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RESUMO

A uva Syrah é uma variedade de videira de Vitis vinifera L, destinada a producao de vinhos
tintos. Porém, a qualidade geral do vinho, a sua estabilidade e os parametros sensoriais nao
dependem apenas da qualidade da matéria-prima, mas também das préticas enoldgicas, da
gestdo da viticultura, do clima, da localizagdo geogréfica e também da diversidade microbiana
presente na uva. Os microrganismos apresentam um papel importante na definicdo das
caracteristicas do vinho uma vez que é possivel observar as influéncias positivas e negativas
nas caracteristicas do produto final. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
diversidade de leveduras e fungos filamentosos nas uvas da variedade Syrah. As analises foram
realizadas em diluicdo seriada em meios de cultivo DRBC (Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol) e Extrato de levedura Peptona e Glicose (YEPG) para obter o isolamento dos
microrganismos. Para as técnicas de identificagdo morfolégica foram observadas as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas para fungos e para as leveduras. Os resultados
encontrados para fungos filamentosos foram do Complexo Cladosporium cladosporioides, do
género Aspergillus sp, com as espécies identificadas A. japonicus, A. ochraceus, A. niger e A.
flavus, do género Penicillium sp, com as espécies P. paxilli, P. variabile, P. glabrum e P.
citrinum. Para leveduras a espécie identificada foi a Auerobasidium pullulans. A identificacdo
de apenas uma espécie de levedura, leva a concluir que estudos futuros devem ser realizados
para se obter uma melhor caracterizacdo da diversidade de microrganismos. Contudo, foi
possivel obter a diversidade microbiana dentro dos limites das técnicas utilizadas, e analisar a

influéncia de cada microrganismo na qualidade final do vinho na regiéo.

Palavras-chave: Diversidade de microrganismos, Terroir, Auerobasidium pullulans.



ABSTRACT
The Syrah grape is a vine variety of Vitis vinifera L, intended to produce high-quality red wines.
However, the general quality of the wine, its stability, and organoleptic parameters depend not
only on the quality of the raw material but also on oenological practices, viticulture
management, climate, geographical location, and microbial diversity present in the grape.
Microorganisms play an essential role in defining wine characteristics since it is possible to
observe the positive and negative influences on the features of the final product. The present
work aimed to evaluate the diversity of yeasts and filamentous fungi in Syrah grapes. The
analysis were carried out in serial dilution in Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC)
agar and Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPG) culture media to obtain the isolation of
microorganisms. For the morphological identification techniques, the macroscopic and
microscopic characteristics for filamentous fungi and yeasts. The results found for filamentous
fungi were from the Cladosporium cladosporioides Complex, of the genera Aspergillus sp, with
the identified species A. japonicus, A. ochraceus, A. niger and A. flavus, of the genera
Penicillium sp, with the species P. Paxilli, P Variabile, P. Glabrum and P. citrinum. For yeasts,
the specie identified was Auerobasidium pullulans. The identification of only one yeast species
leads to the conclusion that future studies should be carried out to better characterize the
diversity of microorganisms. However, it was possible to obtain the microbial diversity within
the limits of the techniques used and to analyze the influence of each microorganism on the

final quality of the wine in the region.

Keywords: Diversity of microorganisms, Terroir, Auerobasidium pullulans.
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1 INTRODUCAO

O vinho é produzido h& milhares de anos. Algumas pesquisas apontam que o vinho foi
produzido pela primeira vez no periodo neolitico, entre 6.000-5.000 a.C. (MCGOVERN et al.,
2017). A vitivicultura, atividade que envolve desde o cultivo das uvas até a fabricagéo do vinho,
é muito importante para a sustentabilidade da pequena propriedade no Brasil, além de ser
importante para a geracdo de emprego em grandes empreendimentos que produzem tanto uvas
de mesa, quanto uvas para a fabricacdo de vinho (MELLO, 2011).

A qualidade geral do vinho, sua estabilidade e os parametros sensoriais dependem da
composicdo fisico-quimica das matérias-primas, das condi¢des ambientais e da gestdo da
viticultura (JONES et al., 2014). A diversidade microbiana relevante da uva pode afetar o
resultado da fermentacdo e a qualidade do vinho final produzido (GRIGGS et al., 2021). Essa
diversidade afetou o processo de fermentacéo, levando a alteracfes na representacao relativa
das espécies microbianas pés-fermentativas (KAMILARI et al., 2021). Os microrganismos
apresentam um papel importante na definicdo das caracteristicas do vinho, como teor de etanol,
guantidade de dioxido de carbono, manoproteinas e niveis de compostos aromaticos
precursores. Esses compostos possuem uma contribuicdo positiva para as propriedades
sensoriais e caracteristicas do produto final (MARTINEZ-RODRIGUEZ; CARRASCOSA;
POLO, 2001).

A espécie de levedura mais utilizada para a fermentacdo alcodlica € Saccharomyces
cerevisiae (JEROMEL; KORENIKA; TOMAZ, 2019). O uso de culturas iniciadoras contendo
leveduras ndo-Saccharomyces € considerado uma solucdo para garantir a conclusdo da
fermentacdo alcodlica, enquanto vérias caracteristicas sensoriais sdo melhoradas (MEDINA-
TRUJILLO et al.,, 2017; WHITENER et al., 2017). Essas espécies nao-Saccharomyces
impulsiona a libera¢do de aroma pela secrecao de proteinas, principalmente enzimas, e a sintese
de novos metabdlitos secundarios. Além disso, contribuem para a estabilidade da cor do vinho
e ndo esgotam o acucar disponivel no mosto. Assim, as espécies ndo-Saccharomyces sdo
estrategicamente utilizadas para a criacdo de culturas multi-inicial, mistas ou sequenciais em
combinagdo com S. cerevisiae. (VAN WYK et al., 2019).

