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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae € o principal micro-organismo utilizado em
processos industriais de fermentacdo alcoodlica. A aplicacdo de linhagens de S. cerevisiae na
producdo de bebidas e alimentos fermentados acompanha a historia do desenvolvimento
cultural, tecnologico e cientifico da humanidade. Durante a fermentacdo do vinho, S.
cerevisiae € responsavel pela sintese de compostos aromaticos, como ésteres volateis, acidos
organicos, alcobis superiores, compostos carbonilicos e sulfurados, que determinam a
constituicio e as caracteristicas organolépticas primordiais desta bebida e aderem
complexidade as composicdes finais de sabor e aroma. Perfis aromaticos diversificados sdo
originados a partir de métodos de producao especificos, sendo formados principalmente, pela
transformacdo quimica do mosto da uva durante a fermentacao alcodlica por S. cerevisiae. O
presente trabalho elucida caracteristicas do género Saccharomyces bem como a ecologia de
representantes desse género; discorre acerca do processo de domesticacdo de S. cerevisiae e
das principais aplicacbes industriais de tal espécie; destaca a producdo e os principais
compostos aromaticos encontrados no vinho, e a influéncia de linhagens de S. cerevisiae em

sua formacéo.

Palavras chave: Saccharomyces cerevisiae, aroma, bebidas fermentadas, domesticacao,
vinho.



ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae is the main microorganism used in industrial
alcoholic fermentation processes. The application of S. cerevisiae strains in the production of
beverages and fermented foods accompanies the history of the development of the culture,
technology and science of humanity. During the fermentation of wine, S. cerevisiae is
responsible for the synthesis of aromatic compounds, such as volatile esters, organic acids,
higher alcohols, carbonyl compounds and sulfur compounds, which determine the constitution
and the primary organoleptic characteristics of this beverage, adding complexity to its final
composition of flavor and aroma. Several aromatic profiles are sourced from specific
production methods, being mainly originated due to chemical transformation of the grape
must during alcoholic fermentation by S. cerevisiae. The present work elucidates the
characteristics of the genus Saccharomyces as well as the ecology of its representatives;
discusses about the domestication process of S. cerevisiae and the main industrial applications
of this species; highlight the production and the major aromatic compounds found in wine,

and the influence of S.  cerevisiae  strains in  their  generation.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, aroma, fermented beverages, domestication, wine.
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1 INTRODUCAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae, integrante do complexo Saccharomyces sensu
stricto, é o principal micro-organismo utilizado na atualidade nos processos de fermentagao
alcoolica industriais de alimentos e bebidas (KURTZMAN, 2011; SICARD & LEGRAS,
2011; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Esta elegibilidade € justificada por um
desenvolvimento evolucionario que resultou na adaptacdo de S. cerevisiae a diversos fatores
de presséo seletiva, permitindo a esta levedura a ocupagdo de um lugar de importancia
historica unica, tanto econdémica quanto cultural, e cunhando a denominacdo de organismo
domesticado para essa espécie (LEGRAS et al., 2007; SICARD & LEGRAS, 2011; LITI,
2015 ). O inicio da relacdo direta de S. cerevisiae com a humanidade se deu por meio de
fermentacdes esponténeas, sendo que 0s registros mais antigos de relatos sobre o processo
fermentativo datam de 7000 a.C na regifo da Asia menor, Caucaso e Mesopotamia
(PRETORIUS, 2000; SICARD & LEGRAS, 2011; STEENSELS & VERSTREPEN, 2014).

Apesar da utilizacdo historica de linhagens de S. cerevisiae na producdo de bebidas e
alimentos fermentados, apenas recentemente foram elucidadas caracteristicas em relacdo a
ecologia da espécie e sua localizacdo em ambientes naturais, como a associacdo com cascas
de determinadas arvores (carvalhos) e solo adjacente (JHONSON et al., 2004; SAMPAIO &
GONCALVES, 2008; LITI et al., 2009; LIBKIND et al., 2011; HYMA & FAY, 2013;
BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Quanto a aplicacdo em processos tecnoldgicos, os
conhecimentos cientificos na area avancam desde a primeira observacdo miscroscopica de
leveduras por Antonie van Leeuwenhoek em 1680 e nos estudos de Louis Pasteur que
evidenciou conclusivamente, em 1858, o papel catalisador primario de leveduras na
fermentacdo do vinho (PRETORIUS, 2000; LITI, 2015). Posteriormente nas décadas iniciais
do século XX, o papel de S. cerevisiae na pesquisa foi fundamentado, e esta levedura passou a
ser utilizada como organismo eucariético modelo, uma vez constatadas a seguranca na
manipulacdo desse micro-organismo, bem como o rapido crescimento, facil armazenamento e
pratica manipulacdo genética (CHAMBERS & PRETORIUS, 2010). De fato, a partir de um
projeto colaborativo envolvendo 600 pesquisadores, S. cerevisiae foi 0 primeiro organismo
eucarioto a ter o genoma completo sequenciado (GOFFEAU et al., 1996).

Um dos processos mais remotos e complexos da fermentagdo alcodlica é a producéo
do vinho. Tradicionalmente, o processo fermentativo para a obtencdo dessa bebida inicia de
maneira espontanea com a presenca e crescimento de diversas espécies de leveduras e

bactérias. Porém, invariavelmente, os estagios finais sdo dominados por linhagens de S.



cerevisiae em razdo da alta seletividade do ambiente, no qual sé&o encontradas elevadas
concentragdes de etanol e acucares (HEARD & FLEET, 1985; PRETORIUS, 2000; MERICO
et al., 2007; DASHKO et al., 2014; STEENSELS & VERSTREPEN, 2014). Adicionalmente,
a importancia de atuacdo da levedura durante a fermentacdo do vinho ndo se resume somente
a producdo de etanol, conferindo o teor alcodlico, mas também & modulacdo quimica e
organoléptica do vinho a partir do metabolismo microbiano (FLEET, 2003; FRANCIS &
NEWTON, 2005; STYGER; PRIOR & BAUER, 2011; CORDENTE et al., 2012). Durante a
utilizacdo de nutrientes presentes no mosto da uva, compostos quimicos aromaticos (ésteres
etilicos, ésteres de acetato, alcodis superiores, acidos graxos volateis, compostos carbonilicos)
com caracteristicas arométicas e de sabor especificos sdo sintetizados como metabdlitos
secundarios pela microbiota presente (CORDENTE et al., 2012; MOURET et al., 2014;
NEDOVIC et al., 2015).

Em consequéncia da atuacdo predominante de S. cerevisiae na fermentacdo, 0s
avancos no campo de analises de producdo de aromas por leveduras no vinho sdo voltados
para esta espécie (HAZELWOOD et al., 2008; SAERENS et al., 2010; SUMBY et al., 2010;
CORDENTE et al., 2012). A formacdo de aromas desejaveis no decorrer do processo de
producdo do vinho tornou-se um traco fenotipico desejavel em linhagens domesticadas
industriais (HYMA et al., 2011). Perfis diversificados de aromas conferidos por indculos de
linhagens especificas podem ser identificados no produto final por profissionais treinados na
producdo do vinho, mas também pelos consumidores (KING et al., 2010). Atualmente, o
vinho é sin6nimo, ao redor do mundo, do convivio social, entretenimento e arte, sendo
produzidos mais de 26 bilhGes de litros anualmente dessa bebida que desempenha um
importante papel econdmico. Devido a sofisticacdo e a demanda do mercado moderno de
vinhos por produtos cada vez mais aprimorados em aroma e sabor, o desenvolvimento de
técnicas e pesquisas no aprofundamento descritivo e melhoramento destas caracteristicas e
seus processos formadores sdo amplamente objetivados (PRETORIUS, 2000). Nesse
contexto, o presente estudo faz um relato acerca dos compostos aromaticos produzidos por S.
cerevisiae durante a fermentacdo alcodlica do mosto de uva, matéria-prima utilizada para a
producdo de vinhos, e o papel desempenhando por esses aromas na composi¢do organoléptica

desta bebida de elevado valor agregado e apreciada mundialmente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Revisar a producdo literaria existente com o intuito de caracterizar a producédo de
compostos aromaticos durante o processo de fermentacdo alcodlica do mosto de uva pela

levedura Saccharomyces cerevisiae e sua importancia na composigéo de vinhos.
2.2 Objetivos especificos

» Descrever aspectos inerentes ao género Saccharomyces visando a caracterizacdo
geral das espécies que o compdem, elucidando a classificacdo taxonémica e a ecologia
do género.

* Dissertar acerca do processo de domesticagdo de S. cerevisiae e as consequéncias
desse processo em relacdo ao desenvolvimento biotecnoldgico e industrial que

levaram a otimizacdo da espécie na producédo de bebidas e alimentos fermentados.
* Discorrer acerca da producao de vinhos ¢ as classificagdes dessa bebida.

