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RESUMO

Este trabalho teve como principal objetivo a imobilizacdo de leveduras isoladas de
processos de vinificagdo de vinhos alentejanos, com vista a sua aplicagdo em processos
enoldgicos.

Numa fase inicial isolaram-se varias estirpes de leveduras a partir de mostos de uva,
em varias fases do processo fermentativo e, foram caracterizadas pelas suas carateristicas
macroscépicas e microscdpicas e identificados por sequenciacao dos produtos de PCR obtidos
apo6s amplificagcdo do dominio D1/D2 do DNA.

Efetuaram-se culturas dos microrganismos isolados em dois meios de cultura liquidos,
com e sem arejamento, para caracterizacao fisioldgica e selecdo das estirpes promissoras para
imobilizagdao. Produziram-se sistemas de imobilizagdo utilizando diferentes matrizes com dois
consorcios distintos, tendo sido testados em ensaios de microvinificacdo com mosto sintético e
analisados por microscopia eletrénica de varrimento. Efetuaram-se ensaios de reutilizagdo dos
consorcios imobilizados nas diferentes matrizes e por fim selecionou-se o mais promissor,

testando-se num ensaio com mosto de uva branca.
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Abstract

IMMOBILIZATION OF MICROORGANISMS WITH OENOLOGICAL POTENTIALITIES

ABSTRACT

A The main objective of this work was the immobilization of isolated yeasts from
winemaking processes of Alentejo wines with a view to their application in oenological
processes.

In an initial phase several yeast strains were isolated from grape must at various
fermentation process stages, were characterized by their macroscopic and microscopic
characteristics and identified by sequencing the PCR products obtained after amplification of
the D1 / D2 domain of DNA.

Cultures of the isolated microorganisms were carried out in two liquid culture media,
with and without aeration, for physiological characterization and selection of the promising
strains for immobilization. Immobilization systems were produced using different matrices
with two different consortia and were tested in microvinification assays with synthetic must
and analyzed by scanning electron microscopy. Re-use tests were carried out on the
immobilized consortia in the different matrices and finally the most promising was selected

and tested in white grape must.
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1.1. PROBLEMATICA E OBJETIVOS

O setor vitivinicola tem atualmente extrema importancia a nivel Mundial, cada vez
existem mais paises a produzir vinhos, o que torna este setor muito competitivo. Neste
contexto, é importante o desenvolvimento de novas metodologias que possam ser aplicadas
em processos de produgdo enoldgicos, tornando-os por um lado mais eficientes, com vista a
melhorar a relagdo qualidade/preco do produto final e por outro mais diferenciados, com
marcas de identidade e carateristicas especificas da regido onde sdo produzidos. A producdo
por via biotecnoldgica de leveduras imobilizadas especificas para determinadas castas e/ou
regides vitivinicolas pode constituir um importante fator de inovacao.

Atualmente, ja existem alguns estudos de aplicacdes de leveduras imobilizadas em
processos enoldgicos, nomeadamente em fermentagdes alcodlicas em continuo, paragens de
fermentacdo, desacidificacdo de vinhos, producdo de vinhos doces (com elevado teor em
glucidos redutores) e ainda na producdo de espumantes.

Estas aplicacBes permitem contornar e/ou eliminar etapas dos processos de producdo
dos vinhos, originando uma reducdo de tempo e custos despendidos em algumas fases de
producdo.

O conhecimento das potencialidades de novas espécies de leveduras e/ou consorcios
com carateristicas fermentativas ou com propriedades sensoriais especificas pode constituir
uma ferramenta importante no alargamento da complexidade microbiana nos processos
enoldgicos, de forma controlada, conferindo uma maior qualidade ao vinho e inovacdo nas
caracteristicas organoléticas ao produto final.

Este trabalho pretende ser um contributo no desenvolvimento de metodologias de
imobilizacdo de consdrcios de leveduras enoldgicas, isoladas de diversas castas de forma a
serem utilizadas em processos enoldgicos. Através do uso sequencial de leveduras
Saccharomyces e nao-Saccharomyces de forma controlada procura-se tirar partido do

potencial sensorial e/ou fermentativo das estirpes de leveduras.

Os principais objetivos deste trabalho sao:
e Identificagdo e caraterizagao de estirpes de leveduras isoladas de mostos de uva
e Imobilizacdo de células de leveduras isoladas com vista a sua aplicacdo em processos

enoldgicos
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S3o objetivos especificos:
Avaliar a dindmica de populacdes presente nos mostos das diferentes castas, nas
varias fases do processo fermentativo
Caraterizar as estirpes de leveduras isoladas a nivel macroscépico e microscopico
Aplicar técnicas de biologia molecular na identificacdo das estirpes de leveduras
isoladas:

o Efetuar a extracdo de DNA das estirpes de leveduras em estudo

o Quantificar o DNA extraido por Espetrofotometria de Absor¢ao Molecular

o Amplificar o DNA por PCR, na regido do dominio D1/D2

o Analisar os produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose

o Quantificar os produtos de PCR por fluorimetria

o Analisar sequéncias genéticas obtidas por sequenciacao

o Amplificar o DNA por PCR, através de fingerprinting
Analisar os perfis de crescimento das estirpes de leveduras em culturas aerdbias em
meio liquido
Imobilizar células de leveduras em diferentes matrizes
Analisar o sucesso de imobilizagao das células de levedura na matriz por SEM-EDS
Testar a capacidade de reutilizagdo os sistemas de imobilizagdo
Monitorizar o consumo de gliucidos redutores e producdo de etanol nas diversas

culturas

——
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2.1. SETOR VITIVINICOLA

2.1.1. A PRODUCAO VINHO A NIVEL MUNDIAL

A Tabela 1 apresenta alguns dados da Produ¢do Mundial de Vinho no ano 2000 e no
ano 2016. A producdo de Vinho tem tido alguma estabilidade desde 2000 até 2016, com uma
pequena quebra de 8% durante esse periodo, de 280 para 259 milhGes de hectolitros
produzidos (tabela 1).

A Europa, continente com forte tradicdo Vitivinicola é responsavel por mais de 65% da
producdo Mundial de Vinho. Contudo tem vindo a diminuir a producdo desde o ano 2000.
Franca diminuiu mais de 27% a sua produgdo anual entre 2000 e 2016 e esta tendéncia
também se observa nos restantes paises com forte tradicdo, nomeadamente Itdlia, Espanha,
Portugal e Alemanha. A Europa tem vindo a perder terreno para novos paises emergentes no

setor, em particular o Chile, Austrélia, China e Africa do Sul.

Tabela 1- Evolugdo da Produgdo Mundial de Vinho (Adaptado de IVV- Instituto da Vinha e do Vinho, 2017)

Pais 2000 2016 Var;:‘;li‘; :02/300'
Italia 51,6 48,8 -5
Franga 57,5 41,9 -27
Espanha 41,7 37,8 -9
Estados Unidos 21,5 22,5 +5
Argentina 12,5 8,8 -30
Chile 6,7 10,1 +51
Australia 8,1 12,5 +55
Africa do Sul 6,9 10,5 +51
China 10,5 11,5 +10
Alemanha 9,9 8,4 -15
Portugal 6,7 6,0 -10
Roménia 5,5 4,9 -10
Brasil 3,6 1,4 -62
Grécia 3,6 2,6 -27
Total 280 259 -8

Ao nivel do consumo, este aumentou 6,2% a nivel mundial, de 226 para 239 milhdes
de hectolitros, entre 2000 e 2016, com destaque para a quebra do consumo nos paises com
maior producdo, nomeadamente Franga, Espanha e Itdlia. J4 a Federacdo Russa, os Estados

Unidos da América e a China lideram o aumento do consumo de vinho, em especial a
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Federacdo Russa e Austrdlia, que nestes ultimos 15 anos aumentaram o consumo anual de
vinho em mais de 80% (IVV- Instituto da Vinha e do Vinho, 2017). Na figura 1 é possivel

observar a evolucdo do consumo Mundial de vinho entre 2000 e 2015.
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Hectolitros

270 -
260
250
240
230
220
210

200 -
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Figura 1- Evolugdo do Consumo Mundial de Vinho (Retirado de OIV- Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho,
2017)

2.1.2. PORTUGAL

Em Portugal, a produgao de vinho entre 2000 e 2016 foi bastante varidvel, com fortes
subidas e descidas de volume produzido ao longo dos anos, conforme é possivel verificar na
Figura 2. Em 2016 foram produzidos 6,009 milhdes de hectolitros, uma quebra de 20%
relativamente a 2015, onde foram produzidos 7,047 milhdes de hectolitros. O Pais ocupa

atualmente a 122 posicdo no ranking dos principais Paises produtores do vinho (ver tabela 1).
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Figura 2- Evolugdo da produgdo nacional de vinho (Retirado de IVV- Instituto da Vinha e do Vinho, 2017)

Portugal possui 14 regides Vitivinicolas, e dentro de cada uma existem ainda sub-
regides. Cada regido produz vinhos regido, com carateristicas organoléticas bastante distintas,
devido a diferentes condicGes edafo-climaticas e castas. Na Figura 3 podemos ver o mapa das

diferentes regides vitivinicolas existentes em Portugal.
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Figura 3- RegiGes Vitivinicolas em Portugal (retirado de http://www.winesofportugal.com/br/vinhos-e-

turismo/wine-regions/)

2.1.3. ALENTEJO

O Alentejo é uma das maiores regiGes vitivinicolas Nacionais. Em 2016, a regido

contava com aproximadamente 23.000ha de vinha plantada, representado 17% da area total

no Pais. A produc¢do de vinho nesta regido tem aumentado gradualmente desde o inicio do

século, e nas Ultimas quatro campanhas foi superior a um milhdo de hectolitros (Figura 4).
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Figura 4- Evolugdo da Produgdio de vinho no Alentejo (Retirado de IVV- Instituto da Vinha e do Vinho, 2017)
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O Alentejo é composto por extensos horizontes planos ou quase planos, com alguns
incidentes orograficos, sendo os mais importantes a Serra de Portel (421m), Ossa (649m) e Sdo
Mamede (1049m). E, no entanto, nas elevagdes isoladas que se geram os microclimas
propicios ao plantio da vinha. As vinhas estdo situadas, maioritariamente, em substrato
geoldgico de rochas pluténicas, destacando-se uma diversidade de manchas pedoldgicas onde
estas estdo inseridas (xistosas e argilo-calcarias) (Magalhdes, 2015; IVV- Instituto da Vinha e do
Vinho, 2017). A regido é composta por oito sub-regiGes vitivinicolas, as quais estdo

representadas na Figura 5.

Portalegre
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Figura 5- Representac¢do das sub-regiGes Vitivinicolas existentes no Alentejo (Infovini, 2017).

2.2. CASTAS

Mundialmente estdo identificadas e registadas mais de 4000 variedades de uvas. A
espécie Vitis Vinifera L. pertence do género Vitis, sendo uma das culturas mais cultivadas em
todo o mundo (Lima et al., 2016). Portugal é um pais extremamente rico a nivel ampelografico,
com o segundo maior nimero de castas nativas, as quais sdo variedades Unicas e exclusivas,
que ndo se encontram em mais nenhuma parte do Mundo (Vinhos do Alentejo, 2017). No
entanto, segundo a Portaria n2380/2012, estdo autorizadas para plantacdo mais de 340 castas
para vinho. Na regido do Alentejo, destacam-se as castas tintas Alicante-Bouschet, Aragonez,
Casteldo e Trincadeira. No caso das brancas, sobressaem as castas Antdo Vaz, Arinto e Siria (ou
Roupeiro) (Infovini, 2017). No entanto, existem outras castas que incorporam também os

vinhos desta regido. A Tabela 2 apresenta as castas mais plantadas na regido do Alentejo.

11
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Tabela 2-Principais castas plantadas na Regido do Alentejo (ATEVA- Associagdo Técnica de Viticultores do Alentejo,
2014)

Tintas Area (ha) Brancas Area (ha)
Aragonez 4215 Antdo Vaz 1076
Trincadeira 3437 Siria (Roupeiro) 1055
Alicante-Bouschet 1861 Arinto 615
Syrah 1348 Rabo-de-Ovelha 398
Castelao 1258 Ferndo-Pires 212
Touriga Nacional 975 Verdelho 171
Cabernet Sauvignon 804 Manteudo 161
Alfrocheiro 464 Gouveio 118
Moreto 442 Perrum 105
Touriga Franca 198 Diagalves 104
Tinta Caiada 176 Alvarinho 93

2.2.1. ANTAO VAZ

A Figura 6 apresenta as zonas de maior incidéncia da casta Antdo Vaz e alguns aspetos
da morfologia do cacho, do bago e da folha. Pouco se sabe da sua origem, mas pensa-se ter
ascendéncia alentejana, pois é nas zonas da Vidigueira e Evora que esta se apresenta com
maior predominancia.

Esta casta possui uma folha adulta de tamanho médio, pentalobada, lisa e ondulada; o seu seio
peciolar é muito aberto, em chaveta, e os seios laterais pouco abertos e em V; o seu
pedunculo é comprido. O seu cacho apresenta um tamanho médio, cilindro-cénico, compacto,
com pedunculo curto e muito lenhificado. Em relagdo ao bago, varia de pequeno a grande,
uniforme, verde-amarelado ou amarelo-torrado, possui uma pelicula fina e uma polpa

sumarenta (Magalhdes, 2015; Vine to Wine Circle, 2017).
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Figura 6- Representagdo da casta Antdo Vaz. A- Zona de maior incidéncia; B- morfologia do cacho e bago; C-
morfologia da folha (Vine to Wine Circle, 2017)

E uma casta com elevada sensibilidade & caréncia de magnésio e boro, sensivel ao
mildio, oidio e a cigarrinha verde. E uma casta que produz um vinho de elevada qualidade. Os
vinhos Antdo Vaz sdo pouco sensiveis a oxidacdo, terpénicos, estruturados, possuem uma cor
citrina e no seu aroma é frutado, tém uma boa longevidade por isso tém uma boa capacidade
tanto para vinhos monovarietais como para lote. E uma étima casta para zonas com

temperaturas elevadas (Magalhdes, 2015; Vine to Wine Circle, 2017).

2.2.2. ROUPEIRO OU SIiRIA

A casta Roupeiro ou Siria é conhecida no Alentejo como Roupeiro, mas conforme a
regidao diversos sdo os nomes pelos quais é conhecida, tais como Cddega ou Malvasia Grossa
(Douro), Alvadurdo (Dao), Siria (Pinhel), Alva (Cova da Beira e Portalegre) e Crato Branco
(Algarve) (Magalhdes, 2015). As suas origens ndo sdo conhecidas, no entanto é uma casta que
se apresenta em terras portuguesas ha alguns anos. Apresenta uma distribuicdo geografica de
Norte a Sul do pais, mas sempre no interior e encontra-se com maior predominancia nas
regides do Douro e Alentejo, onde é utilizada com frequéncia na producdo de vinhos brancos.
A Figura 7 apresenta as zonas de maior incidéncia desta casta e os aspetos da morfologia do
cacho e bago; e da morfologia da folha. Possui um cacho médio e cénico alado, compacto e
com pedunculo curto e de média lenhificacdo. O seu bago é médio, uniforme e ovdide, possui

uma cor verde-amarelada; a sua pelicula é espessa, a polpa rija, ndo corada e suculenta. Possui

13
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uma folha adulta de tamanho médio, pentagonal, quinquelobada, com perfil irregular e fraco
empolamento, o seu limbo é ligeiramente ondulado junto ao ponto peciolar. E uma casta
sensivel ao Oidio, a dcaros (aranhico amarelo) e a podridao cinzenta dos cachos (Magalhaes,

2015; Vine to Wine Circle, 2017).
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Figura 7- Representacdo da casta Roupeiro ou Siria. A- Zona de maior incidéncia; B- morfologia do cacho e bago; C-
morfologia da folha (Vine to Wine Circle, 2017)

Relativamente ao seu potencial enoldgico esta é uma casta capaz de produzir vinhos
de mesa e aguardente. Dependendo da regido, é sensivel a oxida¢do e tem pouca capacidade
para envelhecimento. O vinho jovem produzido por esta casta é fresco, agraddvel e apresenta
aromas frutados intensos de frutos tropicais e citrinos, com o envelhecimento. O vinho pode
apresentar uma quebra na composicdo aromatica devido a sua rapida oxidagdo, dai, requerer

cuidados enoldgicos especificos (Magalhades, 2015; Vine to Wine Circle, 2017).