A presenca dos fungos filamentosos pode modificar a composi¢do quimica das uvas,
alterando o sabor, odor e cor dos vinhos. Os principais fungos responsaveis pela deterioracdo
das uvas na época de colheita pertencem aos géneros Botrytis, Alternaria, Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium (EINLOFT, 2012).



Embora a composicéo aromatica final do vinho seja altamente dependente das espécies
e cepas fermentativas, a microbiota da uva vem ganhando atencéo, pois diversos trabalhos
apontam para sua relevancia nas propriedades sensoriais finais dos vinhos (BELDA et al.,
2017).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade de
microrganismos presentes nas amostras de uva Syrah cultivadas em ambientes diferentes,
buscando entender como 0s microrganismos presentes nessas amostras podem influenciar a

qualidade final do vinho.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vitivinicultura no Brasil e em Minas Gerais

A vinicultura (ciéncia que estuda a producao da uva no Brasil) tem seu inicio estimado
pelo ano de 1532, quando os portugueses trouxeram as primeiras cepas para o litoral de S&o
Paulo. Mas s0 se tornou atividade comercial com a chegada dos imigrantes no Rio Grande do
Sul, na Serra Gaucha (MOTA et al., 2009).

Desde seu inicio até a década de 1960, a vinicultura brasileira ficou restrita as Regides
Sul e Sudeste, mantendo as caracteristicas de cultura de clima temperado, com ciclo vegetativo
anual e periodo de repouso definido pela ocorréncia das baixas temperaturas dos meses de
inverno. A partir de entdo, o cultivo da uva “Italia” foi levado, com sucesso, para a regido
Semiéarida do Vale do Submédio S&o Francisco, marcando o inicio da vinicultura tropical no
Brasil (PROTAS, J. F. DA S.; CAMARGO, U. A.; MELLO, 2006).

Algumas regides brasileiras se destacam na producédo de uva viniferas, como o Sul do
pais, mais precisamente os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul; o Nordeste, na regido
do Vale do Sdo Francisco; e o Sudeste, com destaque para Minas Gerais e S&o Paulo, onde
apesar de ndo apresentar uma grande producéo, tem alto potencial e vem ganhando destaque
pelo manejo diferenciado em que o ciclo de producgéo ocorre no periodo mais adequado para a
maturacéo das uvas (TROMBINI; BRISOLA; AVILA, 2022).

Minas Gerais tem investido em suas potencialidades na medida em que o estado se situa
na Regido Sudeste do Brasil entre os paralelos 14° 13' 57 e 22° 55' 47" de latitude sul e entre
0s meridianos 39° 51' 24" e 51° 02' 56" de longitude oeste. Abrange uma area de 582.586 kmz2,
que representa 6,9% da area total do Brasil. Portanto, € um Estado inteiramente contido na zona

intertropical qual favorece o cultivo de uvas viniferas (CUPOLILLO, 1997).



A produgéo de vinhos na regiéo sul de Minas Gerais tem crescido constantemente. 1sso
se da pelas condicGes edafocliméticas favoraveis, o que podemos nomear também de terroir, e
principalmente pelo manejo diferenciado, se destacando a dupla poda. Neste, o ciclo de
producdo ocorre no primeiro semestre, e a colheita é realizada no inverno, periodo favoravel a
maturagdo das uvas, uma vez que coincide com o menor indice pluvial no sudeste brasileiro.
(FAVERO et al., 2008).

O surgimento de novas regides produtoras de uva faz com que o estado se consolide
cada vez mais no mercado viticola além de dar alternativas para os produtores locais
diversificarem sua producdo, aumentando, consequentemente, seu lucro. Além disso, da suporte
ao desenvolvimento e contribuem para que a Vvitivinicultura seja uma atividade
economicamente rentavel (CAMARGO et al., 2016).

2.2 Variedade Syrah

A origem da variedade Syrah se deu pelo cruzamento entre da variedade ‘Mondeuse
Blanche’e ‘Dureza’, que ocorreu provavelmente no vale do Rio Rhone na Franga (MEREDITH
etal., 1999). E uma variedade de videira de Vitis vinifera, destinada & producéo de vinhos tintos
de qualidade (VOUILLAMOZ; HEREDITY, 2006).

Seus cachos sdo medianos, cilindricos e as bagas sdo medianas e ovaladas de coloragédo
negro-azulada (Figura 1) e tendem a desidratar quando estdo num estdgio avancado de
maturacdo (TAVARES; LIMA; MELO, 2009).

A adaptabilidade da variedade Syrah é bastante alta, embora prefira o clima continental
com verBes ensolarados e moderadamente quentes com noites mais frias, baixa umidade,
caracteristicas climaticas encontradas, como encontrado na Franca. Este clima leva a fabricagéo
de vinho Syrah de sabores premium, forte, elegante e delicado. As caracteristicas organolépticas
do vinho Syrah variam de acordo com o solo da plantacdo, por exemplo, solos pedregosos e
acidos ddo origem a vinhos mais robustos, vinhos personalizados, mais elegantes e de sabor
delicado, enquanto solos arenosos dao origem a vinhos finos com aroma discreto (ROBINSON;
HARDING, 2015).

Os vinhos Syrah caracterizam-se por uma cor intensa devido ao elevado teor de
compostos fendlicos, especialmente antocianinas e taninos, com sabor frutado ou floral. Devido
a composicdo quimica, especialmente os polifendis, respondem muito bem ao amadurecimento
e envelhecimento (VOUILLAMOZ; HEREDITY, 2006).

A variedade Syrah se destaca como a principal cultivar para vinhos tintos no Vale do

S&o Francisco, pois ela se apresenta como uma cultivar que inicia sua maturacdo das bagas a



partir de 47 dias a 55 dias ap0s a frutificacdo, considerada precoce. Quando comparada a outras
cultivares, ela tem um acumulo maior de s6lidos solUveis totais. Quando elaborado com uva
madura o vinho possui um bom potencial alcoolico, cor intensa, estruturado, com acidez

moderada e aromaético, adequado para o envelhecimento em barris (LIMA et al., 2005).

