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Resumo - O grande desenvolvimento da indUstria vinicola brasileira ocorreu na década de 70,
guando empresas internacionais se instalaram na Serra Galcha. Desde entdo, as vinicolas
brasileiras tém investido na busca da qualidade do produto, procurando competir com 0s
vinhos importados e alcancar o mercado externo. A fim de contribuir com a pureza e
autenticidade dos vinhos brasileiros e tendo em vista que muitos aspectos da contaminacao
microbiana de vinhos precisam ser esclarecidos, evidencia-se a necessidade de distinguir as
diferentes cepas de leveduras envolvidas no processo enoldgico — tanto responsaveis pela
fermentacdo alcodlica quanto as contaminantes. Sabendo que a principal fonte de
contaminacdo sé@o as barricas de envelhecimento da bebida, buscamos identificar leveduras
em vinhos tinto (cabernet sauvignon e merlot) envelhecidos em barris em duas vinicolas do
Estado do Rio Grande do Sul. Para tanto, foram semeadas amostras do vinho diretamente em
agar YEPG com cloranfenicol, nos volumes de 0,1mL e 1,0mL, sempre em triplicatas. Apds,
0s meios foram incubados a 28°C por uma semana e colbnias de leveduras de cada tipo
morfologico foram selecionadas, purificadas e armazenadas para posterior identificacdo. Na
primeira vinicola abordada, a média colonial encontrada nas amostras foi de 9x10* UFC.mL™,
das quais foram selecionadas 100 leveduras. A identificacdo dos micro-organismos estd em
andamento, bem como o isolamento de leveduras de uma segunda vinicola, da qual ja ha 20
micro-organismos selecionados. Com os resultados finais deste estudo pretende-se identificar
as leveduras presentes no processo enoldgico e orientar medidas para evitar sua contaminacao
no caso de leveduras indesejaveis serem encontradas.
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Introducéo

O grande desenvolvimento da inddstria vinicola brasileira ocorreu na década de 70, quando
empresas internacionais (Chandon, Martini & Rossi e Heublein) se instalaram na Serra
Gaucha. Desde entéo, as vinicolas brasileiras tém investido na busca da qualidade do produto,
procurando competir com os vinhos importados e alcancar o mercado externo.

A maturacdo de alguns vinhos é realizada em barricas de carvalho, tanto francés quanto
americano. Esta etapa é a principal responséavel pela contamina¢do microbiana, especialmente
por Dekkera bruxellensis, hoje considerada como a maior causadora da deterioracao de vinhos
(Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003). Leveduras do género Dekkera/Brettanomyces sao
produtoras de fenois volateis que conferem sabores desagradaveis (off-flavour) ao vinho
(Chatonnet et al., 1992), conhecidos como “estabulo”, “suor de cavalo”, “couro”. Segundo
Chatonnet et al. (1992), as barricas de carvalho s@o nicho ecolégico para espécies
Dekkera/Brettanomyces, 0 que torna a reutilizacdo das barricas perigosa, ja que muitos
processos de higienizacdo (queima de enxofre em barris vazios) ndo sdo suficientes para



eliminacdo dessas espécies. Outros trabalhos relataram que o tratamento com agua quente e
vapor d’agua também nao sdo suficientes para eliminar leveduras e bolores aprisionados nas
madeiras dos barris.

Na elaboracdo de vinho, a fermentagdo alcodlica ocorre na presenca de diversas espécies
de leveduras e bactérias (principalmente lacticas e acéticas), tornando dificil tracar uma linha
entre a atividade fermentativa benéfica e a atividade deteriorante (Loureiro & Malfeito-
Ferreira, 2003). Por isso, leveduras deteriorantes sdo procuradas somente na estocagem ou
envelhecimento e durante o processo de engarrafamento. No entanto, muitos efeitos
deteriorantes ocorrem antes da fermentacdo, como a producdo de acetato de etila por Pichia
anomala (Plata et al., 2003), ou no inicio do processo fermentativo, como a produgdo de
acetato por Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum (Romano et al., 1992).

