéncias foram analisadas através do Programa Bioedit, ferramenta BLAST e
pelo CBS Yeast Database, como foi citado anteriormente, e em seguida foram depositadas

no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Das 132 linhagens isoladas, foram

identificadas treze espécies diferentes (Tabela 2), sendo eficiente para identificacdo
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molecular ao nivel de espécie ou género. Suas respectivas origens e frequéncias estdo

representadas nas Figuras 6 a 9.
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Figura 6. Populacdo de leveduras encontradas na primeira coleta (Maio/2009) a qual

consiste em amostras oriundas de uvas Bordd e Isabel e de mosto em diferentes fases de
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Figura 7. Populacdo de leveduras encontradas na segunda coleta (Agosto/2009). Nesta
coleta todas as amostras sd@o de mosto de uvas Cabernet Sauvignon em diferentes fases de
fermentac&o: inicio, meio e final.
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Figura 8. Diversidade de leveduras encontradas ao longo do processo de fermentacdo

espontdnea de mostos de uvas Cabernet Sauvignon obtidos na segunda coleta
(Agosto/2009). Etapas: (1) Inicio, (2) Intermediaria, (3) Final.
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Figura 9. Diversidade de leveduras encontradas na superficie de uvas Bordd pertencentes a

segunda coleta (Agosto/2009).
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5.3. Fermentacéo Submersa para Producio de p-glicosidase

Apo6s identificacdo molecular as linhagens de leveduras isoladas foram submetidas a
fermentagdo submersa para a produgdo de B-glicosidase. Das 132 linhagens testadas apenas
duas exibiram producdo em meio liquido YPC. Identificada como Cryptococcus laurentii,
este isolado (U2) de baga de uva saudavel da cultivar Bordd apresentou atividade méxima
ap6s 96h de crescimento, porém com baixa atividade (0,21 U/ml). Com relagdo ao
crescimento celular e viabilidade celular apresentou pico com 72h de crescimento. Outra
linhagem isolada de casca de uvas Bordd, identificada como Aureobasidium pullulans
(linhagem 1A), apresentou maior atividade (1,7 U/ml). O pico de atividade maxima no
fluido sobrenadante foi de 96h de cultivo. Apos este periodo (com 120h), a atividade
enzimatica diminuiu. O crescimento e viabilidade celular diminuiram depois de 96 horas
(Figura 10).

100 T T 120%
90 +
=+ 0,
80 + 7.\ 1o
70 T / + 80%
60 + / Celulas Totais
s Brotos
50 + / - 60%
% / ° | =& Mortas
40 + —8— Atividade
L 0,
a0 1 / 40%
20 7 % - 20%
10 + %
0 Z - : : - 0%
24h 48 h 72h 96 h 120 h

Figura 10. Cinética do crescimento e da biossintese de B-glicosidase na linhagem

1A (Aureobasidium pullulans). Porcentagem de atividade relativa: (m); porcentagem de

células mortas: (A ); namero de células em brotamento: (@); numero de células totais

5.3.1. Caracterizac¢ao da p-glicosidase Bruta de Aureobasidium pullulans
A B-glicosidase produzida no extrato bruto pela linhagem 1A (Aureobasidium
pullulans) foi caracterizada fisico-quimicamente, utilizando PNPG como substrato no

ensaio enzimatico. A enzima apresentou pH étimo de 5,5 (Figura 11) e dois picos de
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temperaturas 6timas (um a 45°C e outro a 70°C), indicando a possibilidade da presenca de
duas isoformas para esta enzima (Figura 12). Por outro lado, este grafico mostra uma
enzima com ampla temperatura de acdo, o que é vantajoso sob o ponto de vista de
aplicacéo.