Figura 1 - Uva variedade Syrah

Fonte: Picarelli Martins, F (2002)
2.3 Producéo de vinhos de inverno

No estado de Sdo Paulo, a vitivinicultura nasceu na regido Leste, nos arredores das
cidades de Sdo Paulo e de Campinas. Nas primeiras décadas do século XX ganhou expressao
no municipio de Sdo Roque, como produtor de vinhos de mesa e expandiu-se ganhando
expressao na regido de Jundiai. O cultivo de uvas finas de mesa desenvolveu-se nos municipios
de Sdo Miguel Arcanjo e Pilar do Sul. Mais tarde, na década de 1980, o cultivo da uva fina de
mesa também ganhou expressdo na regido Noroeste do Estado com polo de referéncia no
municipio de Jales (PROTAS; CAMARGO, 2010).

Como novidade no setor vitivinicola de Sdo Paulo registra-se algumas iniciativas no
sentido da producdo de vinhos finos. Investimentos foram feitos em municipios como S&o
Carlos, Espirito Santo do Pinhal, Itobi e Divinolandia, com o plantio de castas finas visando a
producéo de vinhos finos e vinhos espumantes de qualidade. O sistema/modelo de producao
prevé a realizacdo de dois ciclos vegetativos e uma colheita por ano, realizada no periodo entre
os meses de julho a outubro, quando as condi¢fes climéticas apresentam baixa incidéncia de
chuvas, muita insolacdo e temperaturas amenas, favoraveis a maturagdo da uva (PROTAS;
CAMARGO, 2011; IBRAVIN 2012).
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No sul de Minas Gerais o plantio das variedades viniferas encontrou dificuldades
iniciais para o estabelecimento, principalmente devido & decorréncia do ciclo normal de
brotamento, amadurecimento e colheita das uvas. No hemisfério sul, a poda ocorre no inverno,
durante o repouso da videira (abril a julho) e a colheita ocorre no verdo (janeiro a margo). No
entanto, neste periodo, no Brasil ocorre a estacdo de chuvas, o que atrapalha o amadurecimento
das uvas utilizadas na fabricagdo de vinhos. Devido a essas circunstancias foi necessario alterar
0 ciclo da videira, ou seja, a uva foi induzida a mudar suas etapas de crescimento,
amadurecimento e colheita, por meio da realizacdo de duas podas, uma em agosto e a outra em
janeiro. Essa poda dupla permite a formacdo de ramos produtivos e a eliminagdo de alguns
cachos. Com isso, a planta muda seu ciclo, comecando a brotar em fevereiro, a florescer em
marco e inicia a formacdo dos cachos em abril, sendo a colheita realizada no inverno. Essa
mudanca na inversao do ciclo da videira faz com que os frutos sejam colhidos no inverno, o
que traz beneficios para o fruto (LIRA, 2017).

A producgédo de vinhos de qualidade em zonas tropicais ganhou perspectiva com a
estratégia de producdo da uva em regides de altitude, com duas podas anuais e apenas uma
colheita. A colheita é programada para o periodo de temperaturas mais baixas, coincidente com
0 periodo de estiagem, proporcionando uvas de excelente qualidade (DA MOTA; DE
OLIVEIRA, 2011).

O manejo da dupla poda permite que a maturacdo da uva ocorra durante o
outono/inverno, periodo de baixa precipitacdo, grande insolacdo e boa amplitude térmica. A
luminosidade influencia no agucar acumulado nos cachos. Em dias nublados ocorre baixa
fotossintese e consequentemente pouco aglcar é acumulado. Em dias claros ocorre alta
fotossintese e, portanto, mais agUcar. As baixas temperaturas noturnas, por sua vez, favorecem
a sintese e acimulo de polifendis, que ditam a intensidade da cor do fruto e a producdo de
tanino, substancia essencial para uma boa estrutura do vinho. Ja a baixa umidade é importante
porgue evita o aparecimento de doencas, como podridfes de cachos (FAVERO et al., 2008).

A técnica da dupla poda com colheita de inverno tem se mostrado eficiente no Sul de
Minas Gerais para cultivares de Vitis vinifera tintas e brancas, permitindo melhores indices de
maturacdo em relacdo a safra de verdo (DA MOTA et al., 2010).

Situada numa regido tradicionalmente produtora de café, Trés Coracdes € um dos
municipios onde se iniciou o projeto de desenvolvimento viticola sob o regime de dupla poda
com a variedade Syrah. Seu primeiro vinhedo experimental foi instalado em 2001 e primeira
colheita ocorreu em julho de 2003, a partir de uma parceria entre a EPAMIG e a Fazenda da

Fé, dando origem a expressao “Vinhos de Inverno”. As vinificagdes experimentais revelaram
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um alto potencial qualitativo dos vinhos, estimulando a implantagdo de vinhedos comerciais ja
a partir do ano de 2004. Seu primeiro vinho foi langcado no mercado em 2013, sendo que, a
partir de entdo, varios outros vinhedos foram instalados, todos eles empregando a técnica da
dupla poda (FAVERO et al., 2008).

A busca pela otimizacdo da producédo e qualidade dos vinhos de inverno tem levado a
execucdo de novos projetos de pesquisa, buscando introduzir novos cultivares, e a0 mesmo
tempo testar cultivares tradicionais em diferentes porta-enxertos que possam induzir melhor
equilibrio entre vegetacédo e producdo em regime de dupla poda. O uso de porta-enxertos mais
vigorosos melhora a produtividade da videira Syrah e também induz uma composic¢éo fendlica
suficiente, equilibrio de acidez e alcool na bebida final (DIAS et al., 2017).