2.2.3. CABERNET SAUVIGNON

A casta Cabernet Sauvignon é a casta mais plantada em todo o mundo (Kym, 2013). E
oriunda de Franca, da regido de Bordéus (Giscours et al., 2011) sendo a casta a mais
importante nesta zona. As folhas adultas sdo de tamanho pequeno, de forma pentagonal com
7 l6bulos. Apresenta um cacho de tamanho pequeno a médio, medianamente compacto, com
um bago de tamanho pequeno e arredondado (Figura 8). A sua polpa mostra consisténcia

média, a pelicula é medianamente espessa e de cor azul escura. Origina vinhos com grande
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persisténcia na boca, pela riqueza que contem em termos de taninos, e uma grande
intensidade de cor devido a boa quantidade de antocianinas da casta (Magalhdes, 2015) .

No Alentejo é muito utilizada de forma minimalista em lotes de vinhos regionais de
porque é uma variedade melhorada, capaz de apimentar os lotes, dando corpo e consisténcia

a vinhos bem compostos e perfumados, frutados e especiados (Vinhos do Alentejo, 2017).

Figura 8- Casta Cabernet Sauvignon. A- Cacho e Bago; B- Folha adulta; C- Folha jovem (Adapatado de Giscours et al.,
2011)

2.2.4. TOURIGA NACIONAL

A casta Touriga Nacional é originaria do norte do pais, precisamente nas regides do
Douro e D3o, tem uma origem muito antiga e pode ser conhecida como Preto Mortagua ou
Tourigo, na regido do Dao, Touriga Fina, no Douro (Magalhdes, 2015). Inicialmente era apenas
cultivada nas regides demarcadas do Douro, D3o e na regido de Pinhel, no entanto com o
passar dos anos, devido a selegdo clonal, que impediu a extingdo desta casta, passou a ser
muito utilizada na maioria das regides viticolas de Portugal, como se pode observar na Figura
9, sendo também ja cultivada em regides viticolas da Australia, Espanha, Califérnia e Africa do
Sul. Esta sele¢do clonal permitiu escolher os clones mais produtivos e pouco sensiveis ao
desavinho, permitindo assim o aumento do cultivo desta casta (Magalhdes, 2015; Vine to Wine
Circle, 2017).

Esta casta possui uma folha adulta pequena, pentagonal, por vezes com sub-lébulos
superiores, plana e ligeiramente rugosa, o seio peciolar aberto, em V, e os seios laterais
abertos, com base em U. O seu cacho é pequeno, cilindro-cénico, por vezes compacto (em

fungdo do grau de sensibilidade e condigdes para ocorréncia do desavinho), o seu pedunculo é

15
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de comprimento médio. Em relagdo ao bago, este é ligeiramente achatado, pequeno
arredondado, negro-azulado, com uma pelicula medianamente espessa e uma polpa nao

corada e suculenta (Magalhades, 2015; Vine to Wine Circle, 2017).
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Figura 9- Representagdo da casta Touriga Nacional. A- Zona de maior incidéncia; B- morfologia do cacho e bago; C-
morfologia da folha

E uma casta com elevada sensibilidade ao desavinho e bagoinha, devido aos materiais
policlonais o seu comportamento é hoje em dia aceitdvel. Tem baixa sensibilidade a cigarrinha
verde, a Traga, ao Mildio e Oidio, no entanto em altamente sensivel a Escoriose, em
determinadas situacGes pode ter caréncia de magnésio e em caso de stress hibrido excessivo
pode sofrer escalddo. E uma casta com elevado valor enolégico, considerada casta-piloto em
zonas quentes. O vinho, em que esteja presente esta casta, é pouco sensivel a oxida¢do e tem
uma capacidade de envelhecimento muito elevada, principalmente em envelhecimento em
madeira. Por possuir uma grande complexidade aromatica, estrutura e a sua qualidade dos
compostos fendlicos é uma casta com grande aptiddo para produzir vinhos monovarietais
(Magalh3es, 2015; Vine to Wine Circle, 2017). E considerada uma variedade-chave em vinhos

especiais, nomeadamente em Vinhos do Porto (Zarrouk et al., 2016).
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2.3. VINHO

O vinho é um produto que resulta da atividade de varios microrganismos no mosto de
uva (Drozdz et al., 2013; Océn et al., 2013). Aos olhos da legislacdo, é o produto resultante da
fermentacdo alcodlica, total ou parcial, de uvas frescas ou do seu mosto, produzido segundo
0s processos tecnoldgicos admitidos por lei (Artigo n°2 do Decreto-Lei n° 35846/46 de
02/09/1946). Em termos bioquimicos, é definido como bebida resultante da fermentagdo
alcodlica dos glucidos redutores do sumo de uva pelas leveduras, e nalguns casos pelas
bactérias lacticas (Maturano et al., 2012).

A qualidade do vinho é o resultado de muitos fatores, dos quais fazem parte a casta da
uva, as condi¢bes edafo-climaticas, os sistemas de condugdo e as técnicas enoldgicas utilizadas
(Sturm et al., 2006). O produto resulta de um conjunto de reacdes bioquimicas, que come¢am
desde cedo na vinha, com o amadurecimento do bago, prolongando-se até ao periodo de
colheita, continuando durante a fermentagdo alcodlica e estendem-se até ao engarrafamento

(Romano et al., 2003).

2.3.1. Tipos DE VINHO

Em Portugal, conforme mostra a Figura 10, produzem-se vinhos comuns e vinhos
especiais. Os primeiros resultam da fermentacdo alcodlica dos mostos de uva. Os segundos

abrangem uma série de subtipos:

o Licorosos: possuem um teor alcodlico superior aos vinhos comuns, onde a sua
fermentacgao alcodlica foi interrompida pela adigdo de aguardente vinica ou alcool
vinico;

o Doces de Mesa: vinhos com um teor alcodlico maximo de 14% (v/v) os quais
apresentam um teor de glicidos bastante elevado;

o Espumantes Naturais: vinhos efervescéncia resulta de uma segunda refermentagdo
em garrafa ou em recipiente fechado;

o Espumosos gaseificados: a efervescéncia é induzida pela introdugdo de gas

carbdnico puro.

——
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Figura 10- Tipos de vinhos existentes em Portugal (Adaptado do Artigo n°2 do Decreto-Lei n° 35846/46 de
02/09/1946)

2.3.2. GLICOLISE E FERMENTACAO ALCOOLICA

A transformacdo do mosto resultante das uvas em vinho envolve dois processos, a
glicdlise e a fermentacdo alcodlica. O primeiro é um processo metabdlico, que envolve uma
série de reacGes bioquimicas que catabolizam as hexoses (glucose e frutose), formando
piruvato e libertando energia na forma de ATP (Barnett, 2003). Ocorre, também durante este
processo, formacado de glicerol. Concluido este processo, em condi¢cdes anaerdbias, o piruvato
é canalizado para a via fermentativa, que vai levar a sintese de etanol e CO,, processo
designado por fermentacdo alcodlica. Nesta fase ocorre também producdo de acido lactico e
acético, mas em quantidades bastante reduzidas. Na figura 11 apresenta um esquema geral da

via glicolitica, seguida da fermentag¢ado alcodlica.
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Figura 11- Esquema da glicdlise e da fermentagdo alcodlica. Nota: cada passo dentro do tracejado ocorre duas vezes
por cada mole de glucose (Wansbrough, 2000)

Ao mesmo tempo que este processo ocorre, paralelemente existe também uma série
de outros processos bioquimicos e fisico-quimicos, o que torna possivel a transformacgao do
sumo de uva em vinho. Na Figura 12 podemos observar os principais subprodutos que
resultam da fermentacdo alcodlica e que conferem uma série de carateristicas sensoriais ao
vinho. Para além do etanol outros compostos sdo produzidos ao longo desta via, tal como
alcoois superiores, ésteres, glicerol, acido sucinico, diacetilo, entre outros. Ao mesmo tempo
alguns compostos presentes no mosto de uva sdo também metabolizados pelas leveduras. Se
ndo ocorresse a producdo destas substancias, o vinho seria uma bebida sem interesse

organolético (Moreno-Arribas & Carmen Polo, 2009).
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Figura 12- Sintese de metabolitos secundarios longo da fermentagdo alcodlica(Adaptado de Moreno-Arribas &

2.3.3.

Carmen Polo, 2009)

ComPosICAO QUIMICA

O vinho é maioritariamente composto por dgua e tem na sua constituicdo uma série de

compostos nomeadamente etanol, glicerol, dlcoois superiores, d4cidos organicos,

polissacaridos, diacetilo, ésteres, aldeidos, compostos fendlicos, compostos azotados,

vitaminas, e minerais(Ozturk & Anli, 2014; Unkee, 2016; Genc et al., 2017). A sua composicdo

pode variar devido a inumeras condicionantes, tais como as variedades da uva, condicGes

edafo-climaticas, transporte, e tecnologias de vinificacdo(Villamor, 2012; Roullier-Gall et al.,

2014).
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O etanol juntamente com a 4gua e o glicerol sdo os componentes maioritarios do
vinho. Os principais acidos organicos encontrados sdo o D-tartarico, L-malico e L-citrico, que
sdo responsaveis pela acidez fixa de um vinho, contudo o acido tartarico existe geralmente em
maior quantidade (Villamor, 2012; Roullier-Gall et al., 2014). O 4cido acético é o principal
componente da acidez volatil do vinho (Ribéareu-Gayon et al., 2006). Os compostos fendlicos
assumem fundamental importancia nas caracteristicas dos vinhos (Cabrita et al., 1999). Sao
responsaveis pela cor, corpo e adstringéncia dos vinhos e sdo os grandes responsaveis pelas
diferengas entre vinhos tintos e brancos ou pela presenca ou auséncia de antocianinas. Sao
encontrados maioritariamente na pelicula das uvas, mas também nas grainhas (taninos). Os
alcoois superiores, aldeidos e ésteres sao responsaveis pelos aromas que um vinho contém
(Rapp, 1991). O aroma do vinho pode ser dividido em 3 grupos: primarios, os quais sdo
provenientes das uvas e das operacdes de extracdo do mosto, os aromas secundarios,
originados pela acdo das leveduras e bactérias durante a fermentacao alcodlica e malolatica e
os aromas terciarios, os quais resultam do processo de envelhecimento em barrica e/ou

garrafa através de reacgGes fisico-quimicas e enzimaticas (Lambrechts & Pretorius, 2000).

2.4. MICRORGANISMOS NO VINHO

Os microrganismos tém capacidade para sobreviver nas mais variadas condicbes
ambientais. S3o essenciais e responsaveis por inumeros papéis nas mais variadas areas: em
processos fermentativos, ao nivel digestivo (ajudam na digestdo de frutos e vegetais), na saude
(sintese de vitaminas), no solo (producdo de matéria organica) entre outras (Fsis, 2012).
Contudo, a sua presenga também pode ter impacto negativo, uma vez que s3o responsdveis
por inumeras doengas que afetam humanos, animais e plantas. A nivel alimentar, alguns sdo
benéficos, porém outros tém efeito negativo, causando alteragbes prejudiciais na qualidade
dos produtos (Huang, 2017). Os principais microrganismos encontrados em vinhos sdo
leveduras, fungos filamentosos e bactérias.

Os microrganismos desempenham um papel muito importante a nivel enoldgico,
nomeadamente as leveduras e as bactérias (Hutkins, 2008). As leveduras presentes, tanto na
vinha como no vinho, integram uma comunidade microbiana, que promove alteracao no sabor
e aroma do produto final (Avbelj et al., 2016).

O inicio da fermentagdo alcodlica nos processos de vinificagdo é levado a cabo por
leveduras ndo-Saccharomyces (Andorra et al., 2011), que sdo posteriormente sucedidas por

leveduras do género Saccharomyces que vdao dominar o meio, quando as concentragdes de
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etanol se tornam mais. Contudo tem um papel muito importante, uma vez que 0s seus
metabolitos, libertados para o meio contribuem para a complexidade do vinho (Mateo &
Maicas, 2016). Num mosto obtido de uvas sds e maduras, esmagadas assepticamente, a
populagdo microbiana corresponde a cerca de 103-105 UFC/mL e os microrganismos
dominantes sdo espécies de leveduras ndao Saccharomyces particularmente as dos géneros
Hanseniaspora/Kloeckera e Candida. Em menor nimero, aparecem também espécies dos
géneros Metschnikowia, Pichia, Cryptococcus, Debaromyces, Issatchenkia, Kluyveromyces e
Rhodotorula (Fleet, 2003).

Na Figura 13 estdo representadas esquematicamente alguns géneros e espécies de

leveduras presentes na microflora enoldgica.
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Figura 13-Exemplo de leveduras presentes em mostos e vinhos (Joshi et al., 2016)

Existem leveduras mais relacionadas com a complexidade aromatica dos vinhos, as
leveduras apiculadas, ou com a fermentagdo alcodlica, como Saccharomyces cerevisiae,
enquanto que outras sdo indesejaveis porque levam a processos de deterioragao deterioragao
(Joshi et al., 2016), como as leveduras do género Dekkera/Brettanomyces, sintetizam 4-
etilfenol e 4-etilguaicol que sa responsaveis por conferir um sabor desagradavel no vinho
(Chatonnet et al., 1992) ou dos géneros Kluyveromyces, Torulospora, Schizosaccharomyces,
Saccharomycodes e Zygosaccharomyces que podem também estar presentes durante a

fermentacdo ou durante o envelhecimento do vinho (Romano et al., 2003).
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" Outro grupo importante de microrganismos no ecossistema dos vinhos s3ao as
bactérias (Bartowsky, 2009; Longin et al., 2017). A sua influéncia na reduc¢do da acidez ocorre
através da fermenta¢do maloldatica, que consiste na conversdo do dcido malico em acido latico
e CO,. Este processo vai conferir maior estabilizacdo microbioldgica nos vinhos e melhora a
complexidade organolética do produto (Garcia-Ruiz et al., 2015; Gammacurta et al., 2018).
Esta fermentacdo é levada a cabo por bactérias lacticas tais como Oenococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc e Weissella, contudo a espécie Oenococcus oeni é apontada como a
principal responsdvel (Garcia-Ruiz et al., 2014; Cappello et al., 2017) pela fermentacdo
malolatica em vinhos tintos.

Estes microrganismos, se crescerem de forma ndo controlada, podem levar a producdo de
aromas desagradaveis e/ou aminas biogénicas (Smit et al.,, 2012; Garcia-Ruiz et al., 2015).
Existem, também bactérias acéticas, as quais estdo relacionadas com os processos de
degradac¢do do vinho uma vez que produzem acido acético excessivamente, principalmente as
bactérias Acetobacter spp., Gluconobacter spp. e Gluconacetobacter spp., pelo que a sua
presenga nos vinhos deve ser controlada de forma severa (Guillamén & Mas, 2011). Na Figura

14 é possivel observar algumas espécies de bactérias acéticas.

Figura 14- Exemplo de leveduras acéticas. A- Acetobacter aceti; B- Gluconobacter oxydans; C- Gluconacetobacter
liqguefaciens (UCDAVIS- Viticulture and Enology, 2017)

Com efeito a produgdo de vinho é um processo que envolve uma dinamica de comunidades
microbianas complexa onde o papel dos microrganismos envolvidos estd diretamente ligado a

qualidade do produto final.

2.5. IMOBILIZACAO CELULAR

Uma das alternativas aos sistemas de culturas de células livres consiste no uso de
sistemas com microrganismos imobilizados, que sdo cada vez mais utilizados na drea da

biotecnologia devido as vantagens que apresentam, nomeadamente na redugdo de nimero de
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operagdes unitarias nos processos finais de recuperacdo de produto e na possibilidade de
reutilizacdo (Champagne et al., 1992; Chen et al., 2015; lurciuc (Tincu) et al., 2016, 2017; Zhao
etal., 2016; Mohd Azhar et al., 2017).

As células imobilizadas estdo retidas, confinadas, num determinado espaco fisico
(Nussinovitch et al., 1994), o que confere aos sistemas de imobilizacdo celular, vantagens
tecnoldgicas e econdmicas relativamente aos processos tradicionais. Permite o aumento da
eficacia dos processos devido a elevada concentracdo de células que se podem utilizar
(Ogbonna et al., 1997; Covizzi et al., 2007), e confere protecdo as células relativamente a
substancias toxicas (Vilela et al., 2013). A Tabela 3 sistematiza algumas das Vantagens e

desvantagens dos sistemas de imobilizagao celular.