* Explanar em relagdo a produ¢do de compostos aromaticos por Saccharomyces
cerevisiae durante a fermentacdo do mosto de uva, e a influéncia causada por esses

compostos na constituicdo e caracteristicas organolépticas do vinho.
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3 METODOLOGIA

Esta monografia é descritiva, e utilizou como metodologia de composicdo 0 acesso a
literatura corrente nas bases: Pubmed/NCBI, plataforma CAPES, Scielo, Science Direct,
Elsevier e Scopus, durante os meses de outubro a dezembro de 2015. Palavras chave aplicadas
na pesquisa: género Saccharomyces; Saccharomyces; Saccharomyces cerevisiae; yeast;
fermented beverages; domestication; fermentation process; alcoholic fermentation;
metabolism; Crabtree effect; hybridization; wine; aroma; wine flavor; wine production; wine

fermentation; grape; berry ripening; volatile compounds.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 O género Saccharomyces: caracterizacao, taxonomia e ecologia

Leveduras do género Saccharomyces, descrito inicialmente por Reess em 1870, sdo
classificadas como fungos ascomicetos pertencentes a ordem Saccharomycetales e a familia
Saccharomycetaceae (KURTZMAN, 2011). S&o micro-organismos teleomorfos, sendo que
em sua forma reprodutiva assexuada observa-se brotamento multilateral com a célula
assumindo formatos diversificados tais como globoso, eliposide ou cilindrico, podendo haver
formacédo de pseudohifas. O estado sexuado pode ser haploide ou polipldide, e a conjugacao
pode ocorrer entre linhagens sexuais complementares ou, mais comumente, células dipldides
se fundem formando ascas, que contém usualmente quatro ascésporos globosos ou ovais e de
parede lisa (VAUGHAN-MARTINI & MARTINI, 2011). As leveduras deste género
comumente apresentam fermentacdo vigorosa, ndo produzem compostos amiloides, néo
utilizam nitrato como fonte de nitrogénio (VAUGHAN-MARTINI & MARTINI, 2011) e
utilizam glicose como fonte preferencial de carbono e energia.

Em Saccharomyces cerevisiae (espécie tipo do género) os niveis de glicose controlam
padrées metabodlicos celulares, como a mudanca de respiragcdo para fermentacdo quando ha
alta disponibilidade do actcar no meio, mesmo com a presenca de oxigénio, resultando em
producdo de etanol, que confere vantagem competitiva em compensacdo ao rendimento
méaximo de ATP (adenosina trifosfato), muito maior na respiracdo (DE DEKEN, 1966;
OTTERSTEDT et al., 2004; MERICO et al., 2007). Essa estratégia é utilizada por leveduras
que consomem agUcares mais rapidamente do que outras espécies ou micro-organismos,
produzindo elevadas concentracdes de etanol o qual, por sua vez, atua como inibidor do
crescimento microbiano, especialmente de bactérias. As leveduras que adotam tal estratégia
fazem uso, entdo, das demais fontes de carbono presentes no meio, estabelecendo uma
dominancia competitiva no nicho em questdo (DASHKO et al., 2014). No momento em que a
concentracdo extracelular de glicose excede aproximadamente 0,8 mM, S. cerevisiae assume
um metabolismo respiro-fermentativo, produzindo etanol em condi¢bes aerdbicas (DE
DEKEN, 1966; VERDUYN et al., 1984). Este fendmeno é denominado efeito Crabtree long-
term, e ocorre quando a taxa de diluicdo (ou seja, a captacdo de glicose) em culturas
guimiostaticas em meio com disponibilidade limitada de glicose ultrapassa o limiar de 0,30 h”
! Acima desse valor, a producdo de acetato e piruvato passa a ocorrer, e esta é acompanhada
de taxas desproporcionais no consumo de oxigénio e producdo de gas carbonico, alem da

queda do rendimento celular (producédo de biomassa) e acumulo de etanol (POSTMA et al.,
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1989; HAGMAN & PISKUR, 2015). No ambiente natural, baixas taxas de crescimento
celular possuem um efeito negativo devido a competi¢cdo com outras espécies de leveduras e
bactérias. Porém, um fluxo glicolitico aumentado (desencadeado por uma captagéo de glicose
mais elevada e rapida conversdo da mesma a piruvato e produtos da fermentacdo) pode
compensar o efeito Crabtree, no qual a biomassa diminui, pois a maior parte do aglcar estara
sendo utilizada na producéo de etanol que desempenha um papel de controle e diminuicéo da
proliferacdo dos micro-organismos competitivos, balanceando as taxas de crescimento (Figura
1) (DASHKO et al., 2014). Por outro lado, o efeito Crabtree short-term é desencadeado
quando colbnias com disponibilidade limitada de aglUcar recebem de forma repentina um
pulso de aclcar em excesso e necessitam, dessa forma, adaptar subitamente o metabolismo
(DASHKO et al., 2014; HAGMAN; SALL & PISKUR, 2014; HAGMAN & PISKUR, 2015).
Considera-se que altos niveis de glicose resultam em uma elevada taxa glicolitica que
ultrapassa a capacidade de reacdo da enzima piruvato desidrogenase, responsavel por oxidar o
piruvato em acetil-CoA no ciclo do &cido citrico, e gas carbdnico, o que direciona entdo a
producdo de piruvato descarboxilase (enzima que catalisa a conversdo de piruvato em
acetaldeido) e consequentemente a producao de etanol (OTTERSTEDT et al., 2004). O efeito
Crabtree ndo ocorre apenas em S. cerevisiae, mas também em outras leveduras do género,
como S. paradoxus, S. mikatae, S. uvarum e S. eubayanus (HANGMAN & PISKUR, 2015),
sendo estas leveduras denominadas, portanto, de Crabtree-positivas (SICARD & LEGRAS,
2011; DASHKO et al., 2014; HANGMAN & PISKUR, 2015).

De acordo com Vaughan-Martin & Martini (2011) as espécies inclusas no género
Saccharomyces séo: S. arboricolus; S. bayanus (S. bayanus var. bayanus e S. bayanus var.
uvarum); S. cariocanus; S. cerevisiae; S. kudriavzevii; S. mikatae; S. paradoxus e S.
pastorianus. Estudos iniciais acerca da hibridizacdo genética do género revelaram seis
espécies reprodutiveis, apresentando diferentes combinacGes em vista da facilidade de
cruzamento entre as mesmas. Observou-se que cruzamentos interespecificos geravam hibridos
estéreis que produziam ascosporos inviaveis, enquanto interacdes intraespecificas resultavam
em hibridos com alta reprodutibilidade com segregacdo normal e controle de marcadores
auxotroficos. Esses resultados permitiram considerar que o complexo Saccharomyces (Figura

2) formou-se em decorréncia de tais interagdes (NAUMOV et al., 2000).
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Crabtree positive / \ Crabtree negative

Figura 1. Produtos gerais do metabolismo energético em leveduras Crabtree-positivas e Crabtree-negativas. O

efeito Crabtree resulta em uma diminuicdo da producdo de biomassa devido ao direcionamento do metabolismo
do organismo a conversdo de agUcar em etanol, Nesse caso, uma quantidade maior de glicose tem de ser
consumida para se alcancar o mesmo rendimento celular que leveduras Crabtree-negativas. Devido ao fato de
somente uma parte do aglcar ser utilizada na produgdo de energia e biomassa, uma diminuicdo na taxa de
crescimento em leveduras Crabtree-positivas pode ocorrer, e estas serem facilmente sobrepujadas por leveduras
Crabtree-negativas e outros micro-organimos. Entretanto, o etanol produzido pelas leveduras Crabtree positivas
serve como ferramenta para desacelerar e controlar a proliferagdo dos micro-organismos competitivos
(DASHKO et al., 2014).
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Figura 2. Clado do complexo Saccharomyces sensu stricto. (A) Representacdo esquematica da estrutura filogenética do complexo Saccharomyces sensu stricto e seus
membros, com a espécie Naumovozyma castelli como grupo externo. (B) Representagdo genémica do clado, na qual dados de leitura de sequéncias curtas obtidas a partir de
linhagens individuais (indicadas a esquerda no grafico) foram alinhados a uma sequéncia de referéncia comum, disposta de forma ordenada, para cada uma das espécies do
complexo Saccharomyces (listadas no topo e a direita do grafico). (C) Representagdo gendmica de hibridos interespecificos do complexo Saccharomyces: S. bayanus, S.
pastorianus e Vin7 (hibrido entre S. cerevisiae e S. kudriavzevii) (BORNEMAN & PRETORIUS, 2015).
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Os membros do complexo Saccharomyces sensu stricto sdo espécies de
importancia industrial e laboratorial, estando relacionadas a produgdo de bebidas
alcodlicas e panificagdo (SICARD & LEGRAS, 2011). Tais leveduras séo encontradas
em ambientes geograficos delimitados e especificos, sdo facilmente reproduzidas em
laboratdério e apresentam tempo de geracdo curto e genoma de pequena extensao,
caracteristicas que definem um modelo adequado para estudos evolucionarios e
gendmicos (SICARD & LEGRAS, 2011; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015).

Analises posteriores do género propuseram duas novas espécies, Saccharomyces
uvarum, especie criotolerante fermentadora de vinho (NGUYEN & GAILLARDIN,
2005) e Saccharomyces eubayanus, assim denominada devido a similaridade genética
em relagdo a S. bayanus, desconsiderando-se, entdo, a classificacdo anterior de S.
bayanus por variedades (LIBKIND et al., 2011). Além disso, por meio de andlise
genémica sequencial, sugeriu-se que S. bayanus seria um hibrido complexo entre S.
eubayanus, S. uvarum e S. cerevisiae, restrito a ambientes fermentadores, possuindo
contribuicdo gendmica equivalente vinda de S. eubayanus e S. uvarum, porém menor
em relacdo a S. cerevisiae (70-80 kb). A principal consequéncia fenotipica dessa
hibridizacdo é observada pela habilidade de S. bayanus metabolizar maltose e
maltotriose, fendtipo ausente em S. uvarum (LIBKIND et al., 2011; BORNEMAN &
PRETORIUS, 2015). Ja S. pastorianus foi revelado como hibrido de S. cerevisiae e S.
eubayanus por meio de analise gendmica sequencial (LIBKIND et al., 2011).