2.4 Diversidade de microrganismos

O terroir € uma palavra de origem francesa que ndo tem traducdo em nenhum outro
idioma e esté relacionada diretamente ao solo e ao microclima particular de uma regido, ou seja,
a localizagdo geogréfica do vinhedo, o qual ira influencia no surgimento de caracteristicas
peculiares da uva que, consequentemente, determinardo a qualidade, a tipicidade e a identidade
de um vinho (COSTA, E. R. C.; COELHO, 2017) além do cultivar e das praticas humanas que
irdo interagir na regido. Vinhos produzidos em uma regido, apresentardo caracteristicas Unicas,
ndo podendo ser reproduzidas em outras regides, mesmo utilizando as mesmas técnicas de
vinificagcdo (ANESI et al., 2015).

O vinho é um produto com elevado interesse sociocultural. Em particular, os vinhos
com caracteristicas autdctones distintivas tém uma grande procura entre consumidores e
colecionadores, causando importantes consequéncias econdémicas. Sabe-se que fatores fisicos
(clima) e bioldgicos (solo, variedade de uva e fauna), bem como técnicas de viticultura e
enologia trabalham em conjunto para determinar as caracteristicas sensoriais de um vinho de
uma determinada regido. Neste sentido importa referir que, para além destes fatores, estudos
recentes destacam a contribuicdo da microbiota autoctone da vinha no processo de vinificacéo
de vinhos de uma determinada regido (KNIGHT et al., 2015).

Os microrganismos, predominantemente fungos, podem afetar significativamente o
‘fenétipo’ do vinho, em primeiro lugar, afetando a salde e o desenvolvimento da videira e dos
frutos e, portanto, a qualidade (BARATA; MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012), e
também interferindo no sabor, aroma e estilo do vinho devido as suas acfes durante a
fermentacdo (MASNEUF; AIGLE; DUBOURDIEU, 1996).
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E conhecido que diferentes espécies de microrganismos afetam diferencialmente a
salde e o desenvolvimento da videira, e que diferentes espécies de leveduras, e mesmo
diferentes gendtipos de S. cerevisiae, produzem diferentes perfis de aroma no vinho (ANFANG,;
BRAJKOVICH; GODDARD, 2009). O vinho pode ser feito tentando remover o conjunto de
microrganismos que estdo naturalmente associados as uvas e, em seguida, inoculando
deliberadamente com uma cepa comercial de levedura, ou permitindo que 0s microrganismos
naturalmente associados as uvas conduzam o fermento (GODDARD, 2008). A primeira opcao
inoculada reduz o potencial dos micrdbios de contribuir para o terroir, pelo menos durante a
fermentacdo, e so esta disponivel comercialmente para os vinicultores desde 1965. A Gltima
tem sido empregada pelo homem desde os primoérdios da civilizagdo e é conhecida como
fermentacao espontanea ou selvagem, podendo compreender pelo menos dezenas de espécies e
centenas de cepas de S. cerevisiae (GODDARD et al., 2010).

Uma vez que o vinho fermentado espontaneamente compreende uma diversidade de
espécies de leveduras e cepas de S. cerevisiae, as interacdes metabdlicas entre esses diferentes
tipos também podem ser a chave para qualquer assinatura microbiana que contribua para o
terroir. Devido a natureza complexa e muitas vezes imprevisivel das interacbes microbianas,
os efeitos da comunidade nas propriedades quimicas e sensoriais do vinho sdo dificeis de
controlar experimentalmente (KNIGHT et al., 2015).

2.5 Leveduras com potencial enoldgico

A fermentacdo alcodlica do mosto de uvas é conduzida principalmente por
Saccharomyces cerevisiae, a principal levedura do vinho. No entanto, durante a fermentacéo
espontanea, varias outras leveduras encontradas naturalmente nas cascas das uvas, conhecidas
como leveduras ndo-Saccharomyces, podem contribuir significativamente para a qualidade do
vinho (FLEET, 2003). Embora as leveduras ndo-Saccharomyces iniciem a fermentacgdo, a
maioria delas ndo € detectavel no final do curso, seja porque sdo intolerantes ao etanol ou
incapazes de resistir ao antagonismo microbiano (MORTIMER et al., 1994).

A maioria das espécies ndo-Saccharomyces tem baixo poder fermentativo, 0 que torna
necessario utilizad-las em fermentacBes sequenciais com S. cerevisiae para esgotar
completamente os aclcares. Além disso, alguns deles tém cinética de fermentacéo lenta, o que
¢ uma desvantagem para uma implantagdo competitiva em mostos contendo populagdes
indigenas de S. cerevisiae. Tecnologias emergentes para controlar leveduras nativas selvagens

podem facilitar o desenvolvimento, crescimento e atividade fermentativa das leveduras néo-
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Saccharomyces inoculadas e, portanto, a expressdo adequada de suas propriedades metabolicas
(MORATA et al., 2017).

A acidez do vinho, especialmente o pH, é um parametro chave no vinho que controla o
desenvolvimento microbiano e a estabilidade quimica. O controle de pH tradicional €
conduzido por processos de acidificagdo com acido tartarico ou técnicas modernas de troca
ibnica, que infelizmente afetam a qualidade sensorial. A modulagdo bioldgica da acidez do
vinho pode ser feita de forma eficiente por varias espécies nao-Saccharomyces, pela producéo
de acido lactico por Lachancea thermotolerans ou &cido succinico por Candida stellata, pela
desmalicizacdo por Schizosaccharomyces pombe ou Pichia kudriavzevii, e pelo controle da
acidez volatil em fermentagdes com Torulaspora delbrueckii ou Zygosaccharomyces
florentinus destacam as possibilidades de ndo-Saccharomyces na melhoria da acidez do vinho
(VILELA, 2019).