Tabela 3- Vantagens e desvantagens dos sistemas de imobilizagdo celular(Shuler & Kargi, 2002; Brena et al., 2013;
Elakkiya et al., 2016).

Vantagens Desvantagens

e Elevada concentragdao celular que
resulta num aumento de

. e LimitagGes difusionais a
produtividade A
o L transferéncia de massa de produtos
e Possibilidade de reutilizacio da
) e substratos
biomassa . ~ L\
. 5 e Limitagdes das fungdes metabdlicas
e Facilidade de recuperagio das , L .
. . e Possivel diminuicdo da viabilidade
células e reutilizagao do

. . celular devido a matriz de
biocatalisador

e Aumento do periodo de tempo de
atividade e estabilidade do
biocatalisador

imobilizagao

e Diminuicdo da atividade -catalitica
durante a etapa de imobilizacao

e QOcorréncia de libertacdo de células
para o exterior dependendo da
matriz utilizada

e Melhor capacidade de adaptacao
ao meio

e Menor risco de contaminagao
microbioldgica devido a elevada
concentragao de células

e Difusao de metabolitos secundarios

Existem varios modos para a imobilizagdo de microrganismos, nomeadamente a
ligacdo em suporte sélido e o aprisionamento em matriz polimérica (A. Abdelmajeed, 2012;
Elakkiya et al., 2016; lurciuc (Tincu) et al., 2016).
A ligacdo em suporte solido pode ser realizada de forma espontdnea ocorrendo adsor¢do
fisica, ou de forma artificial através de ligagdo idnica e/ou covalente com o auxilio de agentes
ligantes, obtendo-se a imobilizacdo das células na superficie destes suportes(Akin, 1987), que

poderdo ser sintéticos ou naturais.
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Relativamente ao aprisionamento em matriz polimérica, o método baseado na inclusdo
artificial das células numa malha rigida ou semirrigida que impede que estas se difundam no
meio. Este é o mecanismo mais utilizado ao nivel da imobilizacdo celular (Alessandrello et al.,
2017), que consiste na mistura das células microbianas com um composto polimérico com
carga negativa (Ex: alginato), sendo esta mistura adicionada numa solucdo com ides Ca%, o
que promove a formacdo de um gel consistente e insolivel, o qual imobiliza os
microrganismos.

A imobilizacdo pode ainda ser feita por contencdo em membranas, neste caso, as

células podem ser colocadas em microcdpsulas, em membranas filtrantes ou na superficie de
dois liquidos imisciveis. Este método tem por base a limitacdo das células entre duas
membranas que possuem permeabilidade entre si (Kargupta et al., 1998).
A floculagdo também pode ser utilizada na imobilizagdo de células. Consiste na formagao de
agregados celulares em suspensdo, associada uma rdpida sedimentagdo (Woodward, 1988), a
qual pode ser natural ou induzida por agentes floculantes ou ligantes. E uma técnica bastante
utilizada na industria da cerveja, uma vez que a floculagao das células de Saccharomyces
cerevisige afeta de forma positiva o tempo de fermentacdo devido a supressdo do periodo de
laténcia destas, o que facilita a remocgao das células, contribuindo para a qualidade do produto
final (Covizzi et al., 2007)

Na Figura 15 estdo ilustrados os métodos de imobilizacdo mais utilizados para células

microbianas.

Métodos de imobilizagao

[

Natural (Auto
agregagdo)

_jMicroencapsuIa;Ed
l interfacial

| Artificial (ligagdo
cruzada)

Contengao entre
membranas |

Figura 15- Métodos de imobilizagdo celular (Adaptado de Covizzi et al., 2007)
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3.1. INTRODUGAO

A identificacdo e classificacdo dos microrganismos desempenham funcgdes relevantes a
nivel industrial, agricola e na ecologia microbiana (Shahnewaj et al., 2013). Os métodos usados
na discriminacdo de géneros, espécies e estirpes de microrganismos baseiam-se em
carateristicas morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicos e em técnicas moleculares que detetam
polimorfismos ao nivel dos acidos nucleicos, ou varia¢do alélica ao nivel de enzimas ou por
andlise de alguns genes, utilizados especialmente na caracterizagdo de comunidades
microbianas (Dahll6f, 2002; Alves et al., 2003; Foschino et al., 2004).

Alguns estudos referem que a maioria das espécies de leveduras podem ser
identificadas a partir de divergéncia nas sequéncias do dominio D1/D2. Estudos sobre mais de
500 espécies de leveduras Ascomycetes mostraram que estirpes coespecificas normalmente
apresentam menos de 1% de substituicdes nucleotidicas neste dominio, e diferentes espécies
bioldgicas sdo separadas por mais do que este nimero de substituices (Kurtzman & Robnett,
1991). O dominio D1/D2 é um dominio de 600 nucledtidos na extremidade 5’ da subunidade
26S do rDNA (Figura 16). Os primers NL-1/NL-4 sdo a escolha de grande parte dos
investigadores que trabalham com leveduras na industria alimentar, permitindo uma

identificacdo eficiente das espécies (Nwaiwu, 2016).

rDNA Repeat (9.1 kb)

ITS1 ITS2
58 — 188 5.88 26S
- 2\
" | _ — | |
promoter terminator
NL 1
LF!OH
_m NL-4
— g
D1/D2 Region

Figura 16- Regido D1/D2 do gene do RNA ribossémico da subunidade 26S (Jarvis et al., 2014)
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Para o isolamento dos microrganismos utilizaram-se amostras de mostos de diferentes
castas (Cabernet Sauvignon, Touriga Nacional, e blend de Antdo Vaz e Siria) em vdrias fases:
mosto ndo fermentado, parcialmente fermentado e totalmente fermentado.

As amostras (100 plL) de mostos foram aplicadas recorrendo a técnica do
espalhamento em placas de Petri contendo quatro meios de cultura diferentes YPD, MEA, NA e
CRB (Tabelas 15-18, Anexo 1), tendo sido os ensaios efetuados em duplicado. Apds 24h
incubacdo a 30°C para o caso dos ensaios em meio YPD e NA e 27°C para os ensaios em meio
MEA e CRB, procedeu-se a contagem das coldnias nas placas com os diversos meios, com

objetivo de calcular o nimero de unidades formadoras de coldnias.

3.2.2. OBTENCAO DE CULTURAS PURAS E CARATERIZACAO MORFOLOGICA

As coldénias obtidas apds isolamento nos diferentes meios de cultura que
apresentaram carateristicas morfoldgicas diferentes foram repicadas para novas placas com
meio YPD. Todos os microrganismos diferentes foram repicados varias vezes até a obtencao de
culturas puras.

A identificagdo dos isolados microbianos foi efetuado com base na observagao das
carateristicas macroscdpicas e microscopicas, tais como textura e coloracdo das coldnias,
morfologia das hifas e estruturas reprodutoras. As preparagdes efetuadas para os isolados de
leveduras foram coradas com azul de metileno e foram observados com objetiva de 100x em
microscopico 6tico (Motic BA40010E). As imagens foram adquiridas em camara fotografica

(MoticCamPRO 282B).

3.2.3. HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE

Recorreu- se ao protocolo adaptado de (Gonzalez-Pérez et al., 2017) para aplicar a
técnica referida as amostras:

Teste da autofluorescéncia das amostras

De modo a avaliar a autofluorescéncia das amostras em cada fase do processo de
vinificacdo, foram colocadas aliquotas em laminas de microscépio e estas foram analisadas
através de microscopia de epifluorescéncia com varios filtros. O microscépio utilizado foi um
microscopio biolégico BA410E Motic equipado com uma unidade de alimentacdo (MOTIC

MXH-100) com um equipamento de Episcopisa de Fluorescéncia (EF-UPR-III). As observagdes
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,

foram realizadas com um filtro de fluorescéncia TRITC —set Motic TRITC (Rhodamine)/DII/Cy3:
excitacdo D540/25x%, espelho dicroico 565DCLP, emissdo D605/55m. FITC/6-FAM (excitacdo
D480/30x, espelho dicroico 505DCLP, emissdo D535/40m).

Fixacdo celular

As amostras foram centrifugadas, descartou-se o sobrenadante de cada um dos tubos
falcon, adicionaram-se 25 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline — 130mM NaCl, 8 mM
NaH2P04, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2) e ressuspenderam-se as células. Centrifugou-
se de novo nas mesmas condi¢cbes e descartou-se novamente o sobrenadante. Depois da
lavagem, as células foram fixadas com 25 mL de etanol absoluto durante 1 h a temperatura
ambiente. Por ultimo, as células foram lavadas com PBS e preservadas a -20°C em EtOH:PBS

50:50 (v/v).

Hibridacdo

Uma vez descongeladas, procedeu-se a centrifugacdo das células, de seguida
descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado com 25 mL de PBS. Foram
realizados trés ensaios independentes em triplicado com cada uma das amostras: sem adicao
de sonda (branco), com adi¢cdo da sonda especifica para eucariotas (EUK516-6-FAM) e para
bactérias (EUB338-Cy3). De modo a preparar cada uma das amostras, em microtubos de 1,5
mL foi adicionado, para cada ensaio, 1 mL da suspensdo celular, o tampao de hibrida¢do (80,0
pUL) e o volume correspondente da solugdo stock das sondas em estudo (1,0 pL). A
concentracdo das solugBes stock das sondas foi 120 ng/uL. As sondas utilizadas foram sondas
universais comerciais formadas por primers universais ligados a diferentes fluorocromos:
EUB338-Cy3, (5'Cy3-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3") para bactérias e EUK516-6-FAM (5’ 6-FAM-
ACCAGACTTGCCCTCC-3") para eucariotas, respetivamente.

As células foram incubadas a 46°C durante 2 h em banho-maria.

Lavagem

Apds centrifugar as amostras e descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 100
puL de HB previamente aquecido. As amostras foram incubadas a 46°C durante 30 min em

banho-maria. Centrifugaram-se as amostras e foram adicionados 500 pL de PBS.

Detecdo e andlise
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A andlise mediante microscopia de epifluorescéncia foi realizada utilizando o mesmo

microscopio e filtros descritos anteriormente.

As centrifugacdes foram sempre realizadas sob as mesmas condi¢des: 13000 rpm

durante 15 min.

3.2.4. EXTRACAO DE DNA

As leveduras foram previamente repicadas para novas rampas com meio YPD e
incubadas a 30°C durante 48h. Para além das estirpes isoladas nas amostras de mostos,
utilizou-se ainda uma estirpe pertencente a colecdo de leveduras do laboratdrio de
Biotecnologia (estirpe de leveduras catalogada como o nimero 396). A extracdo do DNA das
leveduras seguiu um processo de extracdo previamente otimizado baseado na extracdo de
DNA de amostras naturais (Rinta-Kanto et al., 2005). As células (aproximadamente 10 mg de
amostra) foram ressuspendidas em 200 pL de tampao TE (Tris - 10 mM, EDTA - 1 mM, pH 8),
com a adicdo de 30 pL de lisozima na concentracdo de 2 mg/mL e agitacdo suave no vortex
com posterior incubac¢do a 37°C durante 40 min.

Seguidamente, foram adicionados 30 uL de a-quimiotripsina com concentracdo de 4
mg/mL em 10% SDS, com agitagdo e incubagdo a 50°C durante 60 min. Foram adicionados 200
uL da solugdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporgdo de 25:24:1, em volume igual
ao da fase aquosa, com suave agitacdo e posterior centrifugacdo a 1000 rpm durante 1 min. A
fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para um novo microtubo (medindo-se o volume
retirado), tendo-se de seguida adicionado 1 volume da mistura cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1), com suave agitacdo e centrifugacdo nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi
novamente recolhido e medido e foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto
(aproximadamente 400 pL) e 0,3 volumes de tampao acetato de sddio 3 M (aproximadamente
60 pL). Os microtubos foram entdo colocados a -20°C overnight de forma a promover a
precipitagdo do DNA. Posteriormente foi efetuada uma centrifugacao a 11900g durante 25
min. Novamente o sobrenadante foi descartado e o DNA seco ao ar, em camara de fluxo
laminar. O mesmo foi entdo ressuspendido com 100 pL de TE estéril e armazenado a -20°C até

posterior analise (Rinta-Kanto et al., 2005; Alcoba-flérez et al., 2007; Salvador et al., 2014).

3.2.5. QUANTIFICACAO DE DNA POR ESPETROMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR

O DNA extraido foi quantificado por espectrometria de absor¢do molecular num

espectrofotdmetro Thermo Scientific uDrop Plate MultiScan Go acoplada a um software
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SkanTY for MultiScan 3.2, onde foram aplicados 2 pL de cada amostra de DNA e uma amostra
de tampao TE que foi utilizado como branco, efetuando-se leituras de absorvancias a 230, 260
e 280 nm. A concentracdo de DNA foi calculada pela expressao:

[DNA] (ug/mL) = Abs260nm x 50 pg/mL/cm x (10/0,51) cm,
Sendo 50 pg/mL/cm o inverso do coeficiente de absortividade molar para DNA de cadeia dupla
e 10/0,51 cm o inverso do percurso Oético caracteristico do equipamento. Foram ainda

calculadas as razdes que nos indicam o grau de pureza das amostras:

Ab5260 Ab5260
Aszgo Ab5230

3.2.6. AMPLIFICACAO DO DNA DAS ESTIRPES DE LEVEDURAS NO DomiNIo D1/D-

As amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de polymerase chain reaction
(PCR), no qual se utilizou um conjunto de primers (NL-1/NL-4) que codificam o dominio D1/D2
da regido 26S rRNA (Nwaiwu, 2016), observado na figura 14.

Foram preparadas misturas reacionais para a amplificacdo do DNA com a seguinte
composicdo: 2,5 puL de tampdo de reagdo (10X) + MgCl, (25 mM), 2,5 uL de dNTPs (2 mM), 0,1
uL de cada primer, forward NL-1 (GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG, 10 uM) e reverse NL-4
(GGT CCG TGT TTC AAG ACG G, 10 uM) e 0,2 uL de Taqg DNA polimerase (1U), 1 uL de DNA das
amostras (100 ng), para um volume final de 25 pL de H,0 livre de RNase. Foi preparado um
microtubo substituindo-se o DNA por 1 pL de H,0, sendo utilizado como controlo negativo. Foi
efetuado um spin das amostras e posteriormente colocadas no termociclador MJ Mini Bio-Rad,
com o programa de amplificacdo de PCR, de acordo com o seguinte procedimento (Rinta-
Kanto et al., 2005; Alcoba-flérez et al., 2007; Siti Hajar et al., 2012):

e Desnaturacdo: 1 ciclo de 2 min a 94°C

e 36 ciclos com a seguinte estrutura:
Desnaturacao: 30s a 94°C
Annealing: 2 min a 52°C
Extensdo: 2 min a 72°C

e Finalizar com:
Extensdo: 1 ciclo de 7 mina 72°C

As amostras foram guardadas a 4°C até posterior andlise.

3.2.7. ANALISE DOS PRODUTOS DE PCR POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A andlise dos produtos de PCR foi efetuada por eletroforese em gel de agarose a 1%,
que permite confirmar a amplificacdo, integridade do DNA bem como a presenca de

contaminantes.
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Foi preparado um gel de agarose a 1% em solugao TBE 0,5x, ao qual se adicionou 5 plL
de GreenSafe Premium (MB13201, NZYTech), deixando polimerizar durante 15 min a
temperatura ambiente. O gel foi colocado na tina da eletroforese, que continha o tampao TBE
0,5x. As amostras foram aplicadas em cada pog¢o do gel, aplicando um volume de 6 uL de
amostra com 2 plL de Loading buffer 6x (15081, NZYTech) e o marcador de DNA NZYDNA
Ladder V (0,5 pg.uL, MB06101 NZYTech) foi aplicado no primeiro po¢o do gel com o corante
Loading buffer 1x, nos volumes de 2 uL e 6 pL respetivamente. Procedeu-se a separagao
eletroforética aplicando uma diferenca de potencial de 90 V e posteriormente a revelacdo das
bandas numa camara de Ultravioleta (Molecular Imager, Gel Doc - XR+ Imaging System, Bio-
Rad), tendo sido a analise dos resultados obtidos efetuada com o auxilio do software Image
Lab 5.0 (Copyright 2013, Bio-Rad Laboratories) (Alcoba-florez et al., 2007; Caldeira et al., 2009;
Siti Hajar et al., 2012; Salvador et al., 2014).