Com relacdo a estabilidade ao pH, a enzima foi estavel entre os pH 5,5 e 11,0,
mantendo 79% da atividade em pH 11,0 (Figura 13). A enzima apresentou
termoestabilidade entre 30 e 45°C, mantendo 76% de atividade enzimatica original apos
incubacdo por 1 hora a 30°C (Figura 14). Apesar de ter apresentado duas temperaturas
6timas (45°C e 70°C), a partir de 50°C, a termoestabilidade caiu para 34%, em relacdo a

atividade maxima.
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Figura 11. Efeito do pH na atividade da enzima B-glicosidase de Aureobasidium pullulans
(linhagem 1A).
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Figura 12. Efeito da temperatura na atividade da enzima B-glicosidase de Aureobasidium

pullulans (linhagem 1A).
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Figura 13. Estabilidade da enzima B-glicosidase de Aureobasidium pullulans (linhagem

1A) quando submetida a tratamentos com diferentes valores de pH.
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Figura 14. Termoestabilidade da enzima B-glicosidase de Aureobasidium pullulans
(linhagem 1A).

Com relagdo ao efeito da glicose, observou-se que a B-glicosidase foi inibida nas
concentracBes examinadas, mostrando 48% de atividade residual com 100mM de glicose
(cerca de 2%) (Figura 15). Na concentracdo de 400 mM (aproximadamente 7 % de glicose),
a atividade residual foi de 12% em relagdo a atividade méxima. A inibicdo causada por
glicose é comumente observada em p-glicosidases microbianas (LEITE et al., 2008;
SWANGKEAW et al., 2009; ZANOELO et al., 2004) . O efeito do etanol sobre a atividade
enzimatica foi também investigado e observou-se que a atividade enzimética manteve-se
estavel, com 94% da atividade original com 10% de etanol e 71% de atividade residual com
20% de etanol, demonstrando estabilidade enzimatica em relagdo a esse composto (Figura
16).
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Figura 15. Efeito da concentragdo de glicose sobre a atividade B-glicosidasica em

Aureobasidium pullulans (linhagem 1A).
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Figura 16. Efeito da concentragdo de ectanol sobre a atividade P-glicosidasica em

Aureobasidium pullulans (linhagem 1A).
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5.4. Producdo e Caracterizacdo Fisico-Quimica de Xilanase de Aureobasidium
pullulans

Dentre as linhagens isoladas, selecionamos um isolado da espécie Aureobasidium
pullulans (linhagem 1A) - isolada de casca de uva Bord6 e Isabel e também de baga de
uvas Bordd - que apresentou boa producéo de xilanase, além da produgao significativa -
glicosidasica, demonstrada anteriormente.

A atividade maxima foi de 51 U/ml ap6s 120h de crescimento, quando analisada em
tampdo acetato de sédio 0,1M e pH 5,0 (Figura 17). A xilanase produzida no extrato bruto

foi caracterizada fisico-quimicamente.
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Figura 17. Curva de producdo da enzima Xxilanase pela levedura yeast-like
Aureobasium pullulans (linhagem 1A). A atividade enzimatica do extrato bruto foi

analisada em intervalos de 24h.
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A enzima apresentou pH 6timo de 3.5 (Figura 18) e temperatura 6tima de 45° C

(Figura 19). Além disso, a enzima € atuante em ampla temperatura de acdo, o que €

vantajoso sob o ponto de vista de aplicagao.
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Com relacdo a estabilidade ao pH, a enzima foi estavel entre os pH 3,5 e 8,0,
mantendo 80% da atividade em pH 3,0 (Figura 20). A enzima apresentou termoestabilidade
entre 20 e 50°C, mantendo 87% de atividade enzimatica original apds incubacao por 1 hora
a 20°C (Figura 21).
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Figura 20. Estabilidade da enzima xilanase de Aureobasidium pullulans (linhagem

1A) quando submetida a tratamentos com diferentes valores de pH.
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Figura 21. Termoestabilidade da enzima xilanase de Aureobasidium pullulans (linhagem
1A).