As leveduras do género Saccharomyces sdo amplamente dispersas, sendo
encontradas desde ambientes industriais a nichos geogréaficos bem delimitados
(BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Apesar de sua importancia no desenvolvimento
tecnoldgico de processos fermentativos e como modelo em estudos cientificos, pouco se
sabe acerca de sua historia natural, ecologia, processos genémicos e evolucado, fatores
essenciais para a compreensdo da biologia destes micro-organismos. Entretanto, nas
ultimas décadas, pesquisas nessas areas tém experimentado um crescimento,
expandindo, assim, as possibilidades de investigacdo em relacdo a este género (LITI,
2015; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015).

A evolugdo das leveduras do género Saccharomyces mostra uma relacdo direta
de cada espécie com o ambiente natural; populacdes que coexistem no mesmo habitat
desenvolvem convergéncia fenotipica, enquanto a competicéo entre espécies e linhagens
de nichos diferentes é observada com raridade ou de forma instavel. Essas interagdes

definem tragos metabdlicos e estratégias de sobrevivéncia, apresentando como fator
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determinante a diferente utilizacdo e disponibilidade de recursos em cada ambiente
(LITI et al., 2009; SPOR et al., 2009). Em meio aos fatores extrinsecos (como
concentracdo de oxigénio, fontes de carboidrato e pH), a temperatura é um fator
determinante, pois influencia diretamente no crescimento dos micro-organismos, esta
intimamente relacionada ao processo de evolucdo, interfere ativamente no desempenho
industrial, regulando a velocidade de fermentagéo, dentre outros aspectos, e define a
distribuicdo natural das espécies no ambiente. Analises filogenéticas apontam eventos
no desenvolvimento evolucionario que marcam a adaptacdo e o favorecimento de
determinadas espécies ao crescimento em temperaturas mais altas ou mais baixas. No
género Saccharomyces, a espécie S. cerevisiae apresenta a maior termotolerancia dentre
as demais espécies, com temperatura 6tima de crescimento a 32,3°C, e temperatura
méaxima de 45,4°C. Sugere-se que a temperatura tenha um importante papel na
predominancia de S. cerevisiae como fermentadora em detrimento de outras espécies
ndo-Saccharomyces. Em contrapartida, S. kudriavzevii € uma espécie que apresenta
crescimento 6timo em menores temperaturas, com temperatura 6tima de crescimento a
23,6°C e méaxima de 36,8°C (SALVADO, et al., 2011).

Saccharomyces cerevisisae € a espécie de maior eminéncia no género por sua
relacdo de destaque nas atividades humanas que envolvem o processo de fermentacao
(BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Liti e colaboradores (2009) em um estudo
realizado com 70 isolados de leveduras originados de diversos ambientes (linhagens
obtidas em laboratério, panificacdo, vinho, deterioracdo de alimentos, fermentacdo
natural, saké, probidticos e plantas), identificaram por meio de sequenciamento
gendmico as espécies S. paradoxus e S. cerevisiae, a primeira relacionada a populagdes
bem delineadas geograficamente, isolada em sua maioria de cascas de espécies de
carvalho, e a segunda apresentando ampla variacdo fenotipica, porém, pouca
diferenciacdo quando comparada a S. paradoxus. Neste estudo, a populacdo de S.
cerevisiae foi definida em dois grupos, um contendo linhagens “puras” geograficamente
delimitadas (América do Norte, Africa e Malasia) e o outro contendo linhagens
relacionadas a producgéo de vinho na Europa, producdo de saké e recombinantes dessas
linhagens “puras”. A alta varia¢do fenotipica de S. cerevisiae sugere que esta habita
uma maior diversidade de nichos ecologicos, o que implica em maiores chances de
recombinacéo e formacdo de hibridos, variacdo esta que, portanto, revela evidéncias do
processo de selecdo natural (LITI et al., 2009; LIBKIND et al., 2011).
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A espécie mais proxima filogeneticamente a S. cerevisiae € S. paradoxus;
contudo, apesar dessa relacdo, S. paradoxus ndo apresenta associacdo a Processos
industriais, sendo considerada uma espécie selvagem, encontrada em ambientes naturais
como cascas de arvores, exsudatos e no solo ao redor de arvores do género Quercus, um
tipo de carvalho (JHONSON et al., 2004; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). De
fato, encontra-se descrito em diversos trabalhos o isolamento de leveduras do género
Saccharomyces de materiais associados a cascas de carvalho (JHONSON et al., 2004;
SAMPAIO & GONGALVES, 2008; LITI et al., 2009; LIBKIND et al., 2011; HYMA
& FAY, 2013). Nesse contexto, foi proposto que este substrato seria o nicho ecolégico
original de leveduras Saccharomyces, enquanto ambientes ricos em agucar, como flores
e frutas em decomposigdo corresponderiam a um habitat secundario, ja que apresentam
ocorréncia sazonal (SAMPAIO & GONCALVES, 2008). Porém, ainda ndo se encontra
esclarecido se cascas de carvalho sdo o habitat primario das leveduras selvagens ou se
essa associacdo se deve a uma amostragem tendenciosa (KOWALLIK; MILLER &
GREIG, 2015).

Saccharomyces pastorianus € uma levedura criotolerante encontrada em
ambientes de fermentacdo de bebidas, como cervejas e vinhos, sendo que nao existem
relatos do isolamento desta espécie a partir de ambientes naturais, e a mesma depende,
assim, de atividades humanas para a propagacdo (LIBKIND et al., 2011). Ja S. mikatae
e S. kudriavzevii foram isoladas pela primeira vez no Japdo a partir de folhas em
decomposicdo, e S. cariocanus de moscas do género Drosophila no Brasil (NAUMOV
et al., 2000). O estudo de Sampaio e Gongalves (2008) relata o isolamento, a partir de
cascas de carvalho, de S. kudriavzevii e S. uvarum a uma temperatura de 10°C (espécies
caracterizadas como criotolerantes), e S. cerevisiae e S. paradoxus a temperatura de
30°C (espécies termotolerantes). Constatou-se que mais de uma das quatro espécies
isoladas foram encontradas em uma mesma amostra, mostrando diferentes preferéncias
na temperatura de crescimento, fator este determinante para a ocorréncia de simpatria
entre as espécies. A variacao circadiana (isto é, um periodo de 24 horas no qual ocorrem
alteracbes ambientais de luz, temperatura, ventos e umidade no decorrer do dia e da
noite) da temperatura permite que duas espécies em associacdo simpatrica se
desenvolvam no mesmo habitat, com a espécie mais adaptada a altas temperaturas
possuindo um melhor desempenho nos periodos mais quentes do dia, sendo valido o
inverso para as espécies adaptadas a baixas temperaturas (SAMPAIO & GONCALVES,
2008; SALVADO et al., 2011).
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Saccharomyces arboricolus é a espécie do género de identificacdo mais recente,
relatada como isolada de cascas de arvores da espécie Quercus fabri coletadas de
diferentes regides da China (WANG & BAY, 2008; NAUMOV; NAUMOVA &
MASNEUF-POMAREDE, 2010). As espécies S. eubayanus e S. uvarum, consideradas
espeécies “irmas”, ja foram isoladas de cascas de arvores do género Nothofagus e no solo
em florestas da PatagOnia argentina, onde ocorrem em simpatria, mas estdo isoladas
geneticamente por barreiras pds-zigoticas e ecologicamente por preferéncias de
hospedeiro (S. eubayanus associada a N. antarctica e N. pumilio, e S. uvarum a N.
dombeyi). Saccharomyces uvarum e S. eubayanus séo criotolerantes e também podem
ser encontradas durante o processo de fermentacdo de bebidas, como vinho e cervejas
do tipo lager, ambientes aos quais também esta associada a levedura S. bayanus. A
partir dessas ocorréncias, acredita-se que tenha surgido a relacdo de hibridizacdo
complexa com a contribuicdo de alelos de S. eubayanus e S. uvarum e alguns genes de
S. cerevisiae ao genoma que deu origem a S. bayanus, espécie somente encontrada em

ambientes de fermentacédo associados ao homem (LIBKIND et al., 2011).

4.2 Processo de domesticacdo e aplicagdes industriais e biotecnologicas de

leveduras Saccharomyces cerevisiae em bebidas e alimentos fermentados

A levedura Saccharomyces cerevisiae tém sido utilizada por milhares de anos
pela humanidade em processos de producdo de alimentos e bebidas devido a sua
capacidade fermentativa vigorosa, 0 que a torna um micro-organismo de grande
importancia econémica e cultural (LEGRAS et al., 2007; SICARD & LEGRAS, 2011,
LITI, 2015). Pouco se sabe em relagdo ao desenvolvimento da transi¢édo e adaptacdo das
linhagens selvagens “iniciais” de S. cerevisiae em linhagens de aplicacdo otimizadas
para tecnologias humanas (LITI et al., 2009; LIBKIND et al.,, 2011; SICARD &
LEGRAS, 2011). Tais linhagens provém de um decurso ancestral, e foram
possivelmente originadas na regido da Mesopotamia tendo expandido, a partir dessa
localidade, pelo mundo (LEGRAS et al., 2007). Acredita-se que na era Neolitica (7000
a.C.) a fermentacdo era conduzida por meio da ocorréncia natural das leveduras no
substrato/ambiente (matéria-prima, ferramentas, vetorizadas por insetos), ocorrendo
uma provavel troca e interagcdo de leveduras entre diferentes processos fermentativos,
como de alimentos para bebidas. Ndo se tem conhecimento acerca de quando foi
iniciada a pratica da utilizacdo consciente de leveduras (ou seja, do fermento) na
fabricacdo de bebidas e alimentos (SICARD & LEGRAS, 2011; STEENSELS &
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VERSTREPEN, 2014). Acredita-se que alguns produtores notaram um aumento na
velocidade, qualidade e consisténcia do produto desejado ao inocular no processo de
fermentagcdo uma pequena quantidade de um produto fermentado ja finalizado. Porém,
somente no final do século dezenove que este habito foi gradualmente substituido por
culturas selecionadas contendo uma Unica linhagem ou algumas linhagens combinadas
(STEENSELS & VERSTREPEN, 2014).