O papel dessas leveduras é crucial na formagédo do sabor e aroma dos vinhos através da
producdo de metabdlitos importantes, incluindo compostos volateis, como aldeidos, ésteres ou
cetonas, e compostos ndo volateis, como glicerol e acido latico (SGOUROS et al., 2018). Entre
outros metabdlitos, cepas selecionadas de Lachancea thermotolerans podem produzir altos
niveis de &cido latico durante a fermentacdo alcodlica, aumentando assim a acidez dos vinhos
(KAPSOPOULOU et al., 2006). Lachancea thermotolerans é uma dessas espécies de leveduras
selvagens com grande potencial enoldgico, entre outras importantes aplicagdes biotecnoldgicas
(MORATA etal., 2018). Deve-se notar, que o acido latico no vinho é produzido principalmente
a partir da descarboxilacao do acido L-malico pela atividade metabdlica das bactérias do acido
latico durante a fermentacdo malolatica que geralmente segue a fermentacdo alcodlica,
resultando na reducdo da acidez do vinho. Essa capacidade torna a L. thermotolerans Unica
entre as leveduras, pois a producdo de acido latico por outras espécies € muito rara
(HRANILOVIC et al., 2018).

A desacidificacdo do vinho por metabolizacdo do &cido malico € uma etapa essencial na
vinificagdo de vinhos tintos. Este acido é instavel durante a estabilizagéo e envelhecimento e
pode produzir névoas microbianas se ndo for eliminado previamente. Normalmente, o acido
malico é transformado em &cido latico pela fermentacdo malolatica produzida por bactérias
lacticas, principalmente Oenococcus oeni, devido a composicdo especifica do vinho.
Alternativamente, S. pombe € capaz de metabolizar o 4cido malico pela via de fermentagéo
maloalcodlica. As vantagens sdo a degradacao rapida e eficiente do &cido malico e a0 mesmo
tempo a S. pombe pode produzir a fermentacao alcoolica. Além disso, seu uso reduz a formagao

de aminas biogénicas. Além disso, 0 metabolismo peculiar de S. pombe facilita a formacdo de
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pigmentos de piranoantocianina de vitisina A, com efeitos positivos na estabilidade da cor
(LOIRA et al., 2018).

Candida spp. € um dos géneros de levedura comumente presentes no mosto em estagio
inicial de fermentacio (GONZALEZ-ALONSO et al., 2021). As leveduras deste género
caracterizam-se como produtoras de alto glicerol e baixo teor de &cido acético, com efeitos
negativos no teor de aldeidos e ésteres de acetato nos vinhos (JOLLY; VARELA; PRETORIUS,
2014). Tem a capacidade de produzir y-D-glucosidases que hidrolisam glicosideos no mosto de
uva (FERNANDEZ-GONZALEZ; DI STEFANO; BRIONES, 2003). A presenca desta enzima
pode contribuir para a formacao de compostos arométicos no vinho. Além disso, a producao de
proteases pode promover o crescimento de microrganismos durante a fermentacdo devido a
liberacdo de fontes de nutrientes assimilaveis como peptideos e aminoacidos. Candida também
pode produzir exopolissacarideos de varias fontes de acucar (GIENTKA et al., 2016).

Dentre as espécies pioneiras utilizadas em enologia esta a T. delbrueckii, com poder
fermentativo médio, algumas cepas chegam a 9%-10% em &lcool com alta pureza de
fermentacdo. A producdo de ésteres acéticos e outros aromas especificos torna esta levedura
uma opcao chave para melhorar o aroma do vinho, mas também tem efeitos interessantes no
corpo e estrutura (RAMIREZ; VELAZQUEZ, 2018). Recentemente, tem sido utilizado em
vinhos espumantes para fazer vinhos base mais complexos, a0 mesmo tempo que aumenta a
estrutura durante o envelhecimento em garrafa (IVIT; KEMP, 2018).

A producdo de ésteres acéticos € uma estratégia interessante para melhorar o perfil
aromatico de um vinho. O uso de Wickerhamomyces anomalus ajuda a aumentar os teores de
varios ésteres, especificamente 2-fenil-acetato de etila, com perfis florais positivos (PADILLA,;
GIL; MANZANARES, 2018). A principal desvantagem desta espécie é a alta producdo de
acido acético, que pode ser parcialmente controlada com selecdo adequada de linhagens, mas
também através de seu uso em fermentagdo sequencial com S. cerevisiae. Espécies apiculadas,
como os géneros Hanseniaspora e Kloeckera, também sdo descritas como fortes produtoras de
ésteres de acetato, e muitas espécies aumentam a formacédo de 2-fenilacetato de etila; alguns
também produzem benzenoides ou nor-isoprenoides. Além disso, tendem a ter um efeito
interessante na estrutura, produzindo vinhos encorpados (MARTIN et al., 2018).

Um amplo conjunto de atividades enzimaticas também pode ser encontrado em
Aureobasidium pullulans, véarias dessas enzimas podem ser purificadas com aplicacdes Uteis
em enologia. Aureobasidium pullulans produzem uma ampla gama de produtos naturais bem
documentados na literatura internacional e que tém sido considerados seguros para aplicagoes
biotecnologicas e ambientais (BOZOUDI; TSALTAS, 2018).
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Aureobasidium pullulans estd entre a microbiota dominante do suco de uva e
considerada microrganismo antifitopatdégeno (Figura 2), expressando atividade antifingica e
antibacteriana contra varios patdgenos pos-colheita importantes, como como Botrytis e Bacillus
Além disso, essas espécies tém uma contribuicdo essencial para a cor do vinho, caracteristicas
sensoriais e eficiéncia de clarificacdo (ONETTO; BORNEMAN; SCHMIDT, 2020).