Com relacdo ao efeito da concentracdo de glicose e xilose sobre a atividade
enzimatica de xilanase de A. pullulans ndo foi possivel a realizacdo devido a falta de
métodos de determinacdo. Para a analise de atividade enzimatica de xilanase utiliza-se o
método DNS (3,5-acido dinitrosalicilico), esta técnica detecta a quantidade de acUcar
redutor em solucdo, assim ao adicionar glicose ou ainda xilose, ambos agucares redutores,
ao tampdo de reacdo obtém-se valores equivocados para a atividade desta enzima. O efeito
da concentragdo de etanol sobre a atividade enzimatica foi testado (Figura 22) e observou-
se que a enzima manteve-se estavel com 40% da atividade original na presenca de 7% de
etanol e 73% de sua atividade original com 3% de etanol, demonstrando alta atividade

catalitica nas fases iniciais de fermentacéo.
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6. DISCUSSAO
6.1. Diversidade de Espécies

A composicdo e o numero de leveduras indigenas em uvas sdo influenciados por
varios fatores: variedade da uva, grau de amadurecimento na coleta, condicGes climaticas,
localizacdo geogréfica, danos fisicos nas uvas e 0 uso de pesticidas (MORTIMER;
POLSINELLI,1999), permitindo, assim, que cada vinicola tenha um produto caracteristico
de acordo com a sua localizac&o e microbiota.

Durante a fermentagdo esponténea do vinho inicia-se o crescimento de espécies nédo-
Saccharomyces pertencentes a géneros como Kloeckera/Hanseniaspora,
Bretanomyces/Dekkera, Debaromyces, Candida, Metschnikowia, Pichia, Torulaspora,
Zygosaccharomyces (AREVALO-VILLENA, 2005), Cryptococcus, Kluyveromyces,
Rhodotorula, Issatchenkia, Saccharomyces, Saccharomycodes e Schizosaccharomyces
(RASPOR et al., 2006). Estas leveduras tém baixa capacidade fermentativa e baixa
tolerancia ao etanol, porém alguns estudos relatam a importancia de leveduras néo-
Saccharomyces no aumento do flavour do vinho atraves da produg¢do de enzimas -
glicosidases e subsequente hidrélise de precursores aromaticos, produzindo compostos
volateis livres, responsaveis pelo aroma do vinho (AREVALO-VILLENA, 2005). Estas
leveduras estdo associadas com a filosfera de uvas e também com todo o ambiente vinicola.

Técnicas moleculares na identificacdo de espécies de leveduras apresentam a
vantagem de serem métodos rapidos e vém sendo extremamente utilizadas para a deteccao
rapida de espécies de leveduras, sendo a técnica de PCR-RFLP da regido 1TS-5,8S do DNA
ribossdmico (DNAr) uma das principais técnicas usadas atualmente na identificacdo de
espécies e, a técnica de restricdo do DNA mitocondrial na discriminacdo de linhagens
intraespecificas (ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; 2001; MARTORELL et al, 2006;
LOPES et al., 2007; JEYARAM et al., 2008).

A regido D1/D2, localizada no gene 26S do DNAr, também ¢é efetiva na
identificagdo de espécies de leveduras. Apresenta baixa variabilidade entre membros da
mesma espécie e alta variabilidade entre os individuos de espécies diferentes. Assim, com a
amplificacdo génica pela técnica de PCR seguido de sequenciamento genético é possivel
identificar cada isolado ao nivel de espécie quando este apresenta 98% de similaridade com

as sequéncias depositadas no GenBank ou CBS Yeast Database, de forma eficiente.
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Neste trabalho, foram identificadas espécies de leveduras pertencentes aos géneros
Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora, Pichia, Issatchenkia, Saccharomyces e
Sporidiobolus por PCR-RFLP da regido 5,8S ITS, seguido de sequenciamento genético das
regides 5,8S ITS e 26S do DNAr.

Foi observada uma diferenca na diversidade de espécies entre as duas coletas
realizadas. As espécies Cryptococcus flavescens, Cryptococcus laurentii, lIssatchenkia
terricola, Issatchenkia occidentalis e Sporidiobolus pararoseus foram isoladas apenas da
coleta de agosto de 2009 e as espécies do género Candida sp. foram isoladas apenas da
coleta de maio de 2009.