3.2.8. QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR POR FLUORIMETRIA

Os produtos de PCR foram quantificados por espetrofluorimetria com o auxilio do
equipamento Quantus Fluorometer (E6150, Promega). Utilizou-se o kit para quantificacdo de
DNA, QuantiFluor One dsDNA (E487, Promega).

As amostras foram preparadas com 199 pL QuantiFluor One dsDNA e 1 uL de amostra
e incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente no escuro. A concentracdo das

amostras foi determinada por calibragdo com Lambda DNA (Bustin et al., 2010).

3.2.9. SEQUENCIACAO DAS AMOSTRAS DE DNA

Os produtos de PCR foram sequenciados (servigo externo) por eletroforese capilar com
o sequenciador ABI PRISM 3730 x| (Applied Biosystems) usando o Kit BDT v1.1 (Applied
Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas e alinhadas com as sequéncias depositadas no
GenBank (NCBI) para andlise de homologia através do motor de busca BLAST.

A construgdo de dendogramas efetuou-se através do software MEGA (Versao 7.0.25),

pelo método de agrupamento Neighbor-Joining.

3.2.10. M13 - PCR FINGERPRINTING DE LEVEDURAS

O DNA das amostras das leveduras foi amplificado por PCR com a utilizagao do primer

M13 (5' - GAG GGT GGC GGT TCT - 3').
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Foram preparadas misturas reacionais para a amplificacdo do DNA com a seguinte
composicdo: 2,5 pL de tampao de reacdo (10X) + MgCl, (25 mM), 2,5 puL de dNTPs (2 mM), O e
0,2 uL de Tag DNA polimerase (1U), 1 pL de DNA das amostras (100 ng), e de 1 uL do primer
M13, na concentracdo de 50 mM, para um volume final de 25 uL da mistura reacional
(Salvador et al., 2014). Neste ensaio foram utilizados 40 ciclos:

e Desnaturacgado: 1 ciclo de 5 mina 9°C
e Ampliagdo: 40 ciclos com a seguinte estrutura:
o Desnaturagdo: 1 mina 94°C
o Annealing: 1 min a 50°C
o Extensdo:2 mina72°C
e Finalizar com:
o Extensdo: 1 ciclo de 6 mina 72°C

As amostras de produto de PCR foram guardadas a 4°C até a realizacdo da eletroforese em
gel, onde os produtos foram separados de acordo com o descrito no ponto 3.2.6. Para as
analises de M13 - PCR, os dendrogramas foram gerados pelo método de agrupamento nao
ponderado de pares com média aritmética (UPGMA - unweighted pair group method with
arithmetic average), através da aplicacdo do coeficiente de similaridade de Dice, utilizando o

software BioNumerics® versio 7.6 (APPLIED MATHS: A BIOMERIEUX COMPANY).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. DINAMICA POPULACIONAL DO PROCESSO ENOLOGICO

Com intuito de compreender a carga microbiana presente nas amostras de mostos em
estudo em diferentes fases da fermentagdo, efetuou-se a determinagdo do numero de
colénias cultivaveis em cada amostra. Os valores de unidades formadoras de coldnia obtidos

estdo sistematizados na Tabela 4.

Tabela 4- Contagem das colénias microbianas nas amostras em estudo

Colénias (UFC/mL)
Antdo Vaz e Siria  Cabernet Sauvignon | Touriga Nacional

Mosto 2,82 x 10* 1,80 x 10° 2,43 x 10?
Mosto parcialmente fermentado 5,50 x 103 2,30 x 10* 1,02 x 107
Final da fermentacéo 3,88 x 10° 6,38 x 10° 1,24 x 10°

Os resultados mostram que o mosto composto pelas castas brancas (Antdo Vaz e Siria)
possui maior carga microbiana relativamente ao mosto das castas tintas, sendo o mosto de

Touriga Nacional o que possui o menor valor de unidades formadores de coldnias.
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Nos ensaios efetuados com as amostras de mosto das castas brancas em fermentacao,
observou-se um valor bastante mais baixo de carga microbiana, o qual pode ser explicado pelo
fato destes mostos terem sido clarificados antes da etapa da fermentagdo, levando a uma
grande remocdo da carga microbiana em suspensdo, bem como a nutrientes essenciais ao
desenvolvimento celular (Ferrando et al., 1998). Em relagdo aos ensaios com amostras de
castas tintas em fermentacdo, ambas apresentaram um valor mais elevado relativamente as
amostras de mosto, mostrando que durante a fermentacdo alcodlica também ocorre divisao
celular, e no caso da vinificacdo de tintos ndo houve processo de clarificagdo antes da
fermentacdo (Hutkins, 2008).

Relativamente aos ensaios efetuados com as amostras no final da fermentacao, as
provenientes da casta Cabernet Sauvignon apresentaram maior valor de unidades formadoras
de coldnias, sendo o vinho proveniente da casta Touriga Nacional as que apresentaram valores
mais baixos.

As amostras das diferentes castas em estudo apresentaram diferencas em termos de
diversidade e carga microbiana ao longo das diferentes fases do processo de vinificacdo. As

principais observaram-se nas amostras de Antdo Vaz e Siria.

A evolucdo da populagcdo microbiana resulta numa sucessao de processos enzimaticos
que contribuem, positivamente e negativamente, para a complexidade e diversidade
aromatica do vinho e podem chegar a danificar o produto final. No presente trabalho,
pretende-se estudar a potencial aplicagdo da técnica FISH no estudo da dinamica das
populagdes microbianas (leveduras e bactérias) nas diferentes fases da produgdo de vinho,

com vista a uma possivel monitorizagdo do processo. Para este efeito, pretende-se:

e Estudar a autofluorescéncia de amostras das diferentes fases de producdo do vinho
através de microscopia de epifluorescéncia.

e Investigar a aplicabilidade de um protocolo ja desenvolvido para dete¢do de leveduras
e bactérias através da técnica FISH para estudar a evolugdo das comunidades

microbianas em processos de vinificagdo.

A técnica de Hibridacdo In Situ Fluorescente (FISH) permite detetar e identificar, de
forma especifica, microrganismos numa amostra, sem necessidade de isolamento em cultura.
Esta técnica é amplamente utilizada na andlise clinica e tem sido adaptada ao estudo de

comunidades microbianas nas dreas ambientais e alimentares e na monitorizagdo de
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bioprocessos industriais mostrando bons resultados. A técnica é baseada no uso de sondas
RNA-FISH, que sdo constituidas por oligonucledtidos sintéticos ligados a um ou mais
marcadores fluorescentes que hibridam com uma regido especifica do RNA do microrganismo
alvo, tornando assim, as células fluorescentes sob a luz adequada (Moter & Gobel, 2000;
Amann et al., 2001; Vieira et al., 2016). Uma das principais vantagens que apresenta é que
permite detetar/identificar os microrganismos desde o reino até a espécie, consoante as

sondas utilizadas.

Realizaram-se uma série de ensaios com sondas universais que permitem monitorizar a
presenca de leveduras e de bactérias, utilizando amostras recolhidas em diferentes fases do
processo de vinificagdo do vinho branco com as castas Antdo Vaz e Siria. Para investigar a
aplicabilidade da técnica FISH no estudo da dindmica das popula¢Ges de leveduras e bactérias
foi inicialmente estudada a autofluorescéncia das amostras em diferentes fases do processo de
vinificacdo (mosto inicial, mosto apds tratamento com SO,, fermentacdo e produto final) e
posteriormente foi aplicado o protocolo FISH descrito previamente. Os resultados da analise

mediante microscopia de epifluorescéncia (Tabela 5) permitiram observar:

i) Intensa autofluorescéncia do mosto inicial, devido provavelmente aos restos de
uva e componentes organicos, mascarando a dete¢do dos microrganismos nesta
fase.

ii) Auséncia de autofluorescéncia nas amostras associadas a fases que vao desde a

aplicacdo de diéxido de enxofre até a obtencdo do vinho.

Estes resultados mostraram que a técnica FISH podera vir a ser uma possivel alternativa para
a monitorizacdo dos processos de vinificagdo, com possibilidade de detecdo/identificacdo e
seguimento das populagdes microbianas utilizando sondas que sejam detetdveis através dos

filtros estudados 6-FAM e Cy3.

Capitulo 3
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Tabela 5- Fotografias da autofluorescéncia das amostras em diferentes fases do processo de vinificagdo observada
com o microscopio de epifluorescéncia nos filtros FITC e TRITC.

Filtro do microscopio epifluorescéncia
Filtro Cy3 Filtro 6-FAM

Mosto

Mosto tratado com SO,

Fermentacao

Produto final (vinho)

50 pm 50 ym

Considerando os resultados obtidos, foi aplicado o protocolo FISH para a detegao de leveduras
e bactérias em amostras na fase de fermentagdo e no vinho. Para cada ensaio obtiveram-se as
microfotografias correspondentes utilizando os filtros 6-FAM e Cy3 (Tabela 6). Os resultados
revelaram a presenca de uma grande concentragdo de leveduras e pequena concentracdo de
bactérias na amostra correspondente a fase de fermentacdo e auséncia dos microrganismos
no produto final (vinho). Embora seja ainda necessario completar estes resultados com outras
sondas especificas, estes dados evidenciam o potencial da técnica FISH para estudar a
dindmica de populagdes de bactérias e leveduras no processo de vinificacio e

consequentemente o seu potencial para monitorizar o processo.
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Tabela 6- Fotografias dos sinais fluorescentes obtidos apos a aplicagdo da técnica FISH em amostras em diferentes
fases do processo de vinificagdo observada com o microscépio de epifluorescéncia nos filtros FITC e TRITC.

Filtro do microscopio epifluorescéncia
Sonda Filtro Cy3 Filtro 6-FAM

EUK516-6-
FAM

Fermentagdo

EUB338-
CY3

EUK516-6-
FAM

Produto final
(vinho)

EUB338-
CY3

Durante os ensaios foi possivel constatar uma dinamica populacional das amostras das
diferentes castas, nas diferentes fases do processo de vinificagdo. A monitorizagao da evolugao
das populagdes podera ser feita ao longo do processo de vinificagdo por RNA-FISH.

Foram isolados diversos microrganismos pertencentes a flora microbiana destas
amostras enoldgicas, com o objetivo de estudar as suas potencialidades na produgdo de vinho
e de imobilizar os microrganismos de interesse. Os diferentes isolados foram selecionados de
acordo com as suas caracteristicas macroscépicas e microscopicas diferentes, tendo sido

efetuadas repicagens sucessivas de forma a obter culturas puras dessas coldnias.
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3.3.2. CARATERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Nas amostras em estudo isolaram-se dezasseis estirpes de leveduras diferentes. As
estirpes de leveduras foram isoladas a parir de amostras de mostos provenientes das castas
Touriga Nacional, Cabernet Sauvignon, Antdo Vaz e Roupeiro. A Tabela 7 apresenta alguns

aspetos morfoldgicos macroscdpicos e microscopicos desses isolados.
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Tabela 7- Carateristicas macroscépicas e microscopicas das estirpes de leveduras isoladas

Observagao Observagao Microscopica

Levedura L.
Macroscopica

Origem

Mosto de Touriga
Nacional

Mosto de Touriga

] )
Nacional

Mosto de Touriga

I .
Nacional

Mosto de Touriga

V1 .
Nacional

Mosto de Touriga

V2 Nacional sem SO,

Mosto de Touriga
Nacional; Mosto de
Cabernet Sauvignon

Vi

Vinho final de

V2 Cabernet Sauvignon

Mosto de Cabernet
Sauvignon; Mosto de
Touriga Nacional

\'l
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Tabela 7-(Continuagdo) Carateristicas macroscopicas e microscopicas das estirpes de leveduras isoladas

Microscépio (100x)

Observagoes

Mosto de Touriga Nacional

Mosto de Cabernet
Sauvignon

Mosto de Touriga Nacional

Mosto de Cabernet
Sauvignon

Vinho final de Touriga
Nacional.

Vinho final de Cabernet
Sauvignon.

Levedura Fotografia
b ‘
VIl .
IX i

S
x .
i C
§ e
" ‘
 om— -
Xiv — B \\!
+\\

Mosto de Antdo Vaz e
Roupeiro.

Vinho final de Antdo Vaz e
Roupeiro.
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A maior parte das estirpes isoladas provém das amostras de mosto da fase pré-
fermentativa (12 estirpes num total de 16 isolados). Destas 12 estirpes, 7 tém proveniéncia das
amostras sem adicdo de SO,, o que demonstra o efeito antissético deste composto (Toniolo et
al., 2010; Guerrero & Cantos-Villar, 2015; Giménez-Gémez et al., 2017).

No que toca ao crescimento das colénias, as estirpes de leveduras |, I, VI, VII, VIII, X,
XI, Xl e XIV apresentaram um crescimento mais rapido, observando-se crescimento celular ao
fim de 24 h de incubagdo enquanto para a estirpes de levedura a V3, IV,, V1, V3, IX e Xlll apenas
ao fim de 48 h se conseguem observar coldnias bem desenvolvidas.

Foi também possivel observar, por analise microscépica, que as estirpes de levedura |
tem células alongadas e grandes. As leveduras I, 1ll, V1, Vo, XI, XII, XIll, XIV apresentam células
esféricas a ovaladas. As leveduras IV, 1V, apresentam morfologia esférica com células de
dimensdes muito inferiores. As leveduras VI e X apresentam forma de bastonete. As leveduras
VII, VIl e IX apresentam células de morfologia apiculada, esférica a ovalada de menores

dimensoes.

3.3.3. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Com a finalidade de proceder a identificacdo e caracterizagdo molecular de todas as
estirpes de leveduras em estudo, foi efetuada, numa fase inicial a extracdo de DNA. Os
resultados relativamente as concentracées obtidas, tal como os respetivos graus de pureza das

amostras estdo apresentados na Tabela 21 (Anexo 2).

No sentido de efetuar a identificagdo das estirpes de leveduras isoladas as amostras de
DNA extraido foram amplificadas utilizando primers que codificaram o dominio D1/D2.

O resultado da amplificacdo do DNA (Figura 17), apresenta as bandas respetivas aos
fragmentos de DNA amplificado visualizados em camara de Ultravioleta e analisada através do
software Image Lab 5.0. Os picos apresentados correspondem as intensidades de fluorescéncia

detetada.
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Figura 17- Eletroforetograma obtido através de PCR, com amplificagdo do dominio D1/D2, correspondente as
amostras de DNA extraidas das estirpes de leveduras isoladas dos mostos de uva. M - Marcador de DNA (NZYDNA
Ladder V, NZYTech); 1 - controlo negativo; 2 - levedura I; 3 - levedura Il; 4 - levedura lll; 5 - levedura IVy; 6 - levedura
IVy; 7 - levedura Vi; 8 - levedura V3; 9 - levedura VI; 10 - levedura VII; 11 - levedura VIII; 12 - levedura IX; 13 -
levedura X; 14 - levedura XI; 15 - levedura XlII; 16 - levedura XIlIl; 17 - levedura XIV; 18 - 396. (A) corresponde as
réplicas A e (B) as réplicas B.