A determinagdo das linhagens selvagens “originais” de S. cerevisiae apresenta-
se como um desafio, ja que existem duvidas quanto a existéncia de tais linhagens e o
processo evolucionario que resultou nas linhagens atuais data de séculos (LITI, et al.,
2009). A variabilidade desses organismos é atribuida a amplas correlag6es filogenéticas
globais, com interagdes populacionais de espécies provindas de ambientes fermentativos
diversos (cerveja, vinho, saké, panificacdo), muito provavelmente carreadas pela acédo
humana, além de ambientes naturais (LITI et al., 2009; SICARD & LEGRAS, 2011,
LITI, 2015). Estudos populacionais podem auxiliar uma melhor compreensdo desse
processo ao analisarem isolados selvagens e relacionados as atividades humanas,
revelando o impacto evolucionario da intervencdo do homem em S. cerevisiae (LITI,
2015). No estudo realizado por Fay e Benavides (2005), isolados de S. cerevisiae de
processos e substratos variados, como fermentagdes induzidas (vinho e saké) e naturais
(frutas em decomposi¢do), exudatos de arvores e pacientes imunocomprometidos, foram
submetidos a andlise de diversidade de sequéncias de DNA. Pdde-se observar que as
linhagens fermentadoras de vinhos e de saké formaram dois grupos distintos,
apresentando baixa diversidade dentre as linhagens, condizente com o fato de serem
domesticadas. A divergéncia entre 0s grupos aparenta ter ocorrido anteriormente ao
processo de domesticacdo, mantendo-os separados por um consideravel periodo de
tempo (11900 anos atréas, calculados com base na taxa de mutacdo, sugerindo a0 menos
dois eventos de domesticacdo, um ocorrido apds a divergéncia — duplicacdo total do
genoma — e outro no momento de diferenciacdo das linhagens vinicas e das linhagens de
saké). A analise dos isolados sugere que a espécie S. cerevisiae € constituida por
populagdes tanto domesticadas como selvagens (FAY & BENAVIDES, 2005).

As linhagens de S. cerevisiae aplicadas milenarmente em usos tecnoldgicos
humanos sd3o denominadas linhagens “domesticadas” (LIBKIND et al., 2011). A
domesticacdo e definida como um processo de modificacdo genética de uma espécie
selvagem para a criagdo de uma linhagem alterada, apta a atender necessidades humanas
(DOEBLEY; GAUT & SMITH, 2006). Em 1857, Louis Pasteur, impelido pela
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utilizacdo intensa e bem estabelecida de leveduras na producdo de vinhos e cervejas,
constatou o papel essencial de S. cerevisiae na fermentacdo alcodlica (LITI, 2015). Na
década de 1930, a pesquisa de hibridos com caracteristicas genéticas desejaveis para a
producdo de cerveja por Ojvind Winge resultou nos experimentos iniciais em relacéo a
genética de leveduras (BARNETT, 2007). Atualmente, para definicdo e delineamento
padrdo nas pesquisas com S. cerevisiae, implementou-se a utilizacdo da linhagem
isolada de referéncia S288c (Figura 3A), ou de linhagens derivadas a partir da mesma
(LITI, 2015). Obtida pelo cruzamento de varias linhagens parentais, S288c detém 88%
do poll genético atribuido a linhagem EM93, isolada em 1938 a partir de figos em
decomposi¢do por Emil Mrak no estado da Califérnia, Estados Unidos (MORTIMER &
JOHNSTON, 1986). Esta linhagem apresenta a caracteristica de manter um estado
haploide estavel, o que facilita o estudo de alteracGes geradas por mutacdes (ENGEL et
al., 2014; LITI, 2015). Posteriormente, Goffeau e colaboradores (1996) foram os
responsaveis por finalizar o sequenciamento da linhagem S288c, que foi o primeiro
organismo eucarioto a ser completamente sequenciado.

Uma das caracteristicas que culminou no processo de domesticacdo de S.
cerevisiae foi a selecdo de diferentes linhagens com melhor desempenho na
fermentacgdo de produtos especificos, ja que a composi¢do quimica do substrato varia de
acordo com o tipo de matéria-prima utilizada, como vinho (uva) e saké (arroz), por
exemplo (LITI, 2015). Devido ao fato de espécies de leveduras do género
Saccharomyces, especialmente S. cerevisiae, dominarem o0s processos de fermentacdes
espontaneas, tais leveduras foram inicialmente selecionadas para a utilizagdo na maioria
das fermentacOes controladas (STEENSELS & VERSTREPEN, 2014). Diversas
caracteristicas desejaveis a fermentacdo alcodlica evidenciam a predominancia de S.
cerevisiae nesse processo: rapida conversdo de aclcares a etanol em condicdes
aerodbicas e anaerdbicas (DASHKO et al., 2014); producdo de elevadas concentracdes
de etanol, que além de contribuir com a dominancia da levedura durante todo o processo
por ser toxico aos demais micro-organismos, protege as bebidas contra a deterioragdo
microbiana (STEENSELS & VERSTREPEN, 2014); tolerancia a altos niveis de etanol
(DASHKO et al., 2014); repressdo da respiragdo pela glicose (efeito Crabtree)
permitindo que a fermentacdo ocorra mesmo na presenca de oxigénio (MERICO et al.,
2007; DASHKO et al., 2014; STEENSELS & VERSTREPEN, 2014); desenvolvimento
da estratégia “producdo-acimulo-consumo”, na qual apos a total utilizacdo da glicose

para producdo de etanol, o metabolismo Crabtree-positivo muda (na presenca de
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oxigénio) para o metabolismo de respiracédo, e o etanol acumulado torna-se substrato,
passando a ser degradado (THOMSON et al., 2005; SICARD & LEGRAS, 2011;
STEENSELS & VERSTREPEN, 2014); crescimento adaptado a elevadas temperaturas
(SALVADO et al., 2011); e tolerancia & pressdo osmotica, estresse resultante das altas
concentracdes de aclcar no inicio da fermentacdo (TAO et al., 2012; ZHENG &

WANG, 2015). Essas caracteristicas podem ser observadas individualmente em outras

leveduras, porém, somente S. cerevisiae e espécies proximas, as apresentam de maneira
combinada e harmonizada (STEENSELS & VERSTREPEN, 2014).
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Figura 3. Saccharomyces cerevisiae: células individuais e como populagdo. (A) Células em brotamento

da linhagem referéncia de S. cerevisiae S288c, expressando RFP (red fluorescent protein), que marca o
citoplasma da célula. As células também foram coradas com calcofluor-white, que cora as paredes
externas das células em azul. (B) Células em processo de esporulagcdo da linhagem YPS606, uma
linhagem de S. cerevisiae isolada de carvalho norte americano, coradas com calcofluor-white, nas quais a
proteina SPS2 foi marcada com GFP (green fluorescent protein), que cora a parede dos ascAsporos em
verde. (C) Colénia clonal com tamanho populacional de aproximadamente 7x10° células, derivada de uma
Unica coldnia isolada de S. cerevisiae em meio agar sélido. Tal formato em coldnia nunca foi observado
em ambiente natural (LITI, 2015).

Diversos estudos abordam as bases genéticas que estruturam as caracteristicas
apresentadas por S. cerevisiae que 0 tornam o micro-organismo de escolha para
processos fermentativos, na tentativa de elucidar a via evolucionaria que culminou nas
linhagens de fermentagcdo especializadas atuais (STEENSELS & VERSTREPEN,
2014). Sugere-se que ha menos de 100 milhdes de anos atrds ocorreu um processo
evolucionario no qual espécies intimamente relacionadas divergiram apds uma
duplicagdo total do genoma (SICARD & LEGRAS, 2011; DASHKO et al., 2014;
HAGMAN & PISKUR, 2015). Pode-se evidenciar, pela observacio em diversas
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linhagens de S. cerevisiae especialmente linhagens de origem na panificacdo e producao
de cerveja, a exibicdo de quatro alelos em varios loci, sugerindo uma parcial
(aneuploidizacdo) ou total (poliploidizagdo) duplicagdo do genoma durante a
domesticacdo dessa espécie (SICARD & LEGRAS, 2011). Em geral, os loci linhagem-
especificos residem em regides subteloméricas do genoma, localizacdo esta que
aparenta ser o epicentro da diversidade genética devido a presenca do grande nimero de
repeticGes subteloméricas que atuam como origens de integracéo, duplicacéo e perda de
segmentos gendmicos entre linhagens (BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). A
duplicacdo de varios genes determinantes, como 0s que codificam a enzima alcool
desidrogenase, transportadores de hexoses e enzimas ligadas a glicOlise, apos a
duplicacdo total do genoma, possivelmente contribuiram na adequacao de S. cerevisiae
como condutora dos processos de fermentacdo industriais (STEENSELS &
VERSTREPEN, 2014). Esses eventos incomuns de alteracdo do genoma refletem a
influéncia invasiva da atividade humana por meio da imposicdo de forgas de presséo
seletiva, desenvolvidas durante a fermentacdo industrial (BORNEMAN &
PRETORIUS, 2015). Trés principais loci definem classes especificas de linhagens de
leveduras industriais: RTM1; BIO1 e BIO6; e uma sequéncia circular indeterminada de
cinco genes especificos de linhagens vinicas (Figura 4) (BORNEMAN & PRETORIUS,
2015). O grupo de genes RTM1 é encontrado predominantemente em linhagens
fermentadoras de cerveja, e também no grupo circular presente nas linhagens vinicas.
Associado a utilizacdo de sacarose, confere a linhagens de destilacdo empregadas na
producdo de alcool resisténcia a compostos inibitérios presentes no melaco (NESS &
AIGLE, 1995; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Os genes BIO1 e BIO6 séo fases
de leitura aberta que codificam enzimas responsaveis por conferir a capacidade de
sintese da biotina, uma vitamina essencial, e estdo presentes em linhagens
fermentadoras de saké (WU; ITO & SHIMOI, 2005; HALL & DIETRICH, 2007).
Dentre os processos associados a fermentac@es industriais, a panificagdo é um
dos que mais progride em busca de melhorias na manufaturacdo por meio de avangos
em analises e estudos de leveduras selecionadas. O pdo € um dos produtos mais
consumidos mundialmente, tendo adquirido grande importancia econdmica conforme o
sobressaimento da producdo comercial & caseira no inicio do século XX (GELINAS,
2010; GELINAS, 2012; BEKATOROU; PSARIANOS & KOUTINAS, 2006). As
linhagens de Saccharomyces cerevisiae sdo consideradas ingredientes essenciais na