Figura 2 — Aureobasidium pullulans (a) colonia em Sabouraud Dextrose Agar (b) visao
microscopica de células leveduriformes com pseudomicélio caracteristico, () visdo
microscopica caracteristica de células

Fonte: Bozoudi e Tsaltas (2018)
3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

As amostras de uva tinta da variedade Syrah foram coletadas em uma vinicola localizada
na cidade de Espirito Santo do Pinhal, S&o Paulo. As amostras foram coletadas em dois
ambientes diferentes nomeados como Syrah inferior e Syrah superior. Foram coletados 3 pontos
equidistantes como mostra a Figura 3, trés cachos de uva em cada um dos pontos (P1, P2 e P3)
onde as coordenadas geograficas podem ser observadas na Tabela 1. Essas amostras foram
coletadas e colocadas em sacos plasticos estéreis, que foram transportadas em caixas térmicas,
para o laboratdrio de Micologia e Micotoxinas, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras, onde foram congeladas e posteriormente analisadas.

Figura 3 — Transecto diagonal tracado ao longo do vinhedo para coleta das amostras de uvas
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Fonte: (FREIRE, 2016)

Tabela 1 — Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta das amostras de uvas da variedade
Syrah localizadas em Espirito Santo do Pinhal, S&o Paulo

Variedade Ponto Informacdes de localizagédo
Latitude Longitude Altitude (m)
Syrah superior 1 22°11'7,08" N 46°42'22,07" O 1121
2 22°11'7,08" N 46°42'20,59" O 1121
3 22°11'7,22" N 46°42'19,37" O 1118
Syrah inferior 1 22°11'5,46" N 46°42'18,25" O 1108
2 22°11'4,42" N 46°42'18,40" O 1106
3 22°11'3,12" N 46°42'18,68" O 1123

3.2 Isolamento de microrganismos

Para o isolamento foi utilizada a técnica de diluicdo seriada e do plagueamento em
superficie, onde foram coletadas 25g de bagas de uva aleatoriamente, adicionadas a 225ml de
agua peptonada a 0,1% para obtencdo do mosto. As bagas foram maceradas e em seguida,
mantidas sob agitacdo no Stomacher (METROTERM), a 490 batidas por 2 minutos.
Posteriormente, foi realizada a diluigdo seriada do mosto (1:10, 1:100 e 1:1000) onde aliquotas
de 0,Iml das diluicbes foram espalhadas na superficie dos meios de cultura até total
esgotamento.

Os meios de cultura utilizados para isolamento de leveduras foram o Agar Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (10g de glicose; 5g de peptona bacterioldgica; 1g de
KH2POys; 0,59 de MgS0.4.7H20; 0,5ml de solucdo 5% de rosa de bengala; 1,0ml de dicloran;
1.000ml de agua destilada; 15g de agar; 1mg de cloranfenicol) e Extrato de Levedura, Peptona
e Glicose (YEPG) (Extrato de Levedura 1%; Peptona Bacterioldgica 2%; Glicose 2%, Agar
1,5%). Logo apos a diluicdo seriada, as placas de DRBC e YEPG foram incubadas em BOD a
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25°C por 48 horas. Ap0s o periodo de incubagdo foi feita a caracterizacdo dos microrganismos
onde foram observados forma, tamanho, superficie, bordas, cor e perfil da colénia. Também foi
utilizada a técnica da raiz quadrada para escolher o nimero de microrganismos que seriam
isolados. Logo em seguida foram passados para meio de purificacdo YEPG a 28°C por 48 horas.

O procedimento foi igualmente repetido para isolamento dos fungos, no entanto, as
placas de DRBC e YEPG foram incubadas em BOD a 25°C e 28°C por 7 dias respectivamente.
Para a caracterizacdo por morfotipos de fungos filamentosos, observou-se caracteristicas de cor
das colénias, cor do micélio, cor do reverso, textura, presenca de exsudato/pigmentacéo. Logo
apos a caracterizacdo por morfotipos, os isolados foram transferidos para o meio de purificacdo
MA (agar extrato de malte) e incubados em BODs de 25°C por um periodo de 5 a 7 dias.

3.3 ldentificacéo de leveduras por espectrometria de massa (Maldi-Tof)

As leveduras isoladas foram cultivadas no meio de cultura YEPG por aproximadamente
24 horas a 28°C para realizar a analise do Maldi-Tof (técnica de dessorcao/ionizacao a laser
assistida por matriz, seguida de espectrometriade massas por tempo de voo). Uma pequena parte
da biomassa foi transferia para microtubos e adicionados aproximadamente 7uL de solucdo de
acido férmico 25% em agua (v/v). As amostras foram homogeneizadas em vértex por 1 minuto
e levadas para o sonicador durante 5 minutos. Imediatamente, 0,7uL. de cada suspensao celular
foi transferida para a placa do MALDI onde foi adicionado 1uL de solugdo matricial (acido a-
ciano-4-hidroxicinamico [HCCA] (MIGUEL et al., 2017).

A aquisicao do espectro foi realizada em um espectrémetro de massa Microflex (Bruker
Daltonics). Cada espectro final foi gerado pela soma de 240 impulsos de laser acumulados por
perfil. A lista de picos resultante foi exportada para o pacote de software MALDI Biotyper 3.0
(versdo 3.0; Bruker Daltonics GmbH), que é uma base de dados comercial da Bruker Daltonics
(Bremen, Alemanha). No banco de dados essa lista de picos de amostra individuais resultante

foi comparada com os espectros de referéncia e classificados automaticamente.