Estes eletroforetogramas apresentam bandas com cerca de 600 bp correspondentes a
amplificacdo das regides do Dominio D1/D2 do 26S referente as diferentes estirpes de
leveduras isoladas. Os produtos de PCR foram quantificados por espetrofluorimetria (Tabela
22, Anexo 2) e sequenciados. Apds comparagdo das sequéncias nucleotidicas obtidas para as
diferentes estirpes de leveduras isoladas, com as depositadas no GenBank, foi possivel
proceder a identificacdo ao nivel da espécie ou identificacdo ao nivel do género. Os resultados

obtidos para as diferentes estirpes isoladas estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8- Identificagdo das estripes isoladas apds sequenciagdo

:i sotli;ZE Identificagao Similaridade Ne (éiee:g:s:lt() do Referéncia
Is Pichia kudriavzevii 100% KU167717 (Rosu & Stefan, 2015)
llg Zygoascus meyerae 100% JF749214.1 (Barata et al., 2012)
A Torulaspora delbrueckii 100% EU020097.1 (Csoma & Sipiczki, 2008)
IVia Torulaspora delbrueckii 100% XR_002431971.1 (Gordon et al., 2011)
V2 -
87% EU884435.1 (Zzhao & Chen, 2008)
Via Saccharomyces sp.1 87% KY109363.1 (Vu et al., 2016)
87% KF810044.1 (Lu etal., 2014)
94% KX984147.1 (Yaniv et al., 2017)
Vaa Saccharomyces sp.2 93% EU884435.1 (Zhao & Chen, 2008)
93% KY109399.1 (Vuetal., 2016)
100% KY471391.1 (An“’Appzigrl‘f)‘ Deepak,
Vla Saccharomyces sp.3 100% KY109409.1 (Vu et al., 2016)
100% KY109220.1 (Vuetal., 2016)
99% KY107803.1 (Vuetal., 2016)
99% KCS70065.1 (Karunaka;%fcs)Gurusamy,
Vila Hanseniaspora sp.1 99% KY107811.1 (Vu et al., 2016)
99% KT922392.1 (Belda et al., 2016)
99% KY107795.1 (Vuetal., 2016)
99% KY107805.1 (Vuetal., 2016)
100% kva713011  (AnY App2|gr1178; Deepak,
100% KY816856.1 (Buckova et al., 2017)
Vilia Saccharomyces sp.4
100% KY109465.1 (Vuetal., 2016)
100%  NG_055028.1 (K“rtzmggéfc’b”ett’
99% KY107803.1 (Vuetal., 2016)
99% KC111446.1 (Eddouzi et al., 2013)
IXs Hanseniaspora sp.2
99% KY107811.1 (Vuetal., 2016)
99% KY107853.1 (Vuetal., 2016)
Xs Torulaspora delbrueckii 99% XR_002431972.1 (Gordon et al., 2011)
Xls | Saccharomyces cerevisiae 100% KY471391.1 (Anu-Appzigfif)t Deepak,
Xlle  Saccharomyces cerevisiae 100% KX380570.1 (Qiao, 2016)
Xillg :;Zif;g;?; Zi‘z 100% HM988694.1 (Guzzon et al., 2011)
XIVa Saccharomyces cerevisiae 100% CP011558.1 (Chanetal., 2012)
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No caso das estirpes de leveduras VIl e IX apenas foi possivel realizar a identificagdo ao
nivel do género. As estirpes Vi e V, apresentaram valores de homologia mais baixos, com
diferentes espécies do género Saccharomyces. Os restantes isolados foram classificados a
espécie.

A partir das sequéncias obtidas construiu-se a arvore filogenética que estd
representada na Figura 18, mostrando a relagdo de proximidade genética entre as estirpes de

leveduras isoladas.

Saccharomyces cerevisiae (Xl

Saccharomyces cerevisiae (XIV)
Saccharomyces cerevisiae (Xl)
Saccharomyces sp.4 (V)
Saccharomyces sp.3 (Vl)
Saccharomyces sp.1 (V1)
Saccharomyces sp.2 (V2)

Kluyveromyces marxianus (396)
Torulaspora delbrueckii (X)
Torulaspora delbrueckii (lIl)

Torulaspora delbrueckii {IV)

rzygnaacus meyerae (Il
Rhodotorula mucilaginosa (X1}

Pichia kudriavzevii (1)

IHanseniaspnra sp.1 (V)
Hanseniaspora sp.2(1¥)
—
0.050

Figura 18- Dendograma obtido por alinhamento das sequéncias genéticas paras as estirpes de leveduras com
amplificagdo do dominio D1/D2.

As leveduras identificadas como pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae (XI,
Xll e XIV) foram agrupadas no mesmo cluster das estirpes de Saccharomyces sp.4 e sp.3 (Vlll e
VI, respetivamente). A estirpes de Saccharomyces sp.1 e sp.2 (V1 e V) apresentam-se mais
proximas entre si, no entanto formam um subcluster com as restantes estirpes do mesmo
género. A estirpe identificada com Kluyveromyces marxianus surge um pouco mais afastada
filogeneticamente das estirpes de Saccharomyces. As leveduras do género Torulaspora (X, Ill e
IV1) apresentam-se agrupadas dentro do mesmo grupo, com 100% de homologia. As restantes

estirpes de leveduras apresentam-se mais distantes em relacdo ao género Saccharomyces,
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,

sendo Pichia kudriavzevii, Rhodotorula mucilaginosa e as estirpes do género Hanseniaspora as

mais afastadas filogeneticamente.

3.3.4. ANALISE DO DNA DE LEVEDURAS POR M 13-PCR FINGERPRINTING

De forma a proceder a caracterizacdao da proximidade das estirpes de leveduras em
estudo efetuou-se também uma abordagem com amplificagdgo do DNA por M13-PCR
fingerprinting.

A utilizacdo do primer M13 gerou diferentes perfis moleculares para as amostras de
DNA das estirpes de leveduras isoladas, estando o eletroforetograma resultante desta analise

apresentado na Figura 19.

M. 1.2 3:4.5:6 . .7228.9:10:11.12 1314 15 1617 18 ™

— E —

Figura 19- Eletroforetograma obtido através de M13 - PCR, correspondente as amostras de DNA extraidas das
estirpes de leveduras isoladas dos mostos. M, M' - marcador de DNA (NZYDNA Ladder VII, NZYTech); 1 - controlo
negativo; 2 - levedura I; 3 - levedura Il; 4 - levedura Ill; 5 - levedura IV1; 6 - levedura IVz; 7 - levedura V1, 8 - levedura
Vs, 9 - levedura VI; 10 - levedura VII; 11 - levedura VIII; 12 - levedura IX; 13 - levedura X; 14 - levedura Xl; 15 -
levedura XllI; 16 - levedura Xlll; 17 - levedura XIV; 18 - levedura 396.
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Os ensaios de M13-PCR produziram polimorfismos para todas as espécies diferentes
testadas, resultando em padrdes de bandas entre 1 - 11 que apresentaram uma variacao de
tamanho de 256,9 a 3000 bp. Com base na anadlise de perfis moleculares de M13-PCR foi
possivel obter perfis semelhantes para as amostras de leveduras isoladas na fase final do
processo fermentativo, as leveduras Xl, Xll e XIV, com 9 fragmentos de tamanho entre 300 a
2969,4 bp. O que corrobora os resultados da sequencia¢do, tendo sido identificadas como
Saccharomyces cerevisiae.

A amplificacdo do DNA gendmico das diferentes amostras por PCR com a utilizagao do
primer M13 permitiu a distincdo das estirpes leveduriformes isoladas.

A figura 20 mostra o dendograma obtido neste estudo e permitiu efetuar uma analise

de similaridade mais detalhada entre as diferentes estirpes de leveduras isoladas.
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[ Hanseniaspora sp. 2 IX a
- Hanseniaspora sp. 2 1Xs
[l Kluyveromyces marxianus 3964
- Kluyveromyces marxianus 3964
B Kluyveromyces marxianus 396 s
Saccharomyces sp. 2 Vaa
Saccharomyces sp. 2 Vaa
. Torulaspora delbrueckii Vi
. Torulaspora delbrueckii IVia
Yeast strain sp. 1 \
Yeast strain sp. 1 IV,a
[ saccharomyces cerevisiae  Xla
. Saccharomyces cerevisiae XIVa

[ saccharomyces cerevisiae  Xll
[ saccharomyces cerevisiae Xl
[ saccharomyces cerevisiae Xl

. Saccharomyces cerevisiae XIVa
. Saccharomyces cerevisiae ~ XIVs
[ Saccharomyces cerevisiae Xl
MmN [ saccharomyces cerevisiae X,
E ‘SRRl | 2 E - Zygoascus meyerae Ilg
[ oo «. £ - Zygoascus meyerae 1A
51| i - B Rhodotorula mucilaginosa Xl x
ol B Rhodotorula mucilaginosa Xl
- ___‘& 41 [ Torulaspora delbrueckii Xs
— 695] . L 2] i1 [ Torulaspora delbrueckii Xa
653 I F R [ Pichia kudriavzevi lo
| s20) w0i ) d [ Pichia kudriavzevii (A
= 33 3 [ Pichia kudriavzevii I
- g ‘ | 1 Saccharomyces sp. 4 Vil
_ 1 1 Saccharomyces sp. 4 Vil
e P 7 3 | Saccharomyces sp. 3 Vi,
Y . Saccharomyces sp. 3 Vla
‘!_’ 111 Saccharomyces sp. 3 Vi
il v ] i Saccharomyces sp. 1 Via
| Saccharomyces sp. 1 Vie
ml . Torulaspora delbrueckii g
3 ,.. ’ [ Torulaspora delbrueckii 1
66_7: . Hanseniaspora sp. 1 Vil
: ’ i . Hanseniaspora sp. 1 Vila

Figura 20- Dendograma baseado na andlise dos perfis genéticos obtidos apds M13-PCR fingerprinting para as
estirpes de leveduras isoladas. Os valores de distdncia entre os clusters sGo expressos como percentagem de
similaridade (0-100%).

A andlise dos resultados de M13-PCR fingerprinting mostrou que todas as amostras de
leveduras identificadas como Saccharomyces cerevisiae analisadas formaram um cluster com
grau de similaridade bastante elevado de 67,8%. Estas estirpes formam um agrupamento com
a estirpe 1V, identificada como Torulaspora delbrueckii e com estirpe 1V, ndo identificada, com

57,6% de similaridade, sendo que estas duas ultimas foram agrupadas num cluster com 61, 8%
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de aproximacdo. A estirpe identificada como Zygoascus meyerae (Il) forma um cluster com
Rhodotorula mucilaginosa (X1ll) com uma similaridade de 65,8%. As estirpes classificadas como
Hanseniaspora sp. 2 formam um agrupamento com 62,5% de similaridade com a estirpe
Kluyveromyces marxianus. A estirpe IX identificada como Torulaspora delbrueckii apresenta
alguma proximidade com leveduras da espécie Pichia kudriavzevii formando estas um cluster
com 65,3% de similaridade. Estas duas leveduras estdo ainda agrupadas com levedura
Saccharomyces sp. 4 com 58,6% de similaridade. Hanseniaspora sp. 1 e Torulaspora delbrueckii
sdo as estirpes mais afastadas filogeneticamente com similaridades inferiores a 40% com todas
as restantes estirpes.

Os resultados desta analise filogenética permitem a amplificacdo aleatéria de diferentes
regidoes do DNA, possibilitando uma diferenciacdo ao nivel da espécie e entre estirpes da
mesma espécie (Caldeira et al., 2009; Salvador et al., 2014), evidenciando as diferentes

carateristicas dos isolados.

3.4. CONCLUSAO

Foram isoladas dezasseis estirpes de leveduras pertencentes as espécies
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, Torulaspora delbrueckii, Zygoascus meyerae,
Rhodotorula mucilaginosa e a estirpe pertencente a colecdo de culturas do laboratdrio
HERCULES foi identificada como pertencente a espécie Kluyveromyces marxianus.

A andlise molecular por M13-PCR, permitiu efetuar uma caracterizagcdo dos perfis genéticos
para todas as estirpes em estudo, tendo-se observado diferencas que permitiram o
agrupamento de acordo com a proximidade filogenética, quer entre espécies diferentes, quer

entre estirpes da mesma espécie.
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4.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de estirpes de microrganismos em processos industriais requere um
estudo prévio do seu comportamento em condicbes que mimetizem as condi¢des reais dos
processos onde poderdo ser utilizados (Ex: producdo de etanol, acido latico, acido acético,
enzimas, etc.).

No caso das leveduras para futuras aplicagbes em processos enoldgicos, antes de
serem utilizadas como culturas de arranque é importante um estudo prévio e rigoroso do
comportamento fisiolégico das leveduras, nomeadamente em termos de crescimento celular,

assimilacdo de nutrientes e aptidao para a realizacdo de fermentacgao alcodlica.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. CULTURA AEROBIAS

As leveduras foram previamente repicadas para rampas com meio de cultura YPD e
incubadas a 30°C durante 48h, de modo a garantir um bom crescimento celular. As culturas
livres foram preparadas por arrastamento da biomassa das rampas com 5mL de soro
fisioldgico estéril (NaCl 0,9%). O ensaio foi efetuado em erlenmeyers de 250mL contendo
100mL de mosto sintético liquido (Tabela 19, Anexo 1) ou mosto sintético modificado liquido
(Tabela 20, Anexo 1). As culturas foram incubadas a 30°C num agitador orbital (IKA KS 4000) a

130 rpm (Mendes-Ferreira et al., 2004) e para cada cultura foi efetuado um duplicado.

Figura 21- Culturas de células livres em condigdes aerdbias em meio de mosto sintético
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4.2.2. CULTURAS SEM AREJAMENTO

As leveduras que mostraram maior potencial de crescimento foram utilizadas em
culturas liquidas sem arejamento, de forma a mimetizar as condi¢cbes de uma fermentacdo
alcodlica. O ensaio foi efetuado em erlenmeyers de 250mL contendo 100mL de mosto
sintético liquido e as culturas foram incubadas a 30°C sem agitacdo. Os erlenmeyers foram

selados com parafilm de forma a garantir auséncia de oxigénio nas culturas.

Figura 22- Cultura de células livres sem arejamento em meio de mosto sintético

4.2.3. RECOLHA E TRATAMENTO DE AMOSTRAS

Durante os ensaios foi monitorizado o crescimento celular, o consumo de glucose e
producdo de etanol ao longo do tempo. Para tal, foram recolhidas amostras de 500 puL em
duplicado para microtubos em intervalos de tempo peridédicos. As amostras foram
imediatamente colocadas em gelo para garantir a paragem da atividade celular. Um dos tubos
foi centrifugado a 15000g durante 15min a 4°C (HERMLE Z 323 K), recolheu-se o sobrenadante

e guardou-se a -20°C para posterior quantificacdo de glucose e etanol.

4.2.4. PERFIL DE CRESCIMENTO DAS CULTURAS

A monitorizagdo do perfil de crescimento, foi realizado pela leitura da absorvancia a
600 nm, por espetrofotometria UV/Vis (HITACHI U-3010 spectrophotometer). A andlise das
curvas de crescimento celular, para as culturas aerdbias, foi efetuada no software SigmaPlot

12.0 utilizando a seguinte equagdo (Zwietering et al., 1990):

_ o(b—cxx)
f=axeCe ), onde

a é o logaritmo do numero de ciclos de crescimento; b é a taxa de crescimento ao longo do
tempo (h-1), ¢ é o tempo necessario para atingir a taxa de crescimento maxima (h) e e o

numero Neperiano (2,718).
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A partir da referida equacdo, procedeu-se a determinagdo do tempo de geracdo e da

taxa especifica de crescimento. Sendo,

cxXa

Taxa especifica de crescimento =
e

In(2)
Taxa de crescimento

Tempo de geracao =

4.2.5. QUANTIFICACAO DE GLUCOSE

A quantificacdo da glucose foi efetuada por kit enzimatico (NZYTech, D-Glucose HK, UV
method), (Anexo 3), através da determinagdo da concentracdo de NADPH formado, o qual é
quantificado a 340 nm. A quantidade de NADPH formada pela agdo combinada da hexocinase
(HK) e da glucose-6-P desidrogenase (G6PDH), é estequiometricamente correspondente a

guantidade de D-Glucose no volume de amostra,

HK
D-Glucose + ATP ——p  Glucose-6-P (G6P) + ADP

,G6PDH P
G6P + NADP'——3 D-Gluconate-6-P + NADPH + H

4.2.6. QUANTIFICACAO DE ETANOL

A quantificacdo do etanol foi realizada por intermédio de um kit enzimatico (NZYTech,
Ethanol, UV method), (Anexo 4). A quantidade de NADPH formada pela a¢do combinada de
Alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (AIDH), medida a 340 nm é proporcional
a quantidade de etanol no volume de amostra, obedecendo esta reacdo as seguintes

equacodes:

ADH
Ethanol + NAD® —  Acetaldehyde + NADH+H"

) AIDH .
Acetaldehyde + NAD" + H;,O ——p Acetate + NADH+H

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. CARACTERIZAGAO DO CRESCIMENTO DAS ESTIRPES ISOLADAS

Com intuito de compreender o metabolismo oxidativo das leveduras e verificar se tém
boa aptidao para o catabolismo dos glicidos e para a produgdo de biomassa, realizaram-se
culturas livres de cada estirpe isolada em mosto sintético, com agitacao, de forma a promover
o arejamento do meio e permitir o crescimento celular. Os perfis de crescimento das estirpes e

o consumo de glucose encontram-se na figura 23.
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Figura 23- Curvas de crescimento das leveduras em cultura livre com arejamento em meio de mosto sintético
obtidas pela monitorizagdao da Abs a 600 nm e respetivos perfis de consumo de glucose. A- Levedura I; B- Levedura
II; C- Levedura Ill. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdao a média + desvio-padrdo de 3 réplicas.
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Figura 23 (Continuagdo)- Curvas de crescimento das leveduras em cultura livre com arejamento em meio de mosto
sintético obtidas pela monitorizacdo da Abs a 600 nm e respetivos perfis de consumo de glucose. D- Levedura VI; E-
Levedura VII; F- Levedura X. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdo a média + desvio-padrao de

3 réplicas.
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Figura 23 (Continuagdo)- Curvas de crescimento das leveduras em cultura livre com arejamento em meio de mosto
sintético obtidas pela monitorizagdo da Abs a 600 nm e respetivos perfis de consumo de glucose. G- Levedura XI; H-
Levedura XlI; I- Levedura XIlI. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdo a média * desvio-padrdo de
3 réplicas.
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Figura 23 (continuagdo)- Curvas de crescimento das leveduras em cultura livre com arejamento em meio de mosto
sintético obtidas pela monitorizagdo da Abs a 600 nm e respetivos perfis de consumo de glucose. J- Levedura XIV; K-
Levedura 396. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdo a média + desvio-padrdo de 3 réplicas.