panificacdo, e estima-se que em todo o mundo sejam produzidas anualmente em torno
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Figura 4. Comparagdo gendmica de linhagens de S. cerevisiae. Filogenia de maxima verossimilhanca,
construida a partir de uma variedade de linhagens de S. cerevisiae que possuem os dados de
sequenciamento integral do genoma disponiveis. Ramificagcdes envolvendo linhagens industriais estdo
marcadas de acordo com seu uso documentado (saké/ragi, vinho a base de uva, bioetanol, panificagdo ou
producdo de cerveja tipo ale). Também é indicada para cada linhagem a presenca de trés loci gendmicos
linhagem-especificos (circulo do vinho, grupo RTM1, e BIO1/BIO6), e os substratos e locais de
isolamento (BORNEMAN & PRETORIUS, 2015).
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de 2 milhdes de toneladas (com base em 30% do peso seco) de leveduras para
panificacdo (SHIMA & TAKAGI, 2009). Dentre as caracteristicas apresentadas por
estas linhagens, sdo desejdveis um répido crescimento, uma rapida utilizacdo de
acucares (sacarose e maltose), alto rendimento de biomassa em meio com elevadas
concentracdes de acucares, e producdo de altas taxas de gas carbdnico, o que
proporciona porosidade e volume ao péo durante a fermentagdo da massa
(BEKATOROU; PSARIANOS & KOUTINAS, 2006). Porém, além destas
caracteristicas otimas de producdo, deve-se considerar o estresse gerado durante o
processo de panificacdo e a resposta imediata de S. cerevisiae. As células de S.
cerevisiae ficam expostas a varias fontes de estresse associadas ao ambiente de
panificacdo como congelamento e descongelamento, dessecacdo e estresse oxidativo,
que podem causar sérios danos a estrutura celular, levando a inibicdo do crescimento,
diminuicdo da viabilidade da levedura e decréscimo na fermentacdo. Para evitar esses
danos, a célula pode desenvolver mecanismos de tolerdncia como a producdo de
proteinas e moléculas protetoras, como por exemplo, trealose, prolina e glicerol
(SHIMA & TAKAGI, 2009; ASLANKOOHI et al., 2015). O processo de fermentacao
pela levedura também leva a producdo e atividade de metabolitos secundarios,
resultando na liberacdo de compostos organicos volateis que conferem aroma ao
produto final (CHO & PETERSON, 2010; MAKHOUL et al., 2015).

Saccharomyces cerevisiae também é a principal levedura utilizada na producéo
de cerveja e outras bebidas, como saké, cidra, hidromel e destilados. Esta utilizacdo esta
relacionada a capacidade desta espécie em converter rapidamente glicose e outras
hexoses em etanol, e também tolerar as elevadas concentracdes de etanol produzidas
(LEGRAS et al., 2007; TAMANG & FLEET, 2009; SICARD & LEGRAS, 2011;
IGLESIAS et al., 2014). A cerveja é uma bebida alcodlica (2-8% de concentracdo de
alcool) fermentada a partir do extrato de gréos cereais maltados, principalmente a
cevada. Apresenta sabor distinto originado dos constituintes do malte, do lupulo e dos
produtos do metabolismo de leveduras (TAMANG & FLEET, 2009). Existem também
varios tipos de cerveja, como ale, lager, stout e pilsner, que sdo classificados de acordo
com a temperatura de fermentagdo e a matéria-prima utilizada (MILANI; GARDNER &
SILVA, 2015). Caracteristicas importantes de linhagens fermentadoras empregadas na
producdo de cerveja incluem a floculagcdo, que permite a sedimentacdo da levedura e

remocdo da biomassa para clarificagdo do produto, alto desempenho fermentativo,
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producdo de glicerol e formacao de compostos aromaticos (DEQUIN, 2001; TAMANG
& FLEET, 2009).

Dentre as bebidas destiladas encontra-se a cachaca, segunda bebida alcodlica
mais consumida no Brasil. Originada a partir da fermentacdo do mosto de cana de
acucar, a cachaca possui teor alcoolico de 38-48% a 20°C e é fabricada por
aproximadamente 30 mil produtores no pais em um volume anual de cerca de 1,3
bilhdes de litros (CAMPOS et al., 2010). A cachaca apresenta altos niveis de alcodis,
ésteres etilicos, aldeidos e acidos organicos que sao responsaveis pelos sabores distintos
da bebida fermentada final (CARDOSO et al., 2004). O processo de fermentacdo do
caldo da cana de aclcar tem inicio espontaneamente, a partir de leveduras encontradas
na matéria-prima, ou por meio do preparo de uma cultura iniciadora de forma empirica
e sem padronizagdo, conhecida como ‘“fermento caipira”, ou ainda utilizando-se
linhagens comerciais voltadas para panificacdo (SCHWAN et al., 2001; BADOTTI et
al., 2010; CAMPOS et al., 2010). Devido a utilizagdo popularizada do indculo caseiro,
cada regido e unidades produtoras de cachaca possuem variagbes no rendimento e
qualidade do produto final (CAMPOS et al., 2010). Estudos mostram que a espécie
prevalente na fermentacdo da cachaca € S. cerevisiae cuja populacdo aumenta a cada
ciclo de fermentacdo, consequentemente culminando na dominancia da espécie no
processo (PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001; SCHWAN et al., 2001;
BADOTTI et al., 2010). A cada ciclo de fermentacdo é adicionado caldo de cana de
acucar fresco a dorna de fermentacdo, mantendo-se a concentracdo de acucar elevada, e
durante a fase inicial do ciclo a atividade de multiplicacdo dos micro-organismos leva a
acidificacdo e ao aumento da concentragdo de alcool do mosto de cana (MORALIS et al.,
1997; BADOTTI et al., 2010). Estas caracteristicas do meio oscilam durante os ciclos
de fermentacdo e agem selecionando leveduras resistentes ao estresse, levando ao
desaparecimento de espécies afetadas pela variacdo das condicdes estressantes, 0 que
justifica, adicionalmente, a variabilidade das caracteristicas fisiolégicas encontrada
entre as linhagens fermentadoras de cachaca de diferentes regides (BADOTTI et al.,
2010).

O saké, bebida alcodlica fermentada tradicional japonesa, tem como matéria
prima o arroz e teor alcodlico de aproximadamente 15%. Uma vez que o arroz é
composto por amido (amilose e amilopectina) e S. cerevisiae fermenta somente agucares
simples como a glicose, faz-se necessaria inicialmente a presenca de outros micro-

organimos, como Aspergillus oryzae e bactérias acido-laticas, para a sacarificacdo do
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amido. Esse processo ocorre por meio da producdo de enzimas - glicoamilases e a-
amilases - por exemplo, que degradam o amido em glicose e oligossacarideos,
permitindo assim a fermentacao por S. cerevisiae e a producdo de etanol (KITAGAKI &
KITAMOTO, 2013). Existe interesse na obtencdo de linhagens fermentadoras de saké
que produzam etil caproato e isoamil acetato, compostos que conferem aromas frutados
similares @ maca e banana, e ndo produtoras de ureia, responsavel pela formacéao de etil
carbamato, um potencial carcindgeno (KITAGAKI & KITAMOTO, 2013; SHIROMA
etal., 2014).