3.4 Identificacdo morfoldgica de fungos filamentosos

Apols a obtencdo das colonias puras de fungos filamentosos, os isolados foram
transferidos para meios de cultura de acordo com a caracterizacdo de cada morfotipo,
permitindo assim a sua identificacdo. Para Penicillium e Aspergillus, usaram-se 0s meios
Czapeck yeast Agar — CYA (K2HPO4: 1g; concentrado czapec: 10ml; extrato de levedura: 5g,
agar. 159, agua destilada: 1.000ml); (concentrado czapec: (NaNOs: 30g, KCI: 5g,
MgS0..7H20: 5¢g, FeS04.7H20: 0,1g, ZnS0O4.7H,0: 0,1g, CuSO4.5H,0: 0,05g, agua destilada:
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100ml), com incubagio a 25°C e a 37°C por 7 dias, e 0 meio Agar extrato de malte (MEA)
(extrato de malte: 20g, peptona: 1g, glucose: 30g, &gar: 20g, &gua destilada: 1.000ml), a 25°C
por 7 dias, de acordo com o Manual de Klich (KLICH, 2002) para o género Aspergillus e o
Manual de Pitt (PITT, 2000) para o género Penicillium. Os demais géneros foram inoculados
em MEA (extrato de malte: 20g, peptona: 1g, glucose: 30g, &gar: 20g, agua destilada: 1.000ml),
a 25°C. Apos sete dias de incubacdo, foram observadas as caracteristicas macroscopicas
(diametro da col6nia, cor da coldnia, cor do micélio, cor do reverso, presenca de sulcos no
reverso da colbnia, pigmentacdo sollvel e cleistotécio/esclerodios) e microscopicas para
Aspergillus (comprimento, largura e textura do conidiéforo, didmetro e forma da vesicula,
didmetro, forma e textura dos conidios), e para Penicillium (comprimento, largura e textura do
conidioforo, comprimento e textura da ramificacdo, comprimento e textura da métula,
comprimento e textura da fialide, além do diametro, forma e textura dos conidios), foram

observadas e mensuradas, onde em seguida foram comparadas com os manuais de identificagéo.

4 RESULTADOS

A partir das amostras analisadas foi possivel identificar um total de 36 leveduras na
amostra Syrah Superior apresentando uma populacdo média de 4,5x102 UFC/g (Unidades
formadoras de colonias/ grama), sendo elas Aureobasidium pullulans (8,5x10%) e Morfotipo 1
(1,0x102), e na Syrah Inferior foram identificadas 31 leveduras com uma populagéo de 2,8x10?
sendo representado apenas por Aureobasidium pullulans como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Diversidade de leveduras nas amostras de uva das variedades Syrah Superior e
Syrah Inferior
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Dentre os isolados identificados Aureobasidium pullulans (8,5x10%) apresentaram a
maior populacdo na variedade Syrah superior, e Aureobasidium pullulans (2,8x10?%) na Syrah
inferior.

Na amostra de uva variedade Syrah superior foram identificados um total de 90 fungos
filamentosos o que representa uma populacdo média de 5,3x10® UFC/g, sendo eles:
Cladosporium cladosporioides complexo (5,3x10%), Aspergillus japonicus (1,0x10%),
Penicillium sp (1,0x10%), P. paxilli (1,0x10%), A. ochraceus (2,0x10%), P. variabile (1,0x10°%),
P. glabrum (1,0x10%), (1,0x10% e A. niger (2,0x10%). Ja4 na amostra Syrah inferior foram
identificados 80 isolados, com uma populacio média de 4,56x10° UFC/g tendo como
representantes Cladosporium cladosporioides complexo (4,0x10%), Aspergillus japonicus
(2,0x10%), Morfotipo 2 (1,0x10%), P. variabile (1,0x10%), A. niger (1,0x10%), A. flavus (1,0x10%),
A. sp (1,0x10%), A. niger agregado (2,0x10%), P. citrinum (2,0x10%) (Figura 5).
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Figura 5 — Diversidade de fungos filamentosos nas amostras de uva das variedades Syrah
Superior e Syrah Inferior (C.C.C: Cladosporium cladosporioides complexo)
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Dentre os fungos filamentosos identificados, 0s que apresentaram a maior populagéo
nas uvas foi Cladosporium cladosporioides complexo, 5,3x10® UFC/g, e 4,0x10% UFC/g, na

variedade Syrah superior e Syrah inferior respectivamente.
5 DISCUSSAO

5.1 Aureobasidium pullulans e sua importéncia na vitivinicultura

Bactérias e leveduras sdo mais propensas a mostrar um comportamento mutualista entre
si, a fim de colonizar eficientemente as superficies das bagas. Durante essas interacdes nas
superficies das bagas, elas podem ter maior capacidade de captura de nutrientes, resistindo a
estresses ambientais e interagindo também com outras categorias de microrganismos, como
fungos e virus. Varios modos de acdo podem estar envolvidos no controle bioldgico por
antagonistas microbianos (ADIKARAM; JOYCE; TERRY, 2002) incluindo competi¢do por
espaco e nutrientes, parasitismo direto, exclusdes de sitios e resisténcia induzida e producéo de
compostos volateis antifingicos. Conforme descrito por varios autores, o principal mecanismo
pelo qual A. pullulans é eficaz em sua capacidade de biocontrole é devido & competicdo por
nutrientes (DROBY et al., 2002). Da mesma forma, (ADIKARAM; JOYCE; TERRY, 2002)
observaram que as uvas tratadas em seus locais de feridas com células de A. pullulans mortas

pelo calor reduzem a decomposic¢do na mesma extensdo que as células vivas.
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Neste estudo foi mostrado que o A. pullulans é amplamente encontrado no terroir da
area de estudo. Tal observacdo também foi relatada por Gostincar et al., 2014, em que 0s autores
afirmam que o A. pullulans é um dos organismos comuns facilmente encontrados na maioria
dos habitats, incluindo videiras, com alta diversidade morfoldgica e genética. Essa abundancia
observada levou muitos cientistas a explorar seu potencial de biocontrole para doengas
importantes da uva, como o mofo cinzento Botrytis (PARAFATI et al., 2015), e para a podriddo
do cacho causada por espécies de Aspergillus (PANTELIDES et al., 2015). Os mecanismos
propostos para explicar essa atividade antifingica foram exclusao por bactérias e leveduras de
sitios de adesdo fungica (BENBOW; SUGAR, 2007) competicdo por nutrientes e producdo de
metabolitos ou enzimas antifngicas. (VERO et al., 2002). A levedura A. pullulans secreta
enzimas quitinase e glucanase capazes de hidrolisar fungos (IPPOLITO et al., 2000).