Para as culturas das leveduras |, I, lll, VI, VI, X, XI, XII, XIll, XIV e 396 obteve-se, em
mosto sintético, um perfil de crescimento celular que permitiu tragar as respetivas curvas de
crescimento e calcular as taxas especificas de crescimento e os tempos de geragdo para cada

estirpe (Tabela 9).
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Tabela 9- Taxa especifica de crescimento e tempo de geragdo de leveduras em mosto sintético

Estirpe Taxa Tempo
Especifica de
de geragao
Crescimento (h)
(h)

I 0,915 0,763
I 0,377 1,840
]| 3,519 0,200
Vi 0,061 11,887
Vil 0,114 6,080
X 0,494 1,414
Xi 2,035 0,351
X1 1,641 0,423

Xl 0,430 1,613
Xiv 2,054 0,339
396 2,031 0,347

Através da andlise dos perfis de crescimento e da taxa especifica de crescimento, pode
verificar-se que as leveduras Ill, XI, XIV e 396 sdo as que apresentam crescimento mais
acentuado. Em relagdo ao consumo de glucose, consumiram a glucose disponivel em menos de
30h, com excec¢do da estirpe Il que metabolizou praticamente toda a glucose apenas ao fim
72h.

As estirpes Il, VI e VIl sdo as que apresentam uma taxa especifica de crescimento mais
baixa, a estirpe Il apenas metabolizou a glucose disponivel no meio ao final de 144h de cultura,
e a cultura da estirpe VII, ao fim desse tempo ainda mantinha uma elevada concentragdo de
glucose no meio (70 g/L).

Relativamente as estirpes das leveduras X e Xlll, estas também demonstraram um
crescimento celular razoavel, porém a sua fase de laténcia é maior (quase 72h), no entanto
toda a glucose foi metabolizada até as 96h de cultura.

Para as culturas das restantes estirpes, nomeadamente a levedura V3, IV, Vi, Vo, Vlll e IX, 0
crescimento foi muito reduzido em mosto sintético. Efetuaram-se culturas destas estirpes em
meio de mosto sintético modificado, o qual é mais rico em nutrientes, disponibilizando uma
maior fonte de carbono, azoto e vitaminas. A Figura 24 apresenta os perfis de crescimento e

consumo de glucose ao longo do tempo para estas culturas.
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Figura 24- Curva de crescimento das leveduras sem cultura livre com arejamento em meio de mosto sintético
modificado obtida pela da monitorizagdo da Abs a 600 nm e respetivo perfil de consumo de glucose. A- Levedura
IVy; B- Levedura IV,; C- Levedura V;. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdao a média + desvio-
padrdo de 3 réplicas.
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Figura 24 (Continuagdo)- Curva de crescimento das leveduras sem cultura livre com arejamento em meio de mosto
sintético modificado obtida pela da monitorizagdo da Abs a 600 nm e respetivo perfil de consumo de glucose. D-
Levedura Vy; E- Levedura VIII; C- Levedura IX. Os valores referentes ao perfil de consumo de glucose sdao a média +
desvio-padrdo de 3 réplicas.
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As culturas das estirpes em mosto sintético modificado (Figura 24), mostram um
crescimento bastante mais acentuado. As taxas especificas de crescimento e os tempos de

geracao correspondentes, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10- Taxa especifica de crescimento e tempo de geragdo das culturas de leveduras em mosto sintético

modificado
Taxa
ren Tempo
Especifica
. de
Estirpe de ~
. Geragao
Crescimento (h)
(h?)
(A} 0,133 5,232
IV, 0,133 5,223
V, 0,129 5,506
V; 0,148 4,720
Vil 0,133 5,231
IX 0,155 4,504

Todas as estirpes mostraram um crescimento significativo ao longo do tempo, no
entanto o crescimento efetuou-se de forma muito mais lenta e as culturas requereram mais
tempo para atingirem a fase estaciondria. As taxas especificas de crescimento também foram
mais baixas, quando comparadas com as da maior parte das leveduras das culturas anteriores.
Relativamente ao consumo de glucose, todas as estirpes efetuaram a sua metabolizacdo
durante as primeiras 72h de cultura, com excecdo da estirpe IX que esgotou a glucose apenas
ao fim de 600h de cultura. Todas as estirpes produziram etanol conforme é possivel observar
nos graficos (figura 19). Com efeito, a suplementag¢do do meio com extrato de levedura parece
ter potenciado o crescimento destas estirpes pela disponibilizagdo nutricional que promoveu,
nomeadamente em azoto, vitaminas e cofatores de enzimas do metabolismo oxidativo
(Ramakrishna, 1999; Kidd, 2005; Lonsdale, 2006; Oldham & Ivkovic, 2012), necessario para o

crescimento celular.

4.3.2. AVALIACAO DAS POTENCIALIDADES FERMENTATIVAS DAS LEVEDURAS

Para tentar compreender o comportamento das estirpes mais promissoras a nivel
fermentativo, realizaram-se ensaios de culturas livres com mosto sintético na auséncia de
oxigénio. Os perfis para o consumo de glucose e producdo de etanol ao longo do tempo

encontram-se na Figura 25.
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Figura 25 (Continuagdo)- Perfil de consumo de glucose e produgdo de etanol referente as culturas de células livres
em meio de mosto sintético sem arejamento. D- Levedura VI; E- Levedura VII; F- Levedura XI. Os valores
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Figura 25 (Continuagdo)- Perfil de consumo de glucose e produgdo de etanol referente as culturas de células livres
em meio de mosto sintético sem arejamento. G- Levedura Xll; H- Levedura XIV. Os valores apresentados s3do a
média + desvio-padrdo de 3 réplicas.

A partir da andlise dos perfis de consumo de glucose é possivel verificar que as
leveduras Xl, XIl e XIV metabolizam a glucose mais rapidamente, tal como é comprovado pelos
valores da taxa volumétrica de consumo de glucose mais elevados obtidos por estas estirpes
(Tabela 11), observando-se valores inferiores a 1g/L desta fonte de carbono as 72h de cultura.
As estirpes |, Il e Il apresentaram taxas volumétricas de consumo de glucose muito
semelhantes, inferiores as anteriores. As leveduras VI e VIl apresentaram um metabolismo

fermentativo mais lento.
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Tabela 11- Taxas volumétricas de consumo de glucose referentes as culturas de células livres em meio de mosto
sintético sem arejamento

Estirpe Taxa volumétrica de consumo de glucose
(g.L*h?)
I 1,450
] 1,476
]| 1,438
VI 0,484
Vil 0,400
XI 3,322
Xil 3,305
Xiv 3,318

Os resultados mostram que todas estirpes tém capacidade para produzir etanol na
auséncia de O,. Os valores de concentragdo de etanol sdo superiores quando comparados com

os obtidos nas culturas aerdbias.

4.4. CONCLUSAO

As estirpes isoladas tém uma boa capacidade de desenvolvimento celular em ambiente
oxidativo, com potencialidade para a producdo de biomassa.
As estirpes de levedura I, II, lll, VI, VII, XI, XIl e XIV demonstraram uma boa adaptacdo em
ambiente fermentativo, revelando potencialidade para utilizagdo em fermentagdo alcodlica e
as estirpes XI, Xll e XIV apresentaram um metabolismo mais rdpido na conversao dos glucidos
redutores em etanol. Estes microrganismos apresentam propriedades promissoras para serem
produzidos em cultura e testados em processos de imobilizagdo, com vista a aplicacGes

enoldgicas.
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5.1. INTRODUCAO

A utilizagdo de microrganismos imobilizados pode constituir uma alternativa bastante
vantajosas relativamente as inoculagdes tradicionais. Com efeito os sistemas de células
microbianas imobilizadas permitem um aumento de tolerancia a compostos que possam estar
presentes no meio e que induzam toxicidade, diminui o tempo de adaptacdo dos
microrganismos aos mostos, permite fermentacdes com valores de temperatura mais baixos,
uma facil separacdao dos microrganismos do mosto e uma reducdo do tempo de estabilizacdo
de alguns compostos ( Stewart & Russell, 1986, Melzoch et al., 1994; Jamai et al., 2001;
Kourkoutas et al., 2001).

Existem referidos na bibliografia alguns estudos da aplicacdo de leveduras imobilizadas, em
fermentagdo alcodlica de vinhos brancos (Genisheva et al., 2012, 2014) e de vinhos
espumantes (Godia et al., 1991; Ntagas et al., 2003; Puig-Pujol et al., 2013). A degradacdo do
acido malico em vinhos tintos (Kosseva et al., 1998; Maicas et al., 2001; Hong et al., 2010) ou a
reducdo da acidez volatil (Vilela et al., 2013) constituem outros exemplos das suas aplicacoes
enoldgicas.

O sucesso destas solucdes de imobilizacdo esta fortemente condicionado pelos custos de
producdo e pela durabilidade e eficdcia dos sistemas. O tipo de suporte é um dos fatores mais
decisivos na adequabilidade do processo de imobilizacdo (Cha et al., 2014). Como tal, é
fundamental um estudo da selecdo dos suportes mais promissoras para a imobilizacdo dos
microrganismos de interesse, tendo em conta ndo so6 a estabilidade do processo de
imobilizacdo, mas também a eficiéncia do sistema na biotransformacdo e a possibilidade da

sua reutilizacdo.

5.2. METODOLOGIA

5.2.1. IMOBILIZACAO EM ALGINATO DE CALCIO

Para a imobilizacdo de leveduras em alginato de cdlcio, preparam-se suspensdes
celulares de cada estirpe de levedura em 5 mL de soro fisioldgico estéril (células de uma rampa
fresca de YPD), efetuando-se misturas com a seguinte composi¢do: 4 mL de uma solugdo de
alginato de sédio 2.5% (p/v) com 2 mL de suspensdo celular. Em seguida, adicionou-se esta
suspensdo, gota a gota, com o auxilio de um micropipeta P1000, a 100 mL de uma solucdo de
CaCly 2% (p/v), agitando-a suavemente. Deixou-se a mistura reacional em CaCl; durante 30 min

até a polimerizacdo do alginato de calcio formando particulas esféricas contendo as células
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imobilizadas. Posteriormente as particulas esféricas foram separadas por filtracdo com filtro

whatman, e em seguida lavadas de H,O destilada estéril (3x 10 mL).

5.2.2. IMOBILIZAGAO DAS LEVEDURAS EM SUPORTES INORGANICOS

Preparacdo da mistura de leveduras

Foram preparadas suspensdes celulares com diferentes estirpes de leveduras, sendo
estas agitadas suavemente por inversdo e centrifugadas a 6000 rpm durante 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, o pellet celular recuperado pesado e dissolvido em H,0 estéril de
forma a obter uma concentracéo final da suspens&o celular de 9 g/L.
Foram preparados sistemas de matrizes de imobilizacdo com dois tipos de consdrcios, um para
ser usado nas primeiras 48 h de fermentacdo, tendo sido retirado no final desse periodo e,

substituido por outro até ao final da fermentagao.

Imobilizacdo das leveduras nos suportes

As leveduras foram imobilizadas em trés matrizes: barro, pedra vulcanica e argila
expandida.
Para os ensaios de imobilizagdo efetuados em matrizes inorganicas foram previamente
selecionados fragmentos homogéneos de barro (18 g), pedra vulcanica (15 g) ou argila
expandida (12 g) e esterilizados em autoclave a 115°C durante 20 min. Para cada material
efetuou-se dois tipos distintos de imobilizagdo: Sem Polimerizagdo ou com Polimerizagdo com

alginato de Calcio:

e Sem Polimerizacdo

o Nestes ensaios foram adicionados 12,5 mL da suspensdo celular dos consércios
com 9 g/L aos diferentes suportes de imobilizagdo, permanecendo em agitacdo
durante 2 h de forma a promover a imobilizagdao das células por adsor¢ao
fisica. Posteriormente, os imobilizados foram confinados numa bolsa de tela
de algoddo. Os ensaios foram efetuados em duplicado.

e Polimerizacdo com alginato de Célcio

o Para estes ensaios foram preparadas misturas contendo 2,5 mL da suspensdo
celular de cada consércio a 9 g/L e 10 mL de solucdo de alginato de sddio, as

quais foram adicionadas a cada suporte, permanecendo em agitagdo durante
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2h de forma a promover a adsorcdo das células nas matrizes. Posteriormente,
os fragmentos de cada suporte contendo as células imobilizadas foram
colocados numa bolsa de tela de algoddo e imersos numa solugdo de CaCl; a
2% durante 30 min de forma a promover a polimerizacdo a alginato. Os
sistemas de imobilizagdo foram posteriormente lavados com H,0 destilada

estéril (3x 10 mL). Os ensaios foram efetuados em duplicado.

Preparacdo das fermentacSes com os sistemas de imobilizacdo

Os sistemas de imobilizagdo foram colocados em erlenmeyers de 250 mL contendo
100 mL de mosto sintético. Estes foram incubados a 30°C, sem agitacdo, e selados com
parafilm. Foram também efetuadas culturas em células livres e com imobilizacdo em esferas

de alginato de calcio para estes dois consércios.

5.2.3. RECOLHA E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Foi monitorizado, ao longo do tempo, o consumo de glucose e a producdo de etanol.
Para tal, foram recolhidas amostras de 500 pL para microtubos em intervalos de tempo
periddicos. As amostras foram imediatamente colocadas em gelo para garantir a paragem da
atividade celular e centrifugadas a 15000g durante 12 min a 4°C. Recolheu-se o sobrenadante

e guardou-se a -20°C para posterior quantificacdo de glucose e etanol.

5.2.4. QUANTIFICACAO DA GLUCOSE

A quantificagdo dos glucidos redutores efetuou-se pelo método do DNS, de acordo
com um procedimento adaptado na literatura (Vasconcelos et al., 2013) e utilizou-se uma

curva de calibracdo (Anexo 5) com solug¢des padrio de D-glucose (100-1000 mg/L).

5.2.5. QUANTIFICACAO DE ETANOL

A quantificacdo do etanol foi realizada por kit enzimatico (NZYTech, Ethanol, UV

method), tal como descrito no ponto 4.2.6.

5.2.6. ANALISE DOS SISTEMAS DE IMOBILIZACAO POR SEM-EDS

os diferentes imobilizados foram analisados por microscopia eletrénica de varrimento

com espetroscopia de energia dispersiva de raios-x (SEM-EDS). Utilizou-se um microscépio
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eletrénico (Hitachi S-3700N) acoplado a um detetor de espectrometria de raios-x Bruker Xflash
5010 SD. As amostras previamente secas durante 6 dias em estufa a 37°C, foram colocadas no
porta amostras sobre fita de carbono e analisadas em alto vacuo a 20kV, no modo de eletrdes
secunddrios. As composicGes elementares foram obtidos através do software Bruker Esprit v-
19. A andlise de EDS foi usada para determinar e mapear a composicao de elementos

presentes (Salvador et al., 2017).

5.2.7. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE REUTILIZAGAO DOS SISTEMAS DE IMOBILIZAGAO

A capacidade de reutilizagao dos sistemas desenvolvidos (alginato de calcio, barro, tufo
vulcanico e argila expandida) foi avaliada em culturas de mosto sintético com incubac¢do a 30°C
na auséncia de arejamento. Os sistemas de matrizes produzidos com os dois consdrcios de
leveduras diferentes foram testados em separado, efetuando-se uma monitorizacdo da
capacidade fermentativa dos consdrcios durante 7 dias. Executaram-se 5 ciclos sucessivas de

reutilizacdo, nas mesmas condicdes.