A espécie Saccharomyces cerevisiae foi a mais frequente (com 44 isolados). Esta
espécie, representativa do grupo Sacharomyces, esteve presente na casca de uvas em baixa
quantidade, porém em mostos durante as diferentes fases da fermentacdo alcodlica
apresentou um ndmero significativo, estando de acordo com o encontrado na literatura
(MARTINI et al., 1996) . Sacharomyces cerevisae é a levedura mais importante na
producdo vinicola e é responsavel pela conversdo do aglcar em etanol e CO,. Ela também
tem papel significativo por atuar na formacgdo de metabdlitos secundarios de importancia
para 0 vinho, como a conversdo de precursores de aroma da uva em aromas varietais no
vinho (JOLLY et al., 2006). Por esta razdo S. cerevisiae ¢ referida como “a levedura do
vinho”. Leveduras do género Saccharomyces, em especial, S. cerevisiae, sdo as principais
envolvidas tanto em fermentacdes espontaneas, ou como cultivos iniciadores comerciais
(starters) (FLEET, 2003). Algumas linhagens de Saccharomyces ainda exibem o fenotipo
killer e atuam como agentes naturais no controle do crescimento de fungos filamentosos,
bactérias e leveduras contaminantes em uvas e mostos. Outras ainda podem absorver e
desativar micotoxinas durante a fermentacio alcéolica (SANGORRIN et al., 2001). Outras
ainda séo capazes de produzir enzimas importantes na producéo e melhoramento de vinhos,
tais como poligalacturonases e p-glicosidases (HERNANDEZ et al., 2003; FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2004; 2005). Neste estudo, observamos uma predominancia de S.
cerevisiae em mostos na metade e final da fermentacao, corroborando os dados da literatura
que justificam esta predominancia devido a esta levedura apresentar maior tolerancia ao
etanol e ao SO, (adicionado como antioxidante e conservante) e, catabolismo fermentativo

mais eficiente em meios com alta concentracdo de acucar (SABATE et al., 2002).
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A espécie Hanseniaspora uvarum, leveduras apiculadas com baixa atividade
fermentativa, foi a segunda mais freqiiente (com 40 isolados), presente em uvas (maior
quantidade), mas também em mostos, principalmente nas etapas iniciais (Tabela 2).
Segundo Sabate et al. (2002) estas leveduras sdo predominantemente encontradas na
superficie das uvas, representando cerca de 50-75% da populacdo total. As leveduras
apiculadas H. uvarum e Kloekera apiculata (anamorfico), leveduras ndo-Saccharomyces
sdo encontradas em nameros elevados em uvas e mostos e estdo como as melhores para
contribuir com a qualidade dos vinhos. Estas leveduras, com baixo poder fermentativo, séo
importantes na producdo de compostos volateis. Caridi e Ramondino (1999) avaliaram 20
isolados de Hanseniaspora spp. (Kloeckera spp.) de origem enoldgica para sua habilidade
de fermentacdo em mosto (17,9° Brix e pH 3,81). Eles encontraram que a producdo de
etanol aumentou de 5,02 para 8,72%, em comparacdo a 11,17% do controle (S. cerevisiae),
mas a acidez volatil foi maior (0,75¢/L para 2,25g/L) do que o controle (0,65g/L). Estes
resultados indicam que embora algumas linhagens de Hanseniaspora estejam habilitadas a
produzir niveis de etanol maiores do que outras linhagens, os altos niveis de acidez volatil
podem ser prejudiciais para as caracteristicas sensoriais do vinho.

Leveduras ndo-Saccharomyces aer6bicas, oxidativas, como Candida sp.,
Cryptococcus sp. e Pichia sp., representadas neste trabalho pelas espécies Candida stellata,
Candida quercitrusa e Issatchenkia occidentalis (anamorfico Candida sorbosa),
Cryptococcus flavescens, Cryptococcus laurentii, Pichia kluyveri, Pichia guilliermondii e
Pichia sp., sdo encontradas nas superficies de uvas, equipamentos e no ambiente vinicola e,
quando ocorre 0 esmagamento das uvas sdo carreadas para 0 mosto, sendo encontradas
principalmente nas etapas iniciais de fermentacao.