Além da cerveja e das demais bebidas supramencionadas, S. cerevisiae se
destaca como levedura dominante na fermentagdo do vinho, bebida de relevancia na
histéria da humanidade por possuir importante valor cultural e socioeconémico,
influenciando os campos da arte, economia e religido. O vinho encontra-se associado a
aspectos geograficos e arqueoldgicos, fazendo-se presente na mitologia e antigas
tradicGes humanas, tendo sido amplamente utilizado em praticas médicas na antiguidade
como analgésico e desinfetante (MARSIT & DEQUIN, 2015). Atualmente, estudos tem
comprovado sua acao benéfica a saude quando em uso moderado, reduzindo 0s riscos,
por exemplo, de doenca cardiaca coronariana, aterosclerose e danos ao envelhecimento
celular (ALANON; PEREZ-COELLO & MARINA, 2015). Participam do processo de
fermentacdo do mosto da uva diversas espécies de leveduras, bactérias e fungos
filamentosos originados de comunidades microbianas presentes na uva e no ambiente de
producdo. Estas espécies ndo-Saccharomyces sdo responsaveis por iniciar a fermentacao
alcodlica espontanea do mosto da uva, porém, em um curto periodo de tempo, o
crescimento de S. cerevisiae ultrapassa 0 das demais espécies e domina 0 processo
(FLEET, 2008). Esse fendmeno reflete diversos fatores atribuidos a espécies ndo-
Saccharomyces, como baixa capacidade fermentativa, baixa tolerancia a limitacdo de
oxigénio e a elevadas concentracfes de SO, e etanol (MARSIT & DEQUIN, 2015). A
utilizacdo de culturas de S. cerevisiae iniciadoras oprime o crescimento de espécies nao-
Saccharomyces, uma préatica favoravel ao processo de producdo devido ao fato da
biomassa formada pelas espécies ndo-Saccharomyces no inicio da fermentacdo alterar a
composi¢do quimica final do vinho (FLEET, 2008), o conceito de inoculacdo de
culturas puras de leveduras, com caracteristicas selecionadas e melhoradas na
fermentacdo do vinho foi introduzido por Miller-Thurgau em 1890 (PRETORIUS,
2000).
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4.3 Vinho: caracterizagao e producao

O vinho é uma matriz complexa, formada por moléculas de composi¢do variada
em diferentes concentragfes, como proteinas, aminoacidos, carboidratos, compostos
fenolicos, componentes volateis e compostos inorganicos. A composicdo quimica é
influenciada por diversos fatores incluindo variedades de uva, clima, praticas de
vinicultura, localizagdo geogréfica, colheita, linhagens de leveduras e o processo de
fermentacdo (ALANON; PEREZ-COELLO & MARINA, 2015). Este conjunto de
caracteristicas encontradas em um ecossistema e influenciado pela cultura e tradicdes
locais na producéo do vinho é denominado terroir, e confere qualidades Unicas a vinhos
produzidos em diferentes regides (LEEUWEN et al., 2004; ALANON; PEREZ-
COELLO & MARINA, 2015).

Dentre os constituintes dos vinho, os polifendis encontrados na casca, semente e
polpa da uva determinam caracteristicas organolépticas importantes, sendo os principais
responsaveis pela diferenga entre vinhos tintos e brancos por definirem a cor, amargor e
paladar adstringente dessas bebidas (IVANOVA et al., 2011b; IVANOVA-
PETROPULOS et al., 2015). Os polifendis sdo divididos em dois grupos, flavonoides
(antocianinas, flavan-3-6is, flavonois e dihidroflavonoéis) e nao-flavonoides (acidos
hidroxibenzbicos e hidroxicindmicos e derivados, estilbenos e fendis volateis)
(IVANOVA et al., 2011a). No vinho, flavan-3-6is (como as catequinas) originam as
proantocianidinas, ou taninos condensados, que sdo responsaveis por conferir
adstringéncia quando na forma de oligbmeros e polimeros, e amargor quando
encontrados na forma de mondmeros. As antocianinas sdo responsaveis pela formacéo
de pigmentos, contribuindo para a estabilidade e definicdo da cor vermelha no vinho
tinto. As principais antocianinas em vinhos produzidos por variedades da espécie de uva
Vitis vinifera (espécie mais utilizada na producdo de vinhos) sdo 3-O-glicosideos, 3-O-
acetilglicosideos, 3-O-p-cumaroil-glicosideos, e em menor quantidade, 3-O-cafeoil-
glicosideos (IVANOVA et al, 2011a; IVANOVA et al., 2011b; IVANOVA-
PETROPULOS et al., 2015; FERREIRA et al., 2016). Os polifentis sdo, portanto,
fatores de qualidade na uva e no vinho, pois além de contribuirem em relacdo a cor e
caracteristicas sensoriais da bebida atuam também em reagdes de oxidacdo, interacdes
com proteinas e no comportamento de envelhecimento do vinho. Adicionalmente,
apresentam acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e agem na prevencgéo contra doencas
cardiovasculares (IVANOVA et al., 2011b; FERREIRA et al., 2016). Normalmente, a
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quantidade de polifenois em vinhos brancos € menor do que em vinhos tintos devido ao
fato de uvas de variedade branca ndo sintetizarem antocianinas (IVANOVA et al.,
2011b). Em vinhos brancos, os flavonodis sdo os responsaveis pela pigmentacao,
conferindo coloracdo amarelada, enquanto nos vinhos tintos, apesar das antocianinas,
afetam a coloracéo por copigmentacgdo. Esses polifendis estdo presentes na casca da uva,
sdo dependentes de luz para sua biossintese e apresentam atividade antioxidante
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2010; FERREIRA et al, 2016). Os &cidos
hidroxicinamicos também influenciam a pigmentacdo de vinhos brancos, concedendo
coloracdo dourado-escurecida sob oxidacdo com moléculas ndo-fenolicas (FERREIRA
et al., 2016). As diferencas na composicao de polifendis possibilitam a utilizacdo destes
como ferramenta para autenticacdo e diferenciagdo de cultivares, determinando e
solidando a qualidade e o valor de mercado do produto final (CASTILLO-MUNOZ et
al., 2010; LIANG et al., 2011; FERREIRA et al., 2016).

O acumulo de antocianinas em variedades de uvas vermelhas inicia o
amadurecimento (véraison) (Figura 5), periodo no qual as uvas passam por mudancas
de tamanho com a ocorréncia de crescimento, acimulo de solutos, aumento da
concentracdo de aclcares e mudancas de cor variando entre amarelo esverdeado para
uvas brancas, e vermelho com nuances de azul e lilas para uvas vermelhas (KENNEDY
et al., 2001; IVANOVA et al., 2011b). O desenvolvimento da uva consiste em dois
periodos de crescimento sigmoidal separados por uma fase lag (estacionaria). No
primeiro periodo, de até aproximadamente 60 dias, ocorre rapida divisdo celular, a
formagéo do pericarpo da uva e do embrido da semente, a expansdao em volume e o
acumulo de solutos, prevalentemente &cidos malicos e tartaricos (que concedem acidez
ao vinho) em vaclolos no mesocarpo, 4acidos hidroxicinamicos, 0s taninos
(proantocianidinas), e compostos aromaticos como as metoxipirazinas (KENNEDY,
2002; LUND & BOHLMANN, 2006; IVANOVA et al., 2011b). Na segunda etapa de
crescimento tem inicio a véraison, com ocorréncia da maturacdo do pericarpo, marcada
pelas mudangas de cores e aumento no tamanho da uva, estimulos estes causados pela
producdo do horménio &cido abscisico. Os solutos acumulados no primeiro periodo de
desenvolvimento tém sua concentragdo reduzida significativamente devido ao aumento
do volume; ocorre a producdo de sacarose por meio da fotossintese e a hidrélise da
mesma nos agucares constituintes glicose e frutose. Além disso, ocorre a producdo de
metabolitos secundarios de extrema importancia para o vinho, como as antocianinas e

compostos aromaticos (terpenos, norisoprenoides, ésteres, glicosideos e tiois), sendo
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alguns em sua forma precursora transformados posteriormente em compostos volateis
durante a fermentagéo e o processo de envelhecimento (Figura 6) (KENNEDY, 2002;
LUND & BOHLMANN, 2006; KUHN et al., 2013).
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Figura 5. Diagrama exibindo o tamanho relativo e cor da uva a intervalos de 10 dias apds floragdo e
principais eventos de desenvolvimento. Os periodos de acimulo de compostos, o indice de refracdo do
suco (°Brix), e uma indicagdo da taxa de influxo de xilema e floema pela seiva vascular na uva séo

também apresentados (COOMBE, 2001).
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Figura 6. Representacdo de alguns dos principais determinantes quimicos de aromas e qualidade do
vinho presentes na uva, predominantemente localizados nos tecidos do mesocarpo (polpa) e exocarpo
(casca). Compostos potencialmente volateis como terpenos, norisoprendides e tidis sdo armazenados de
forma conjugada & acuUcares e aminoacidos em vactolos nas células do exocarpo.Os compostos sao
volatilizados por meio de rompimento fisico e subsequente clivagem por enzimas presentes na uva,
produzidas pelas leveduras e por enzimas de utilizacdo industrial (glicosidases e peptidases) durante o
processo de produgéo do vinho (LUND & BOHLMANN, 2006).

O tempo 6timo de amadurecimento das uvas varia conforme estimulos
ambientais que afetam seu metabolismo, como as condi¢cdes de luz (radiagédo
ultravioleta), disponibilidade de agua (irrigacdo) e temperatura. Déficit moderado de
agua, radiacdo UV-B e baixas temperaturas afetam positivamente o amadurecimento
por meio do aumento do contetdo total de solutos e de antocianinas (KENNEDY,, 2002;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; KUHN et al., 2013). Estes fatores definem o
momento da colheita, e na produgdo de vinho as datas de colheita sé@o definidas de
forma a otimizar o balanco entre dogura, acidez e o desenvolvimento pleno aromatico e
fendlico da uva, usualmente ocorrendo entre 12 a 14 semanas apos a frutificagdo
(LUND & BOHLMANN, 2006). No processo de producdo do vinho, a utilizacdo da
linhagem de levedura para a fermentagéo alcoolica do mosto da uva depende do produto
final objetivado, j& que linhagens diferentes de S. cerevisiae levam a formacdo de
metabolitos diversificados, que influenciam diretamente nas caracteristicas

organolepticas do vinho. Para o controle da fermentacdo preconiza-se o0 uso de
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linhagens iniciadoras industrializadas de S. cerevisiae (ESTEVE-ZARZOSO et al.,
2011).