5.2.8. ENSAIO EM MOSTO DE UVAS BRANCAS DOS CONSORCIOS DE LEVEDURAS EM

CULTURAS LIVRES E IMOBILIZADAS

Efetuaram-se culturas com mosto proveniente das castas Antdo Vaz e Roupeiro (Figura
29). O mosto foi previamente clarificado por centrifugacdo a 12000 rpm durante 12min a 4°Ce
as microvinificagdes foram efetuadas em erlenmeyers de 250mL com os consdrcios livres
inoculados diretamente ou com os consércios imobilizados. O sistema de imobilizagao
escolhido foi a argila expandida e as culturas foram montadas através do procedimento
descrito em 5.2.2. Para a monitoriza¢dao do estado da cultura, foram recolhidas amostras de
acordo com o procedimento escrito 5.2.3. e os parametros estudados foram a glucose e o
etanol, os quais foram quantificados ao longo do ensaio de acordo com a metodologia definida
nos pontos 5.2.4. e 5.2.5. A acidez total do mosto inicial e do vinho foi determinada em
conformidade com a Norma Portuguesa 2139 de 1987 (Anexo 6), e o pH foi lido com um

potencidmetro METROHM® 632 pH-Meter.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS ESTIRPES DE LEVEDURAS IMOBILIZADAS EM

ALGINATO DE CALCIO

Apds o estudo da capacidade fermentativa das leveduras em culturas livres, procedeu-
se ao estudo de cada estirpe na forma imobilizada em alginato de calcio, com intuito de
perceber se estas tinham capacidade de adaptacdo ao processo de imobilizacdo e se
mantinham a capacidade fermentativa.

Os resultados obtidos para o consumo de glucose e producao de etanol ao longo do tempo

estdo apresentados na figura 26.
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Figura 26- Perfis de consumo de glucose e produgdo de etanol para as leveduras imobilizadas na matriz de alginato
de calcio. A- Levedura |; B- Levedura Il; C- Levedura lIl.
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Figura 26 (Continuagdo)- Perfis de consumo de glucose e produgdo de etanol para as leveduras imobilizadas na
matriz de alginato de calcio. D- Levedura VI; E- Levedura VII; F- Levedura XI.
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Figura 26 (Continuagdo)- Perfis de consumo de glucose e produgdo de etanol para as leveduras imobilizadas na
matriz de alginato de calcio. A- Levedura XlII; B- Levedura XIV.

Os resultados obtidos com as células imobilizadas mostraram uma boa capacidade de
metabolizacdo da glucose existente no meio, com cinéticas de metabolizacdo comparaveis as
células livres.

A glucose disponivel na cultura foi consumida durante as primeiras 100-200 horas de
cultura, consoante as estirpes e as taxas volumétricas de consumo variaram entre 0,666 e
2,148 g.L''h! (Tabela 12) A estirpe que apresentou maior capacidade de metabolizacdo neste
sistema de imobilizacdo foi a XIV. A estirpes I, VI, Xl e XlIl apresentaram taxas mais baixas
bastante semelhantes entre elas. As restantes estirpes, Il, Ill e VIl apresentaram as taxas mais

baixas.
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Tabela 12- Taxas volumétricas de consumo de glucose para as culturas sem arejamento de leveduras imobilizadas
em esferas de alginato de calcio em meio de mosto sintético

Estirpe Taxa volumétrica de consumo de glucose
(g.L*h?)
I 1,104
] 0,756
]| 0,999
VI 1,253
Vil 0,666
XI 1,198
Xil 1,179
Xiv 2,148

Em relacdo a producdo de etanol todas as fermentagdes mantém potencial de
producdo, o que demonstra que a imobilizacdo das estirpes ndo condiciona a capacidade

destas para a realizacdo da fermentacao alcodlica.

5.3.2. CAPACIDADE FERMENTATIVA DE CULTURAS MISTAS IMOBILIZADAS

Nas figuras 27-30 podem observar-se os perfis de consumo de glucose e producdo de
etanol em funcdo do tempo para as culturas mistas imobilizadas em alginato de cdlcio, barro,
tufo vulcanico e argila expandida, respetivamente. As culturas foram efetuadas em duas fases,
na primeira fase (até as 48h de cultura) foi utilizado um primeiro consércio (C1) composto por
leveduras com pequena capacidade de producdo de etanol, numa segunda fase (apds as 48h)
este consorcio foi substituido por um segundo (C2), composto por leveduras de cariz

fermentativo.
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Figura 27- Perfis de consumo de glucose para os consércios de leveduras 1 e 2. A- Cultura com os consércios
inoculados; B- Cultura com os consércios imobilizados na matriz de alginato de calcio.
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Figura 28- Perfis de consumo de glucose para os consorcios de leveduras 1 e 2. A- Culturas com os consércios
imobilizados em matriz de barro; B- Cultura com os consdrcios imobilizados em matriz de barro com polimerizagao.
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Figura 29- Perfis de consumo de glucose para os consorcios de leveduras 1 e 2. A- Culturas com os consdrcios
imobilizados em matriz de tufo vulcanico; B- Cultura com os consércios imobilizados em matriz de tufo vulcanico
com polimerizagdo.
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Figura 30- Perfis de consumo de glucose para os consorcios de leveduras 1 e 2. A- Culturas com os consdrcios
imobilizados em matriz de argila expandida; B- Cultura com os consdrcios imobilizados em matriz de argila
expandida com polimerizagdo.
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As figuras 28-30 mostram que os sistemas de imobilizacdo dos consdrcios de leveduras
nas matrizes de barro, tufo vulcanico e argila expandida tem capacidade para converter toda a
glucose existente no meio durante as primeiras 200h de cultura e produzir etanol.

Comparando as imobilizacGes com e sem polimerizagdo, os valores da taxa volumétrica
de utilizacdo da glucose (Tabela 13) foram bastante semelhantes para todas as matrizes em
estudo a excecao do suporte de argila expandida e do suporte de barro, aquando da utilizagao
do consdrcio C1.

As culturas efetuadas com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio e
matriz de barro apresentam taxas volumétricas de consumo de glucose muito semelhantes as
observadas nas culturas de células livres, contudo esteves valores podem revelar também um
crescimento de células em suspensdo devido a libertacdo de células destes suportes para o
meio de cultura. Este facto foi corroborado pela observacdo de uma maior turbidez nestas
culturas ao final da fermentacdo. Relativamente as taxas volumétricas de consumo de glucose
obtidas na utilizacdo do consércio 2, observa-se que estas sdo bastantes semelhantes para
todos os sistemas de imobilizacdo testados, comprovando o sucesso de imobilizacdo do
consércio de leveduras nas diferentes matrizes.

Comparando os consoércios 1 e 2, o segundo demonstra taxas volumétricas de
consumo de glucose superiores ao primeiro, o que comprova a maior capacidade fermentativa

das leveduras que o compdem relativamente ao primeiro.

Tabela 13- Taxas volumétricas de consumo de glucose para as culturas livres e imobilizadas nas varias matrizes sem
arejamento com os consércios de leveduras 1 e 2 em meio de mosto sintético.

Taxa volumétrica de consumo de glucose

(g.Lh?)
Consorcio 1 Consorcio 2
Livres 1,081 1,370
Alginato de Calcio 1,045 1,510
Barro 1,304 1,985
Barro com polimerizagao 0,915 1,903
Tufo Vulcanico 0,586 0,900
Tufo Vulcanico com polimerizagao 0,578 0,951
Argila Expandida 0,471 0,938
Argila Expandida com Polimerizagao 0,198 1,094

No que respeita a producdo de etanol, todos os sistemas mostraram capacidade para
producdo. No final do periodo de utilizagdo do consércio C1 (entre as O e 48h), todas as
culturas mostraram produgdo do etanol (Figuras 27-30). No final das 48h as culturas com

imobilizagdo mista apresentaram menor turbidez do mosto, evidenciando a maior
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estabilidade. No final das fermentacdes as culturas apresentaram uma concentra¢ao de etanol
produzido superior a obtida as 48h.

No final do ensaio as culturas efetuadas com imobilizacdo mista foram as que
apresentaram menor turbidez, em particular com a matriz de argila, evidenciando que os
sistemas de imobilizagdo mista podem constituir uma boa op¢do para este tipo de processos
fermentativos. O suporte de argila expandida mostrou uma boa estabilidade mecanica aliada a
melhor capacidade para retencgdo celular, constituindo um material bastante atrativo para
estes processos de imobilizacao.

De forma a confirmar o sucesso e a estabilidade da imobilizacdo dos consdrcios de
leveduras nos varios sistemas de imobilizacdo testados, efetuaram-se analises das diversas
matrizes de imobilizacdo antes e no final da fermentacdo, por microscopia eletrdnica de
varrimento (SEM). As imagens obtidas referentes as diferentes amostras da matriz contendo as
células imobilizadas nos suportes com e sem polimerizacdo estdao apresentadas nas figuras 31
a 33- C e D. As analises microscopicas foram acompanhadas de analises quimicas efetuadas
por SEM-EDS, realizadas tanto a matriz (Figuras 31 a 33- A, B) como a zonas de observacdo de
células imobilizadas por adsorcao fisica (Figuras 31 a 33- E, F) e por imobilizacdo mista (figuras

31 a 33- G, H) permitido determinar e mapear as diferentes composi¢Ges elementares.
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Figura 31- Analise SEM-EDS do sistema de imobilizagdo em suporte de barro com células do consércio 2 ao final da
fermentagdo. A- Micrografia de SEM da matriz de barro; B — Analise quimica da matriz de barro; C- Micrografia de
SEM de amostra do sistema de imobilizagdo evidenciando células imobilizadas no suporte de barro; D - Micrografia
de SEM de amostra evidenciando células imobilizadas no suporte de barro com polimerizagdo; E e F - Analise
quimica com mapeamento 2D mostrando a distribuicdo dos elementos aluminio (Al)) e carbono (C) de zona da
matriz de imobilizacdo com células imobilizadas; G e H - Analise quimica com mapeamento 2D mostrando a
distribuicdo dos elementos calcio (Ca)) e carbono (C) de zona da matriz de imobilizagdo com polimerizagdo com
células imobilizadas.
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Figura 32- Analise SEM-EDS do sistema de imobilizagdo em suporte de tufo vulcanico com células do consércio 2 ao
final da fermentagdo. A- Micrografia de SEM da matriz de tufo vulcanico; B — Andlise quimica da matriz de tufo
vulcanico; C- Micrografia de SEM de amostra do sistema de imobilizagdo evidenciando células imobilizadas no
suporte de tufo vulcanico; D - Micrografia de SEM de amostra evidenciando células imobilizadas no suporte de tufo
vulcanico com polimerizagao; E e F - Andlise quimica com mapeamento 2D mostrando a distribuigcdao dos elementos
aluminio (Al) e carbono (C) de zona da matriz de imobilizagdo com células imobilizadas; G e H - Analise quimica com
mapeamento 2D mostrando a distribuicdo dos elementos calcio (Ca), silicio(Si) e carbono (C) de zona da matriz de

imobilizagdo com polimerizagdo com células imobilizadas.
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Figura 33- Andlise SEM-EDS do sistema de imobilizagdo em suporte de argila expandida com células do consércio 2
ao final da fermentagdo. A- Micrografia de SEM da matriz de argila expandida; B — Analise quimica da matriz de
argila expandida; C- Micrografia de SEM de amostra do sistema de imobilizagdo evidenciando células imobilizadas
no suporte de argila expandida; D - Micrografia de SEM de amostra evidenciando células imobilizadas no suporte de
argila expandida com polimerizagdo; E e F - Analise quimica com mapeamento 2D mostrando a distribuigdo dos
elementos silicio (Si) e carbono (C) de zona da matriz de imobilizagdo com células imobilizadas; G e H - Analise
quimica com mapeamento 2D mostrando a distribuicdo dos elementos silicio (Si) e carbono (C) de zona da matriz de
imobilizagdo com polimerizagdo com células imobilizadas.
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As microanalises quimicas de EDS efetuada as diversas matrizes de imobilizacdo permitiram
efetuar a identificacdo e a distribuicdo espacial dos constituintes inorganicos. As 3 matrizes
utilizadas, barro (figura 31- A, B), tufo vulcanico (figura 32- A, B), e matriz de argila expandida
(figura 33- A, B), sdo constituidas por silicio (Si), oxigénio (O) e aluminio (Al) como elementos
maioritarios da sua composicao, tendo o ferro (Fe) sobressaido no suporte de tufo vulcanico.
As micrografias de SEM efetuadas em diferentes amostras de cada matriz contendo as células
imobilizadas (Figuras 31, 32 e 33- C, D) permitiram distinguir claramente os aspetos
micromorfoldgicos das vdrias estirpes que constituem os consdrcios, corroborando os
resultados de caracterizagdo da anadlise morfoldgica realizada por microscopia otica.
Relativamente a andlise quimica podemos detetar a presenca de constituintes organicos,
carbono (C), azoto (N), oxigénio (O) e enxofre (S) (figuras 31,32 e 33 —E, F, G e H), indicadores
da presenca microbiolégica na matriz, confirmando a presenca das células imobilizadas, o que
revela uma grande estabilidade deste sistema de imobilizacdo e da sua capacidade na retencao
de células, evidenciando o seu potencial em processos enoldgicos.

As amostras dos diferentes sistemas de imobilizacdo em estudo, do final da fermentacao,
permitiram detetar a presenca das células imobilizadas, demonstrando a estabilidade dos

sistemas apos utilizacdo.

5.3.3. CAPACIDADE DE REUTILIZAGAO DOS SISTEMAS DE IMOBILIZACAO

Avaliou-se a capacidade de reutilizacdo dos sistemas celulares em meio de mosto
sintético. As Figuras 34-40 mostram os perfis de consumo de glucose obtidos para cinco
reutilizagdes na matriz de alginato de calcio e nos suportes de barro, tufo vulcanico e argila

expandida com e sem polimerizagao, para os consorcios de leveduras C1 e C2.
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Figura 34- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizagdes dos sistemas de imobilizagdo em matriz de
alginato de calcio para os consércios de leveduras C1 e C2.

——
%}
o

| —



Capitulo 5

Consodrcio 1 Consodrcio 2
180 180
o — 150 — 150
| S 120 & 120
= 90
= S & S g
ol =3 = 3 =
S © 30 T 30
o " -
e 0 0 - .
— 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
- Tempalh) 200 Tempolh)

150
120
90
60
30

-
(%5}
=]

22 Reutilizagdo
Glucosel(g/L)
Glucoselg,/L)

L]
(%3]
2

100 150 200 100 150 200

- empolh) 150 empolh)
150 150
120 120
90 90
60 60
30 30

32 Reutilizagdo
Glucose(g/L)
Glucose(g,/L)

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempolh) Tempaoih)
- 180 180
el - 150 = 150
N 120 Ei 120
— w - o n
'_g o 90 @ 90
@ | S G0 5 80
o T 30 230
mi
= 0 0
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
- - empoih) 150 empolh)
i S - .
= E 150 ;:': 150
= 3 120 &5 120
— o - o -
3 g 2
E _: EI-F E El.r
m =30 =30
(T3] - -
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempalh) Tempolh)

i CUILUME A e Culbura B

Figura 35- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizages dos sistemas de imobilizagdo em matriz de
barro para os consércios de leveduras C1 e C2.
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Figura 36- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizages dos sistemas de imobilizagdo em matriz de

barro com polimerizagdo para os consorcios de leveduras C1 e C2.
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Figura 37- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizages dos sistemas de imobilizagdo em matriz de
tufo vulcanico para os consércios de leveduras C1 e C2.
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Figura 38- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizages dos sistemas de imobilizagdo em matriz de
tufo vulcanico com polimerizagdo para os consorcios de leveduras C1 e C2.
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Figura 39- Perfis de consumo de glucose obtidos para cinco reutilizages dos sistemas de imobilizagdo em matriz de
argila expandida para os consércios de leveduras C1 e C2.
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Figura 40- Perfis de consumo de glucose obtidos para a cinco reutilizagdes dos sistemas de imobilizagdo em matriz
de argila expandida com polimerizagdo para os consorcios de leveduras C1 e C2.
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Pela analise das figuras 34 a 40 verifica-se a capacidade de retencdo celular dos varios

sistemas de imobilizacdo. Foi possivel efetuar cinco ciclos sucessivos de fermentacdao com

todos os sistemas, o que comprova a possibilidade de reutilizagdo dos sistemas testados.