Alguns géneros de Candida também possuem efeitos antifingicos e atuam como
importantes bioagentes no controle da contaminacdo de fungos filamentosos em vinhos
(FLEET, 2003). Sabate et al. (2002) descreveram a predominancia de linhagens Candida
sorbosa em mostos em fermentagdo (com 76% dos isolados contra apenas 10% de
Saccharomyces). Durante a fermentacdo e, especialmente nas espontaneas, hd uma
sucessao sequencial de leveduras. Inicialmente, espécies de Hanseniaspora (Kloeckera),
Rhodotorula, Pichia, Candida (Candida stellata, C. pulcherrima, Candida sake) e

Cryptococcus sdo encontradas em altos niveis no mosto fresco. Destas, H. uvarum esta
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presente em maior freqliéncia, seguida por varios géneros de Candida (JOLLY et al.,
2006). Estes dados s@o compativeis com o encontrado neste estudo.

Alguns autores reportam estas leveduras oxidativas presentes no ambiente vinicola
como contaminantes ao vinho por serem capazes de formar filmes na superficie em contato
com 0 oxigénio (conhecido como véu). Associado ao seu crescimento esta a formacéo de
off-flavors como acido acético, acetato de etila e acetaldeido. Dentre estas espécies
encontram-se além de géneros Candida, leveduras dos géneros Pichia e Hansenula
(GRBIN, 1999). No caso de Candida stellata ja foi identificada a elevada producdo de
glicerol (10 a 14g/L) comparado com 4 a 10,4g/L em S. cerevisiae. Isto a torna o seu
crescimento indesejavel a menos que um equilibrio possa ser alcancado entre a producéo de
glicerol e &cido acético o que nao prejudicaria a qualidade do vinho.

O género Issatchenkia, representado neste estudo pelas espécies I. orientalis e I.
terricola, ndo apresentam muitas referéncias sobre sua contribuicdo na qualidade final do
vinho. Gonzélez-Pombo et al. (2011), isolaram uma linhagem de Issatchenkia terricola de
uvas Tannat produtora de -glicosidase com caracteristicas compativeis com as encontradas
em fermentagdes. Ela se apresenta ativa em presenca de glicose (100g/L), etanol (18%) e
metabissulfito (60mg/L) e também estaria estavel em pH 3,0. Esta espécie também ja foi
isolada de mostos em fermentacdo de uvas Chenin Blanc (MORA & MULET, 1991) e
Merlot (FLEET et al., 1993). Mas segundo Clemente-Jimenez et al. (2004), devido a sua
caracteristica de baixa fermentacéo e alta producéo de acetato de etila, deve ser evitada na
producdo de vinhos. I. orientalis produziu vinhos com intensa cor e espuma. A cor de um
vinho é um indicador da sua condi¢do, a qualidade, a idade, e até o estilo (CLEMENTE-
JIMENEZ et al., 2004).

Uma provavel explicacdo para a presenca de leveduras contaminantes € a vinicola
em estudo. Trata-se de um vinho artesanal, que conta com as leveduras autdctonas para
propiciar a fermentacdo espontanea do mosto. Assim, com o esmagamento das uvas pode
ocorrer 0 carreamento destas espécies para as etapas iniciais de fermentacdo. Podem
ocorrer também transmissdes indiretas através de insetos vetores (Loureiro e Malfeito-

Ferreira, 2003).
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A espécie Sporidiobolus pararoseus encontrada neste estudo em duas linhagens,
também uma levedura oxidativa, pertencente ao filo Basidiomycota, foi descrita
previamente como incapaz de fermentar agucares e sem interesse enologico representativo
(RENOUF et al, 2007). Shuang-Shi Li et al. (2010) isolaram esta espécie de uvas
Chardonnay em Wuwei — China. Em estudo prévio realizado paralelamente pela Profa.
Dra. Milla Alves Baffi encontrou-se um isolado de S. pararoseus produtor de até 0.8 U/ml
com 72 h de crescimento, temperatura 6tima de 50°C e pH 6timo de 5.5. Além disso,
apresentou ampla faixa de estabilidade de pH, exibiu termoestabilidade em baixas
temperaturas, alta estabilidade a glicose (restando 69% de atividade residual com 11% de
glicose) e ativa em concentracfes de até 15% de etanol. Caracteristicas interessantes para
aplicacdo no processo de vinificagdo (BAFFI et al., 2011b).