Na producdo convencional de vinho tinto (Figura 7), ap6s a colheita as uvas séo
desengacadas, isto &, ocorre a remocdo dos ramos dos cachos, e esmagadas
(rompimento fisico). E realizado entfo o preenchimento do tanque de fermentag&o, no
qual as uvas sdo maceradas (extracdo dos solidos - casca, polpa, sementes) e as
leveduras sdo inoculadas. A maceragdo € realizada simultaneamente a fermentagéo
alcodlica do mosto, que ocorre numa faixa de temperatura entre 20°-30°C
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Durante o processo, é feito o bombeamento do
mosto para suprir a necessidade de oxigénio durante a fermentacdo, sendo que a
promocdo dessa aeracdo inicial auxilia na prevencdo de fermentacdes vagarosas, uma
vez que as leveduras encontram-se em fase de crescimento, além de auxiliar na extracéo
de compostos fendlicos do bagaco e na homogeneizacdo do conteido do tanque de
fermentagcdo. O monitoramento dessa etapa é primordial j& que oxigenacdo excessiva
pode causar reacGes negativas como a producdo de aromas indesejaveis e deterioracdo
microbiana (crescimento de bactérias &cido-acéticas) (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006a; BARTOWSKY & HENSCHKE, 2008; LAURIE et al., 2014). Como pigmentos
vermelhos estdo localizados na casca da uva, uma maceracdo mais leve e delicada
permite a obtencdo de vinhos de coloracdo clara, como 0s vinhos rosé e os vinhos
utilizados para producdo de champagne (que passam por uma segunda fermentacédo para
a carbonatacao, conferindo efervescéncia). Durante a producéo do vinho € indispensavel
o controle da cinética de fermentacdo, que pode ser mensurada analisando-se a
quantidade de agucar consumido, de alcool formado ou de didxido de carbono liberado,
podendo ser realizada também por meio da medida da densidade (massa de agUcar por
unidade de volume do mosto). Além disso, é importante o controle da temperatura do
tanque de fermentacdo, acompanhamento este determinante para que ndo ocorram
fermentagBes vagarosas e producdo de compostos indesejaveis (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006a). O final da fermentacéo alcoodlica é avaliado pela medida da concentragdo
de acucar, preconizando-se uma concentragdo menor que 2 g de agucar por litro. Apds a
deplecdo total de acUcares pode ter inicio a fermentacdo malolatica (fermentacédo
secundaria) devido ao crescimento de bactérias no mosto fermentado. Esta fermentagéo
pode ser utilizada intencionalmente em regides onde o vinho é caracteristicamente de
alta acidez, como zonas de clima frio. A fermentacdo malolatica atua na desacidificacdo

do vinho, covertendo o &cido malico em &cido latico e diéxido de carbono, processo este
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normalmente carreado por bactérias acido-laticas (Oenococcus oeni, Lactobacillus spp.,
Leuconostoc spp., e Pediococcus spp.). Além disso, tal fermentacdo secundaria também
influencia na produgdo do vinho em regides mais quentes por meio de alteracdes na
composicdo da bebida, aprimorando caracteristicas organolépticas e evidenciando a
atuacdo positiva de bactérias na estabilizacdo do vinho e no enriquecimento aromatico
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; STYGER; PRIOR & BAUER, 2011). Também é
interessante durante a vinificagdo o controle dos niveis de concentracdo do etanol, pois
este pode acabar prevalecendo sobre o sabor e aroma finais do vinho, estudos tem sido
desenvolvidos no intento de modificar geneticamente os genes das isoenzimas glicerol-
3-fosfato desidrogenases, GPD1 e GPD2, para desviar carbono da glicdlise para
producdo de glicerol, porém, também ha de se haver cuidado pois, a alta producdo de
glicerol pode levar a concentracBes indesejaveis de acido acético (PRETORIUS;
CURTIN & CHAMBERS, 2012). Apds as fermentacGes finais, o bagaco do mosto é
prensado e o vinho drenado, passando por uma etapa de filtracdo para entdo ser
armazenado em barris, nos quais ocorre o envelhecimento; a etapa final constitui o
engarrafamento (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Na producéo do vinho, o diéxido
de enxofre (SO,;) é adicionado para auxilio na conservacdo e manutencdo da
estabilidade devido a seu papel como substancia antimicrobiana e antioxidativa. A
dosagem de adicdo desse gpas deve ser controlada para que ndo haja alteragdes
organolépticas no vinho, pois o dioxido de enxofre pode destruir o tecido celular
dissolvendo os constituintes do bagaco, e assim afetar a pigmentacdo e causar a
neutralizacdo de compostos aromaticos na bebida (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a;
GUERRERO & CANTOS-VILLAR, 2015).

A producdo de vinho branco requer a extragdo do suco da uva e varios
processos de clarificacdo do mesmo antes do inicio da fermentacdo alcodlica, uma vez
que a auséncia do contato do processo de fermentacdo com a casca é o que realmente
distingue o vinho branco do vinho tinto. A clarificacdo e remocdo de solidos leva a
eliminacdo de leveduras selvagens presentes na matéria vegetal. Porém, a inoculacéo de
leveduras selecionadas compensa tal perda e favorece a producéo de alcodis superiores,
acidos graxos e ésteres correspondentes. E interessante salientar que vinhos brancos
podem ser produzidos a partir de uvas vermelhas quando estas sdo prensadas em
condigdes adequadas, evitando-se a liberacdo de antocianinas da casca e consequente
coloracio do mosto (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

33



White wine

Grapes crushed,
macerated & pressed

Juice clarified (pectin
enzymes might be added)

Tartaric acid addition
Cold settling

Juice pumpead into s/s tank
or barrel

Inoculation with yeast
Fermentation ~ 15°C
Mutrients maybe added

Wine removed from yeast
leas

Clarification
[Matured in barrel]
[Malolactic fermentation]

Wine fined & cold
stabilised

Filtration

50, addition
Bottled

Vineyard

Fermentation

Pressing

Red wine

Grapes destemmed &
crushed

[maceration]

Skin, seeds & pulp
pumped into s/s tank

Inoculation with yeast
Fermentation ~ 20-25-30°C

Mixing of cap and juice
{pumping over)

Aged in cak barrel
{up to 24 months)

Malolactic fermentation

Periedic racking;
S0, additions

Wine stabilised
Filtration

50, addition
Bottled

-

Figura 7. Principais etapas na producédo de vinho branco e vinho tinto (BARTOWSKY & PRETORIUS,

2009).
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4.4 Compostos aromaticos produzidos por Saccharomyces cerevisiae: influéncia na
composic¢ao de vinhos

Aromas constituem uma grande variedade de compostos volateis, cuja percepgdo
olfatdria varia de acordo com o tipo e a concentracdo. As caracteristicas de Varias
substancias aromaticas sdo determinadas por limiares, explicitados a seguir: (i) limiar de
percepcdo: concentracdo minima na qual a presenca de uma substancia odorifica é
detectada sem necessariamente a identificacdo do odor; (ii) limiar de recognicéo: limiar
a partir do qual h& a percepcdo e identificacdo de um composto odorifico especifico; e
(iii) limiar de preferéncia: concentracdo maxima na qual um composto estd presente sem
originar um julgamento negativo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). No vinho 0s
aromas e componentes estimulantes de odor e sabor podem ser formados durante o
desenvolvimento da uva antes da colheita (6leos essenciais, aromas frutados e vegetais),
por micro-organismos presentes no mosto (bactérias &cido-acéticas, bactérias acido-
laticas, fungos filamentosos), pela fermentacdo alcodlica por leveduras e pelo
processamento do vinho (tratamentos térmicos, cozimento, envelhecimento)
(SWIEGERS et al., 2005; CARLQUIST et al., 2015). Os aromas derivados
essencialmente da uva sdo denominados primarios ou varietais; 0s componentes
aromaticos produzidos durante a fermentacdo sob a influéncia do metabolismo de
leveduras sdo denominados secundarios, e os aromas resultantes de transformacdes
durante o processamento final, como por exemplo, no envelhecimento, s&o
denominados terciarios ou “bouquet” (GONZALES; MUNOS & CARRASCOSA,
2011).

Os mecanismos por meio dos quais as leveduras provocam impacto nos aromas
presentes no vinho ocorrem por meio do biocontrole de bolores presentes antes da
colheita e que atuam na qualidade da uva; a fermentacdo alcodlica do suco da uva em
vinho, conduzido por leveduras; e na biossintese de aromas durante a fermentagao.
Esses micro-organismos atuam também metabolizando aromas neutros encontrados na
uva em aromas ativos, impactam o aroma do vinho apds o processo de fermentacdo por
meio da autolise celular e influenciam no crescimento de bactérias que causam
deterioracdo e fermentacdo malolatica (FLEET, 2003; STYGER; PRIOR & BAUER,
2011). O perfil de aroma das bebidas alcoolicas formado durante a fermentacdo é

principalmente atribuido as atividades bioquimicas e metabolicas que ocorrem no
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interior da célula leveduriforme. Os compostos aromaticos produzidos pelas leveduras
sdo intermediarios das vias metabdlicas de catabolismo dos componentes do meio,
como acucares, compostos nitrogenados e compostos sulfurados, utilizados para
producao de fatores necessarios para o crescimento celular, como aminoacidos,
proteinas, acidos nucleicos, dentre outros (NEDOVIC et al., 2015). Portanto, a
concentracdo de compostos aromaticos ao final da fermentacdo é definida por fatores
atuantes no decorrer desta (temperatura, composi¢do do meio, pH) (MOURET et al.,
2014) que influenciam diretamente no comportamento da linhagem de levedura
utilizada e sua expressao génica.