Aureobasidium é reconhecido como produtor de uma série de produtos de importancia
industrial. A. pullulans € relatado para produzir amilases (MANITCHOTPISIT et al., 2011),
celulases, lipases (LEATHERS et al., 2013), xilanases (MANITCHOTPISIT et al., 2009),
proteases e lacase (MA et al., 2007). Atualmente na industria vinicola, pectinases, glucanases,
xilanases e proteases sao utilizadas para melhorar a clarificacdo e processamento do vinho. A.
pullulans é um excelente produtor de xilanases, y-glicosidases além de glicose oxidase (IEMBO
et al., 2002). Foi detectado que a glicosidase é usada para a liberagcdo de aromas varietais de
compostos precursores e glicose oxidase para a reducdo dos niveis de alcool (LEITE et al.,
2008).

Além disso A. pullulans produz enzimas pectinoliticas extracelulares enquanto cresce
em meio contendo pectina como Unica fonte de carbono (MANACHINI; PARINI; FORTINA,
1988). As pectinases na vinificacdo estdo envolvidas na degradacdo de substancias pécticas
presentes nas paredes das células da casca da uva, levando a beneficios importantes, como
maior rendimento de suco, prensagem mais facil, clarificacdo e filtragdo mais eficientes do
vinho, além de liberar mais compostos de cor e sabor aprisionados na casca da uva (CABEZA
et al., 2009). Recentemente, ha um interesse crescente no uso de leveduras ndo-Saccharomyces
durante a vinificacdo devido a sua dotacdo enzimética benéfica, como enzimas pectinoliticas,
que € capaz de produzir grande melhoria sensorial e tecnoldgica em vinhos (BELDA et al.,
2016). Em trabalhos relatados sobre o microbioma da uva, A. pullulans emite componentes de
sabor tipicos e bem conhecidos do vinho tinto (ou seja, acido 2-metilbutanoico, 3-metil-1-
butanol e octanoato de etila) (VERGINER; LEITNER; BERG, 2010). Além disso a Y-
glicosidase e as pectinases estdo envolvidas na producio de aroma (MERIN; MORATA DE
AMBROSINI, 2018).



22

5.2 Impactos negativos dos fungos filamentosos

Os fungos filamentosos s@o de extrema importancia pois atuam na estabilidade fisico-
quimica e propriedades sensoriais do vinho proveniente das uvas de origem, porém guando em
estado de crescimento descontrolado em uvas antes da colheita, podem ocasionar a “podridao”,
uma vez que levard ao desenvolvimento secundario de bactérias e leveduras. Eles estdo
presentes nas adegas, nas superficies e também no ar, apesar de ndo tolerarem o etanol.
(FUGELSANG, K.C., EDWARDS, 2007).

A podriddo de Cladosporium (Cladosporium spp.) € uma doenca comum em vinhedos.
A incidéncia da doenga muitas vezes excede 50% dos cachos devido a colheitas atrasadas. Este
atraso € necessario para obter o amadurecimento fendlico para garantir o desenvolvimento de
aroma e sabor necessario para a qualidade ideal do vinho. Nessas condic@es, as cultivares tintas
costumam ser colhidas quando as uvas estdo parcialmente senescentes, favorecendo a
incidéncia e severidade da podriddo de Cladosporium, que reduz o rendimento e afeta a
qualidade do vinho. (BRICENO; LATORRE, 2008).

A podriddo da baga, conhecida como podriddo acida ou podriddo de Aspergillus, é
principalmente causada por Aspergillus pretos, muito comuns em quintais. O solo e o lixo da
videira no solo séo as principais fontes de Aspergillus spp. pretos em vinhas (KAZI et al., 2008).

Sabe-se que A. carbonarius e A. niger séo produtores de ocratoxina A, toxina que na
bebida final, pode causar riscos a satde do consumidor (ABRUNHOSA et al., 2001).

Apesar da predominancia de algumas espécies de fungos, a comunidade presente nas
amostras era diversificada, caracterizadas por géneros como Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium derivados de ecossistemas de vinhedos. Essa comunidade pode estar mais
relacionada a origem geografica (localizagdo do vinhedo), microclima e propriedades do solo
(disponibilidade de nutrientes), do que a variedade da videira, estando de acordo com estudos
da microbiota associada a videira. (MEZZASALMA et al., 2018)

Dimakopoulou e colaboradores (DIMAKOPOULOU et al., 2008) descobriram que o
isolado de A. pullulans era tdo eficaz quanto os fungicidas comerciais para a podriddo dos
cachos. A. pullulans também podem degradar e desintoxicar a ocratoxina A, prevenindo a
contaminacgéo do vinho (DE CURTIS; DE CICCO; LIMA, 2012).

6 CONCLUSAO

A partir do estudo foi possivel observar a diversidade de leveduras e fungos
filamentosos presentes na amostra de uva da variedade Syrah, juntamente com a influéncia que

esses microrganismos tem na qualidade final do vinho.
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A microbiota terroir da regido de estudo avaliada a partir da amostra de uva Syrah é
constituida em uma maior incidéncia por fungos filamentosos do complexo Cladosporium
cladosporioides e os géneros Penicillium e Aspergillus foram os principais componentes da
microbiota da uva sendo 0s microrganismos de maior predominancia neste estudo, assim como
as leveduras pertencentes a espécie Aureobasidium pullulans.

Os microrganismos isolados com potencial para producdo de ocratoxina A é a espécie
A. carbonarius. Esses microrganismos ndo foram encontrados com muita incidéncia na uva, o

que diminui o risco dessa micotoxina no vinho produzido.
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