A levedura yeast-like Aureobasidium pullulans foi encontrada apenas na 12 coleta
(abril de 2008 — linhagem 1A) e isolada de casca de uvas Bordd com sinais de agrotoxico,
baga de uvas Bordd saudaveis e casca de uvas Isabel saudaveis. Aureobasidium pullulans é
comumente encontrada na superficie de uvas saudaveis nos estagios iniciais de
amadurecimento da uva e, é considerado como parte da microbiota residente de videiras
(RASPOR et al., 2006). Sabate et al. (2002) descrevem A. pullulans como um habitante
normal da superficie de uvas, presente em alta freqiiéncia e isolado de diferentes partes da
uva. Um recente trabalho também relata pela primeira vez a presenca de A. pullulans em
tanques em fermentagao de vinicolas da Patagonia (SANGORRIN et al., 2007).

O poder deste organismo como bioagente no controle de fungos filamentosos
contaminantes em alimentos é bem conhecido (FLEET, 2003; SCHENA et al., 2003).
Dimakopoulou et al., (2008) isolaram linhagens de leveduras da filosfera de uvas de uma
regido da Grécia e avaliaram a sua capacidade na supressao do crescimento do fungo
Aspergillus carbonarius, causador da podriddo azeda (“sour rot”) em uvas e transmissao de
ocratoxina em mostos. Estes autores selecionaram uma linhagem de Aureobasidium
pullulans que foi tdo efetiva quanto fungicidas comerciais na reducdo da incidéncia do
fungo Aspergillus carbonarius em uvas.

Aureobasidium pullulans é classificada como uma levedura negra, dentro dos
Ascomicetos e € reconhecida como uma importante levedura na inddstria. O

exopolissacarideo pululana produzido por esta levedura tem inGmeras aplicacfes na

56



industria de alimentos e madeira e, também na medicina (DESHPANDE et al., 1992;
PUNNAPAYAK et al., 2003). Inimeros trabalhos também descrevem o potencial desta
levedura yeast-like na produgdo de enzimas hidroliticas, como B-glicosidases e xilanases
(OHTA et al., 2001; IEMBO et al., 2002; LEITE et al, 2007; BHADRA et al, 2008; LEITE
et al.,, 2008) sendo compativeis com o0s dados encontrados neste trabalho. Genes
codificadores destas enzimas também tém sido isolados e expressos eficientemente em
outras espécies de leveduras, tais como Pichia e Saccharomyces (LI e LJUNGDAHL,
1996; TANAKA et al., 2004).

Com base nestes dados, concluimos que a presenca de linhagens de A.
pullulans na filosfera de uvas, observada no nosso trabalho, pode contribuir positivamente
na qualidade do vinho produzido em Jales. Estas leveduras podem auxiliar no controle de
fungos contaminantes em vinhos, como j& relatado em alguns trabalhos anteriores
(SANGORRIN et al, 2007; DIMAKOPOULOU et al, 2008).

6.2. Producdo de Enzimas Extracelulares

Além de compostos de aroma volateis, as uvas, assim como outros frutos,
apresentam varios compostos precursores de aroma. Dentre eles, precursores glicosidicos
representam uma importante fonte de aroma, tais como compostos terpénicos ligados a
acucares, consistindo os f-D-glicosideos (WILLIAMS et al., 1982; AREVALO-VILLENA
et al., 2006b). Atualmente, ha um interesse crescente na exploracdo destes potenciais
aromaticos pelo uso de enzimas produzidas por microorganismos (UBEDA E BRIONES,
2000; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2003).