Com o objetivo de contribuir com a qualidade dos vinhos brasileiros e observando 0s
aspectos praticos de elaboracéo e envelhecimento, evidencia-se a necessidade de conhecer as
diferentes espécies de leveduras envolvidas em ambos os processos. O presente trabalho
objetiva identificar leveduras presentes em vinhos tintos (cabernet sauvignon e merlot)
provenientes de duas vinicolas do Rio Grande do Sul envelhecidos em barris de madeira.

Material e Métodos

Aliquotas de 0,1mL e 1,0mL de cada uma das amostras de vinho foram plaqueadas em
placas de petri contendo dgar YEPG acrescido de cloranfenicol. As placas foram incubadas a
28°C por uma semana. O plaqueamento foi realizado em triplicata. De cada placa, as colonias
morfologicamente distintas foram selecionadas, purificadas e armazenadas em agar GYMP
inclinado e cobertas por 6leo mineral para posterior identificacéo.

Testes de identificacdo fenotipico, baseado na fermentacdo e assimilacdo de fontes de
carbono (replica plate), crescimento a 37°C e crescimento em etanol estdo sendo realizados
com 25 dos isolados provenientes da primeira vinicola.

Para o teste de fermentacdo de glicose e crescimento a 37°C, as leveduras foram diluidas
em agua destilada estéril, em seguida, 100uL da suspenséo foi inoculado nos tubos contendo
0s meios especificos para cada experimento. O teste de fermentacdo teve duracdo de 21 dias
com leituras realizadas nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21, através da producdo de didxido de
carbono dentro dos tubos de Durhan. O teste de crescimento a 37°C teve duracdo de quatro
dias, com leitura realizada diariamente analisando a turbidez com o cartdo de Wickerham.

O teste de assimilagdo de fontes de carbono foi realizado com a utilizagdo do replicador
(método replica plate). As leveduras foram suspensas em agua destilada estéril por 24h,
posteriormente 400uL da solucdo foi inoculado em cada um dos pocgos do replicador e as
placas com as fontes testadas (maltose, xilose, glucitol e galactose) foram “carimbadas” e
incubadas a 25°C. O experimento teve duracdo de trés semanas, com leitura feita em cada
uma delas.

O teste de crescimento em etanol foi realizado em solucdo contendo 0,67% YNB e 0,5%
etanol, incubado a 25°C.

Resultados e Discussdo

A média colonial encontrada nas amostras da primeira vinicola abordada foi de 9x10*
UFC.mL™, das quais foram selecionadas 100 leveduras. A selecdo de micro-organismos da
segunda vinicola ainda esta sendo realizada, no entanto, ja ha 20 isolados armazenados.

O teste de fermentacdo de glicose demonstrou que 100% das leveduras foram capazes de
fermentar esse acucar, sendo assim, novos testes com outros agucares (galactose, maltose,



xilose) foram testados. Destes, um isolado foi capaz de fermentar galactose e xilose e outros
dois isolados fermentaram a maltose.

No teste de crescimento a 37°C, 32% das leveduras testadas foram capazes de crescer a
essa temperatura, apresentando diferentes graus de turbidez. No teste de crescimento em
etanol, 64% dos isolados testados conseguiram se desenvolver em diferentes graus. Estes
isolados serdo submetidos a testes de crescimento em concentragdes mais elevadas de alcool
etilico.

Através da anélise da capacidade de assimilagdo de diferentes fontes de carbono,
juntamente com morfologia celular e colonial, serdo criados critérios para agrupar as
leveduras isoladas como pertencentes ou ndo ao grupo das leveduras Saccharomyces. No caso
de serem identificadas linhagens de espécies responsaveis pela deterioracdo do vinho,
medidas para prevenir a contaminagéo da bebida deveréo ser adotadas.

Conclusdes

Como resultado obtido dos testes de fermentacdo realizados, destaca-se a levedura
fermentadora de xilose e sua importancia como potencial biotecnoldgico para producdo de
xilitol ou bioetanol de segunda geragdo. Em termos de identificagdo, pelos poucos testes
realizados, ndo se pode chegar a uma conclusao de género e espécie dos isolados.
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