5.3.4. ENSAIO DOS SISTEMAS DE IMOBILIZAGAO EM MOSTO DE UVA BRANCA

De forma a comprovar o potencial enoldgico dos consércios C1 e C2 imobilizados no
suporte de argila expandida com polimerizacao, efetuaram-se microvinificagdes com mosto de
uva branca, utilizando-se o sistema de imobilizacdo e os mesmos consorcios com as células
livres. As culturas foram inoculadas de forma sequencial com o consorcios C1 no inicio da

fermentacdo e com o consorcio C2 apds 48h de cultura. A Figura 41 apresenta os perfis de

consumo de glucose e producdo de etanol correspondentes a estes ensaios.
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Figura 41- Perfis de consumo de glucose e produgdo de etanol nas culturas em mosto de uva branca. A- Consorcios

na forma livre; B- Consércios imobilizados em argila expandida com polimerizagdo.
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A figura 41 mostra que pode constatar-se que durante as primeiras 48h ocorre um
consumo mais lento dos glucidos redutores, uma vez que o consdrcio C1 é composto por
leveduras com um metabolismo fermentativo mais lento. Apds a inser¢ao do consércio C2 as
48h do ensaio, a taxa volumétrica de consumo dos glicidos (Tabela 14) aumentou e foi
acompanhada por um aumento da concentracdo de etanol, demonstrando a mais elevada
capacidade metabdlica das leveduras do consorcio 2 (do género Saccharomyces) na

fermentacdo alcodlica.

Tabela 14- Taxas volumétricas de consumo de glucose para as culturas sem arejamento na forma livre e imobilizada
com os consorcios de leveduras C1 e C2 em mosto de uva branca.

Taxa volumétrica de consumo dos gltcidos redutores

(g.L*h?)
Consoércio 1 Consércio 2
Livres 0,476 0,908
Argila Expandida com 0,668 1,145

Polimerizacao

No final do ensaio, ndo houve diferencas significativas em relagdo a concentragdo de
etanol entre as culturas livres e imobilizadas. Os valores de etanol obtidos em ambos os
ensaios sdo inferiores ao que seria esperado numa vinificagdo, devido essencialmente ao baixo
volume de cultura e possivel evaporacdo durante os processos de recolha das amostras
(amostras foram retiradas a chama para evitar contaminagéo do sistema).

Relativamente aos valores de acidez total e pH, comparou-se os valores obtidos para
as culturas na fase inicial com os valores na fase final. Ocorreu uma diminuicdo da acidez total

e o pH manteve préximo de 3 (Tabela 25, anexo 6).

5.4. CONCLUSAO

Os sistemas de imobilizagdo testados mostraram um bom potencial na conversdo dos
glucidos redutores. Estes sistemas apresentaram possibilidade de reutilizacdo e, potencial para
aplicacdo em fermentagdo alcodlica em sistema de duas fases. As imobilizacGes em sistema
misto (adsorcdo fisica e polimeriza¢do), sdo uma boa alternativa na estabilidade das leveduras
neste tipo de matrizes inorganicas, podendo ser utilizados com sucesso em processos

enoldgicos.
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Capitulo 6

O estudo da dinamica populacional, na fase inicial deste trabalho, permitiu mostrar a
diversidade microbiana nas vdrias etapas da fermentacao vinica.

Foi possivel o isolamento e a identificacdo de dezasseis estirpes de leveduras
associadas a fase inicial e a fase fermentativa do processo de vinificagdo, com potencial
interesse para imobilizac3o.

Os microrganismos isolados foram agrupados por M13-PCR, de forma a definir
relacdes de proximidade filogenética entre as estirpes e efetuou-se a caraterizacdo dos
isolados tendo em conta o crescimento celular e a sua capacidade fermentativa, de forma a
selecionar as estirpes a imobilizar.

Foi possivel produzir células em culturas liquidas de todas as leveduras isoladas e
imobilizar essas células em suportes de alginato de cdlcio, barro, tufo vulcanico e argila
expandida.

As células de leveduras imobilizadas nestas matrizes mostraram uma boa estabilidade
e capacidade de reutilizacdo.

Produziram-se dois consércios C1 e C2 com combinagBes destas leveduras
imobilizadas, para serem usados de forma sequencial em processos enoldgicos

A imobilizacdo mista (adsorcdo fisica e polimerizacdo) dos consércios C1 e C2 em argila
expandida, usada de forma sequencial em ensaios de microvinificacbes constitui uma nova

alternativa na producdo de vinhos, com elevado potencial tecnolégico.

No seguimento deste trabalho seria ainda interessante a determinagdo qualitativa e
quantitativa dos aromas produzidos pelos consércios de leveduras utilizados e avaliar quimica
e sensorialmente as caracteristicas organoléticas do vinho produzido com as leveduras

imobilizadas neste sistema de produg¢do em duas fases.
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Anexos







1. CONSTITUICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Tabela 15- Constituigdo do meio de cultura CRB

Reagentes Quantidades (g L)
Agar 15,5
Glucose 10
Peptona 5
Agar 20
KoHPO4 1
MgS04 0,5
Rose Bengal 0,05
Cloranfenicol 0,1

Tabela 16- Constituigdo do meio de cultura MEA

Reagentes Quantidades (g L)
Extrato de malte 30
Glucose 20
Peptona micolégica 5
Agar 15

Tabela 17- Constituigdo do meio de cultura NA

Reagentes Quantidades (g L)
Extrato de Levedura 1,5
NaCl 5
Peptic digest animals 5
Beef Extract 1,5
Agar 15

Tabela 18- ConstituigGo do meio de cultura YPD

Reagentes Quantidades (g L)
Yeast extract 10
Glucose 20
Peptona 10
Agar 20
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Tabela 19- Composi¢do do mosto sintético liquido

Reagentes Quantidades (g L)
Glucose 160
Acido tartérico 5
YNB 6,7
pH=3,5

Tabela 20- Composigcdo do mosto sintético modificado liquido

Reagentes Quantidades (g L)
Glucose 160
Acido tartérico 5
Yeast extract 10
Peptona 10
YNB 6,7
pH=3,5

118

——
| —



2. CONCENTRACAO E GRAUS DE PUREZA DO DNA EXTRAIDO; QUANTIFICACAO DO

DNA POR FLUORIMETRIA DOS PRODUTOS DE PCR

Tabela 21- Concentragdo e grau de pureza do DNA extraido das amostras de leveduras

Levedura

Xla
Xls
Xlla
Xllg
Xllla
Xlllg
XIVa
XIVg
3964
3965

——

[DNA] ng/uL Abszeo/280 = AbS260/230
1051,5 +£242,6 1,64 1,90
882,3+52 1,61 1,54
885,6 £ 114,5 1,72 1,65
3157,8 + 216,3 1,71 1,89
1941,1 £112,3 1,72 1,77
4218,6 £302,3 1,64 2,00
1972,4 £ 10,2 1,67 1,42
3086,5 43,3 1,75 1,87
2767,6 £479,7 1,68 1,66
1784,3 +43 1,65 1,78
642,9+5,8 1,70 1,81
213,7+£7,5 1,65 1,42
925,3+10,3 1,84 1,57
947,5+1,2 1,74 1,53
12120,1 + 2048,5 1,76 1,67
11745,1+1171,6 1,64 1,61
2349,5 £120,1 1,65 1,67
2456,8 £ 86,5 1,66 1,68
1889,7 £+ 707,1 1,69 1,69
1362,7 £31,2 1,71 1,64
2523,8 £ 135,8 2,03 1,87
792,6 £ 58,2 1,99 1,50
1178,4 + 28,9 1,60 1,82
1132,6 + 73,2 1,62 1,67
2666,6 £ 197,6 1,60 1,57
2409,3 £ 27,7 1,82 1,79
1901,9+121,3 1,79 1,62
2129,90 + 360,5 1,71 1,62
3452,1 £ 164,6 1,61 1,52
2241,2 £ 355,9 2,03 2,05
7982,8 £ 45,1 1,62 1,84
6350,4 £ 696,7 1,79 1,95
5430,1 + 172,1 1,75 1,85
4893,8 + 89,9 1,76 1,84
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Tabela 22- Quantificagdo de DNA por fluorimetria dos produtos de PCR, com amplificagdo do dominio D1/D2,
referentes aos diferentes tipos de leveduras

Levedura = [DNA] (ng/uL)

Is 19,5
llg 20,0
A 9,8

IVia 9,9
1V2.a 11,0
Via 2,7
Vaa 6,1
Via 15,5
Vila 26,5
Villa 3,7
IXs 6,5
Xs 10,0
Xlg 20,0
Xllg 20,0
Xlllg 19,0
XIVa 19,5
3965 22,0

[ 10)



3. KIT ENZIMATICO PARA QUANTIFICACAO DE GLUCOSE (NZYTECH, D-GLucosE HK,

UV METHOD)

Constituido por:

e Solugdo 1: Tampdo imidazol (25mL, 2M, pH 7,6) mais MgCI2 (0.5M), MgCI2 (100mM) e

azida de sddio (0.02% m/v) como conservante. Estavel por 2 anos a 4°C.

e Solugdo 2: NADP* (150mg) mais ATP (440mg). Estavel por 5 anos a -20°C. Dissolver em

12 mL de agua destilada, dividir em aliquotas e guardar a -20°C.

e Solugdo 3: Hexocinase (EC 2.7.1.1; 425 U/mL) e glucose-6-P desidrogenase (EC

1.1.1.49; 212 U/mL) em sulfato de amédnio 3,2 M (2.25mL). Estavel por 2 anos a 4°C.

e Solugdo 4: Solugdo padrdo de D-glucose (6 mL, 0,40 mg/mL) em acido benzoico a

0,02%. Estavel por 2 anos a temperatura ambiente.

Principio do Método:

Tabela 23- Principio do método do kit enzimatico para quantificagdo da glucose

Microplaca (pL) Branco Amostra
Agua destilada (a 252C) 210 200
Amostra 10
Solucdo 1 10 10
Solugdo 2 10 10

Agitar e registar a absorvancia das solugbes (A1) apdés 3  min
Iniciar a rea¢do através da adigdo de:

Suspensdo 3 2 2

Agitar e medir a absorvancia das solucGes (A2) no final da reagdo (aprox. 5 min)

Determina-se a diferenga de absorvéncias para o branco e para a amostra (A2-Al). Subtrai-se a
diferenga de absorvéncia do branco a diferenga de absorvéncia da amostra, obtendo-se AAp.

alucose- A concentragdo de D-glucose, baseada no coeficiente de absortividade molar do NADH a

340nm (6300L x mol-1 x cm-1) é calculada da seguinte forma:

[D-glucose] = 0,6634 x AAp-glucose [&/L]

No caso de amostras de mostos, é necessario fazer um tratamento prévio: incubar 10 mL a 90-

95°C para eliminar atividade enzimatica. Centrifugar ou filtrar e usar apenas o sobrenadante

ou o filtrado para o ensaio.

——
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4. KIT _ENZIMATICO PARA QUANTIFICACAO DE ETANOL (NZYTECH, ETHANOL, UV

METHOD)

Constituido por:

e Solugdo 1: tampao fosfato de potassio (15mL, 1,5M, pH 9,0) e azida de sédio (0.02%)
como conservante. Estavel durante 2 anos a 4°C.

e Solugdo 2: NAD* (155 mg). Estavel por 5 anos a -20°C. Dissolver em 12,4 mL de dgua
destilada, dividir em aliquotas e congelar a -20°C.

e Solugdo 3: Aldeido desidrogenase (AIDH, EC 1.2.1.3;25 U/mL) em sulfato de amdnio
3,2M (1,3mL). Guardar a 4°C.

e Solucdo 4: Alcool desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1; 167 U/mL) em sulfato de aménio
3,2M (1.3ml). Guardar a 4°C.

e Solugdo 5: Solucdo padrdo de etanol (5 mL, 5.0 mg/mL). Diluir 0,5 mL para 50 mL de
agua destilada, com estabilidade para 2 dias a 4°C.

Principio do Método:

Tabela 24- Principio do método do kit enzimdtico para quantificagdo do etanol

Microplaca (pL) Branco Amostra
Agua destilada (a 25°C) 210 200
Amostra 10
Solugdo 1 20 20
Solugdo 2 20 20
Suspensao 3 2 2

Agitar e registar a absorvancia das solugbes (Al) apdés 2 min
Iniciar a rea¢do através da adigdo de:

Suspensao 4 2 2

Agitar e medir a absorvancia das solucGes (A2) no final da reagdo (aprox. 5 min)

Nota: se necessario ler a absorvancia em intervalos de 2 min até que a reagdo termine

Determina-se a diferenca de absorvancia para o branco e para a amostra (A2-Al). Subtrai-se a
diferenca de absorvancia do branco a diferenca de absorvéncia da amostra, obtendo-se
MActanol. A concentragdo de etanol, baseada no coeficiente de absortividade molar do NADH a
340nm (6300L x mol™* x cm™) é calculada da seguinte maneira:

[etanol]= 0,009287xAAetanol [g/L]

[etanol]= 0,01176XAActanol [% V/V]
Para a determinagdo do etanol em vinhos brancos e tintos pode ser determinada sem

qualquer tratamento da amostra.
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5. PREPARACAO DO REAGENTE DE DNS E CURVA DE CALIBRACAO PARA 0S GLUCIDOS

REDUTORES PELO METODO DO DNS

Preparou-se uma solu¢do de NaOH 2M (16 g para 200 mL), pesou-se 1g de &acido 3,5-
dinitrosalicilico e dissolveu-se, num erlenmeyer de 100mL, em 20mL de NaOH em banho-maria
com agitacdo. Posteriormente, pesou-se 30 g de tartarato de sédio e potdssio e dissolveu-se
em 50mL de H,0 destilada e misturou-se com a solucdao anterior, agitou-se e perfez-se o

volume com H,0 destilada.

0,300 -
0,250 - y =0,2573x - 0,0048
R?=0,9967
— 0,200 -
£
c
g
n 0,150 -
(7]
Ne]
< 0,100 -
0,050 -
0,000 & : , . . . |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Glucose] (g/L)

Figura 42- Curva de calibragdo dos glucidos utilizada para determinagdo da glucose nas culturas efetuadas
com os consorcios de leveduras nas diferentes matrizes de imobilizagdo e para a determinagdo dos
glucidos redutores no ensaio de mosto de uva. Os valores apresentados sao a média +DP de oito
determinagdes.
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6. DETERMINACAO DA ACIDEZ TOTAL EM MOSTOS E VINHOS PELO METODO OFICIAL
PORTUGUES (NP 2139)

a. ENSAIO PREVIO PARA ESTABELECIMENTO DO PADRAO DE COLORACAQO

Medem-se, para a cdpsula de vidro, por proveta, 25 cm?® de dgua recentemente
fervida e 1 cm? de indicador azul de bromotimol. Juntam-se, medidos por pipeta de
precis3o, 5 cm® de mosto ou vinho e neutraliza-se com soluc¢3o de hidréxido de sédio 0,05
N até atingir o ponto de viragem (coloracdo azul esverdeada). Juntam-se 5 cm? de solucdo

tampao de pH 7, para ficarmos com a cor exata no ponto de titulacdo.

b. TITULACAO E RESULTADO

Introduzem-se, na cdpsula de vidro, 30 cm® de dgua e 1 cm?® de indicador azul de
bromotimol. Juntam-se, medidos por pipeta de precisdo, 5 cm?® de mosto ou vinho e titula-
se com solucdo de hidréxido de sédio 0,05 N de modo a atingir coloracdo idéntica a do
ensaio prévio e regista-se o volume gasto (V).

Sendo V- o volume, em centimetros cubicos, da solucdo de hidrdxido se sédio 0,05
N, entdo a acidez total expressa em gramas de acido tartdrico por decimetro cubico, é

dada por:

AT=0,75 x V (g/dm? expresso em d&cido tartarico)

C. VALORES DE ACIDEZ TOTAL OBTIDOS

Tabela 25- Valores de acidez total e pH no mosto inicial e no final das culturas

Mosto Inicial Cultura com
imobilizacao
A B
Acidez Total 5,63 5,33 5,40
(g/L)
pH 3,14 3,05 3,04
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