A hidrélise enzimatica de glicosideos ocorre em dois estagios. Em primeiro lugar, a
ligacdo entre acUcares é clivada por arabinosidases ou raminosidases e o B-D-glicosideo é
liberado. Na segunda etapa, uma B-D-glicosidase hidrolisa a ligacdo glicosidica e
produzindo formas volateis livres, contribuindo para o aroma do vinho (CORDERO-
OTERO et al., 2003). Este € 0 passo chave no processamento de vinhos, uma vez que a
eficiéncia de hidrdlise € fortemente limitada pela glicose, presente em altas concentracfes
no suco de uva e em vinhos doces. Neste sentido, as investigacOes estdo focadas na busca
por B-glicosidase produzidas por leveduras tolerantes a glicose, ao etanol e também que
apresentem boa atividade em baixo pH (RICCIO et al, 1999).
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Neste trabalho, foram isoladas 132 linhagens de leveduras originadas de mostos e
uvas de trés variedades provenientes da regido de Jales (SP) e estudamos a habilidade
destas leveduras em produzir B-glicosidase extracelulares. Todas as espécies de leveduras
foram selecionadas para producdo de B-glicosidase, usando meio liquido YPC: Candida
quercitrusa, Candida stellata, Cryptococcus flavescens, Cryptococcus laurentii,
Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia occidentalis, Issatchenkia orientalis, Issatchenkia
terricola, Pichia kluyveri, Pichia quilliermondii, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae e
Sporidiobolus pararoseus. Nossos dados mostram que pouca ou nenhuma - glicosidase foi
produzida quando utilizado apenas este meio contendo celobiose 2% como Unica fonte de
carbono e peptona como a Unica fonte de nitrogénio. Alguns autores relatam atividade -
glicosidase em S. cerevisiae (ROSI et al., 1994; HERNANDEZ et al., 2002), outros
argumentam que enquanto a enzima pode ser sintetizada, ela se torna inativa por condigdes
de processamento (GUNATA et al.,, 1986; DELCROIX et al., 1994; MATEO E DI
STEFANO, 1997), e que a atividade necessaria sO pode ser garantida utilizando as
leveduras ndo-Saccharomyces (CORDERO OTERO et al., 2003). Os relatos publicados
diferem no que diz respeito aos isolados utilizados ativos constitutivamente (VASSEROT
et al., 1989) versus sintese induzida (ROSI et al., 1994; MIKLOSY E POLOS, 1995;
MATEO E DI STEFANO, 1997; YANAI E SATO; 1999; MENDES-FERREIRA et al.,
2001; HERNANDEZ et al, 2002) e localizacdo em culturas microbianas (ROSI et al, 1994;
MIKLOSY E POLOS, 1995; MCMAHON et al, 1999; YANAI E SATO, 1999;
MANZANARES et al., 2000; MENDES-FERREIRA et al., 2001; STRAUSS et al., 2001).

No entanto, em coleta anterior, realizada pela Profa. Dra. Milla A. Baffi, foi isolada
uma linhagem de Aureobasidium pullulans (linhagem 1A) com boa atividade B-
glicosidasica, e apos as analises demonstradas anteriormente, se mostrou potencialmente
aplicavel a vinificacdo.

Com relacdo a producdo e caracterizacdo de xilanase pela linhagem 1A
(Aureobasidium pullulans), em meio indutor com xilana a 2%, encontrou-se 51 U/mL em
120 horas e 106,3 U/ml nas condicdes Otimas de pH e T°C. A caracterizacdo da enzima
bruta apresentou pH étimo e temperatura 6tima similares as enzimas de outras leveduras
vinicas (AREVALO-VILLENA et al., 2006), mostrou-se resistente a valores muito baixos
de pH (86,85% de atividade residual a pH 4,0) e apresentou termoestabilidade entre 20 e
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50°C. Com relagdo ao efeito do etanol a enzima também se mostrou adequado ao
processamento de vinhos, mantendo sua 40% da atividade original na presenca de 7% de
etanol, podendo ser importante principalmente nas fases iniciais de fermentacdo, atuando
nos componentes da parede celular liberando compostos importantes para a qualidade final
do produto. Assim, todas as condi¢bes encontradas para esta enzima sdo favoraveis as
condigdes de vinificagao.

A produgdo de xilanases por A. pullulans ja foi observada em outros trabalhos. Ohta
et al. (2001) produziram e purificaram uma xilanase de A. pullulans e expressaram 0 cDNA
do gene xynl com sucesso em uma linhagem de S. cerevisiae. Tanaka et al. (2004)
produziram uma xilanase de A. pullulans e expressaram o0 gene em Pichia pastoris.
Xilanases de outras leveduras também ja foram estudadas (Candida pulcherima por Strauss
et al., 2001 e Cryptococcus flavus, por Parrachin et al., 2009). No nosso trabalho, nos
apenas detectamos a producdo de xilanase por A. pullulans. N6s observamos esta espéecie
apenas em amostras de cascas de uvas, ndo sendo observada em amostras de mostos.
Provavelmente, esta levedura esteja contribuindo para a liberacdo de aroma antes da
fermentacéo alcodlica.

Assim, concluimos que, dentre as leveduras isoladas, a que mais se destacou para
potencial aplicacdo no melhoramento de vinhos, foi a espécie A. pullulans (linhagem 1A)
com atividades de xilanase e B-glicosidase com caracteristicas fisico-quimicas adequadas
para vinificacao.

Devido a baixa atividade enzimatica encontrada para as demais leveduras isoladas e
a presenca de algumas espécies leveduras com potencial contaminante, uma possivel etapa
futura a ser realizada € a investigacdo de métodos de analise dos compostos prejudiciais
produzidos por estas espécies, sempre com 0 objetivo de contribuir para a qualidade final

do produto.
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7. CONCLUSOES

Este estudo avaliou a diversidade de leveduras isoladas da filosfera de uvas e
mostos provenientes de uma vinicola artesanal na regido de Jales (SP), com um total de
treze diferentes espécies neste ecossistema. Este trabalho também mostrou o potencial de
duas espécies isoladas na producdo de p-glicosidases (Cryptococcus laurentii e
Aureobasidium pullulas) e producéo de xilanase por A. pullulans.

Esta pesquisa abre vérias estrategias com relagéo a aplicacéo destas enzimas: (i) uso
simultdneo de ambas as enzimas como enzimas exdgenas suplementadas junto com as
preparagdes enzimaticas de origem fungica disponiveis atualmente para melhorar a
liberacdo de compostos de aroma em meios ricos em glicose, como vinhos e sucos de fruta;
(i) construcdo de uma linhagem de S. cerevisiae expressando a atividade B-glicosidasica
produzida por Cryptococcus laurentii/Aureobasidium pullulans ou ainda xilanésica de A.
pullulans durante a fermentacdo do vinho, de modo que a levedura recombinante possa
liberar compostos volateis e assim, aumentar a qualidade sensorial do vinho; (iii) co-cultivo
de C. laurentii e Aureobasidium pullulans com S. cerevisiae durante a fermentagdo do
mosto para suplementar o meio com atividade glicosidasica e xilanasica.

Com relagdo a atividade xilanasica de Aureobasidium pullulans se mostrou
bioquimicamente adequada para aplicacdo em processos fermentativos por apresentar oS
6timos de atividade caracteristicos deste ecossistema. Além disso, esta enzima pode ser
utilizada outros procedimentos biotecnologicos como: sacarificacdo e fermentagdo no
etanol de segunda geracdo, industria de papel e celulose e ainda nas empresas téxteis.

Concluindo, esta linhagem de A. pullulans (linhagem 1A), isolada da superficie de
uvas, na primeira etapa do trabalho, mostrou-se apta em produzir duas enzimas importantes
para a producdo de vinhos (uma pB-glicosidase e uma xilanase), com caracteristicas
adequadas para o processo e que podem, futuramente, ser utilizadas em conjunto para
melhorar a qualidade do vinho local produzido.

Este € o segundo estudo sobre a diversidade de leveduras selvagens de um
ecossistema vinicola na regido de Jales/SP. O potencial dos isolados, bem como suas
enzimas, serdo explorados como forma de aplicacdo no melhoramento dos vinhos da
regido. Os dados obtidos até 0 momento sdo extremamente interessantes, abrem novos

caminhos e incentivam a continuidade do trabalho.
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