Os principais compostos aromaticos ativos produzidos durante a fermentacdo
por leveduras sdo: alcoois (etanol, alcodis superiores), ésteres (ésteres de acetato, ésteres
de &cidos graxos de cadeia média), acidos organicos (&cidos graxos de cadeia média),
compostos carbonilicos (acetaldeido, dicetonas vicinais) e compostos sulfurados
(sulfeto de hidrogénio, didxido de enxofre, dimetil sulfeto) (Figura 8) (NEDOVIC et al.,
2015). Durante a fermentacdo os fatores causadores de pressdo seletiva no ambiente
(acidez, altas concentracdes de acUcar e etanol) favorecem as leveduras que apresentam
0 catabolismo fermentativo mais eficiente, particularmente as linhagens de S.
cerevisiae, sendo um de seus principais papéis catalisar de forma rapida, completa e
eficiente a conversdo dos aglcares presentes no mosto a etanol, diéxido de carbono e
compostos aromaticos sem o desenvolvimento de compostos sensoriais indesejaveis
(PRETORIUS, 2000; SWIEGERS et al., 2005).
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Figura 8. Representacdo esquematica da sintese dos principais grupos de aromas durante a fermentagédo
por leveduras vinicas (BARTOWSKY & PETRORIUS, 2009).

Dentre os compostos aromaticos mais produzidos (Tabela 1) esta a classe dos
ésteres. A producdo de ésteres por leveduras durante a fermentacdo possui efeito
significativo em relacdo a percepcdo de aromas frutados. S&o formados dois grupos
principais: primeiramente, os ésteres de acetato, sendo 0os mais importantes o acetato de
etila (aromas frutado e semelhante a solventes), o acetato de isoamila (aroma de pera), o
acetato de isobutila (aroma de banana) e o 2-fenil-etil acetato (aromas de mel, rosas e
flores) (SWIEGERS et al., 2005; CORDENTE et al., 2012). Os ésteres de acetato
possuem o grupo acil derivado do acetato (na forma de acetil-CoA) e o grupo alcool é
composto por uma molécula de etanol ou de algum alcool complexo derivado do
metabolismo de aminoacidos. O segundo grupo compreende os ésteres etilicos de
acidos graxos de cadeia media, como o hexanoato de etila e 0 octanoato de etila (aroma
de macd) (CORDENTE et al., 2012). A taxa de formacdo de ésteres durante a
fermentacdo é dependente de dois fatores: a concentra¢do dos co-substratos acil-CoA e
alcool, e a atividade das enzimas aciltransferases e esterases envolvidas em sua sintese
(SAERENS et al., 2006; SAERENS et al., 2008). Os genes ATF1, ATF2, EHT1, EEB1
e IAH1 foram caracterizadas em S. cerevisiae como relacionados a producao de ésteres
(SAERENS et al., 2010), sendo que ATF1l e ATF2 codificam a producdo de
aciltransferases; EHT1 e EEB1 codificam proteinas com atividades na sintese de ésteres
etilicos de acidos graxos de cadeia média; e IAH1 codifica esterases de atividade
hidrolitica que atuam no controle das concentracbes de acetato de isoamila
(CORDENTE et al., 2012).

Na fermentacdo alcodlica também ocorre a formacgdo de alcodis alifaticos e
aromaticos conhecidos como alcoodis superiores; dentre estes alcoois, o feniletanol
(aroma floral) é um dos maiores contribuintes no perfil de aromas do vinho
(CORDENTE et al., 2012). Em elevadas concentracdes (acima de 400 mg/L) alcodis
superiores podem conferir aromas indesejaveis, como odor e sabor pungentes (Tabela
1). Os alcodis alifaticos incluem o propanol, alcool isoamilico, isobutanol e o alcool
amilico ativo; dentre os alcodis arométicos encontram-se o &lcool 2-fenetilico e o tirosol
(SWIEGERS et al., 2005). As concentragdes de aminoacidos no mosto influenciam as
concentracdes de alcodis superiores ja que estes sdo seus precursores. Alcodis

superiores de cadeia ramificada, lcool isoamilico, isobutanol e o alcool amilico ativo

37



Tabela 1. Compostos aromaticos comumente encontrados no vinho (SWIEGERS et al.,

2005).

Compound Concentratlon in wine Aroma threshold Aroma descriptor
(mg/L}) {mg/L)

Ethyl acetate 22.5-63.5 7.5¢ VA, nail polish, fruity
Isoamyl acetate 0.1-34 0.03* Banana, pear
2-Phenylethyl acetate 0-18.5 0.25* Flowery, rose, fruity
Isobutyl acetate 0.01-1L& | Wl Banana, fruity
Hexyl acetate 0-4.8 0.7+ Sweet, perfume
Ethyl butanoate 0.01-1.8 0.02* Floral, fruity
Ethyl hexanoate 0.03-3.4 0.05* Green apple
Ethyl octanoate 0.05-3.8 0.02¢ Sweet soap
Ethyl decanoate 0-2.1 (), 2kawin Floral, soap
Propanol 9.0-68 500+ Pungent, harsh
Butanol 0.5-8.5 150" Fusel, spiritous
Isobutanol 9.0-174 40* Fusel, spiritous
Isoamyl alcohol 6.0—490 30* Harsh, nail polish
Hexanol 0.3-12.0 4r= Green, grass
2-Phenylethyl alcohol 4.0-197 10* Floral, rose
Acetic acid 1001150 280" VA, vinegar
Acetaldehyde 10-75 100+ Sherry, nutty, bruised apple
Diacetyl <5 0.2%* j 3.8%%* Buttery
Glycerol 5-14 g/L 5.2 g/l Odourless (slightly sweet taste)
Linalool 0.0017-0.010 0.00] Fewes g, Q255 Rose
Geraniol 0.001-0.044 EhblhTE T Rose-like
Citronellol 0.015-0.042 grewaaR100* Citronella
2-acetyl-1-pyrroline (ACPY) Trace 0.000] ==##x= Mousy
2-acetyltetrahydropyridine {ACPTY) 0.0048-0.1 0.001g%=¥**= Mousy
4-ethylphenol 0.012-6.5 0.14*/0.6%** Medicinal, barmyard
4-ethyl guaiacol 0.001-0.44 0.033%/0.11%** Phenolic, sweet
4-vinyl phenol 0.04-0.45 0.02#esw phamaceutical
4-vinyl gualacol 0.0014-0.71 L reain Clove-like, phenolic

*10% etanol, ** vinho, *** vinho tinto,**** cerveja, ***** vinho sintético, ******agua

sdo sintetizados pela levedura por meio da via de Ehrlich, que envolve a degradacédo dos
aminoacidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina. A via de Ehrlich envolve
trés etapas: uma transaminagdo que resulta na formacdo de um o-cetoacido; a
descarboxilagdo do a-cetodcido e formacgédo de um aldeido fusel; e a reducdo deste para
formacdo de um alcool fusel (ou alcool superior) (CORDENTE et al., 2012). Estudos
indicam que a superexpressdo dos genes BAT1 e BAT2 que codificam as aminoacido-
transaminases sdo responsaveis pelo aumento de caracteristicas frutadas no vinho
(aromas de pera e damasco) (LILLY; LAMBRECHTS & PRETORIUS, 2000).

38



A producdo de compostos sulfurados tambem exerce importante papel na

composi¢cdo organoléptica do vinho. Estes compostos apresentam baixo limiar de

deteccdo, pois sdo geralmente responsaveis por conferir caracteristicas sensoriais

negativas a bebida (Tabela 2). Com base nas estruturas quimicas, compostos de enxofre

sdo classificados em cinco categorias: sulfetos, polisulfetos, compostos heterociclicos,

tioésteres e tidis, e sua descricdo de aromas é variada, apresentando caracteristicas

negativas como aromas semelhantes a repolho, ovo podre, cebola e borracha. Em

contrapartida, alguns compostos sulfarados podem apresentar aromas positivos como

semelhantes a morango e toranja. O desenvolvimento destes compostos inclui a

degradacdo de aminoécido contendo enxofre, pesticidas contendo enxofre ou

precursores do enxofre derivados da uva (SWIEGERS et al., 2005).

Tabela 2. Compostos derivados do enxofre, incluindo tidis, comumente encontrados no

vinho (SWIEGERS et al., 2005).

Compound Concentration Aroma threshold Aroma descriptor

in wine (pg/L) (ng/L)
Hydrogen sulfide Trace—>80 10-80 rotten egg
Methanethiol (methyl mercaptan) 5.1,2.1 0.3 cooked cabbage, onion, putrefaction, rubber
Ethanethiol (ethyl mercaptan) 1.9-18.7 1.1 onion, rubber, natural gas
Dimethyl sulfide 1.4-61.9 25 asparagus, corn, molasses
Diethyl sulfide 4.1-31.8 0.93 cooked vegetables, onion, garlic
Dimethyl disulfide 2 15, 29 cooked cabbage, intense onion
Diethyl disulfide Trace-85 43 garlic, burnt rubber
3-(Methylthio)-1-propanol (methionol) 140-5000 500 cauliflower, cabbage, potato
Benzothiazole 11 50 rubber
Thiazole 0-34 38 popcorn, peanut
4-Methylthiazole 0-11 55 green hazelnut
2-Furanmethanethiol 0-350 ng/L 1 ng/L roasted coffee, burnt rubber
Thiophene-2-thiol 0-11 0.8 burned, burned rubber, roasted coffee
4-Mercapto-4-methylpentan-2-one (4MMP) 0-30 ng/L 3ng /L cat urine, box tree/ blackcurrant, broom
3-Mercaptohexan-1-ol (3MH) 50-5000 ng/L 60 ng/L passionfruit, grapefruit
3-Mercaptohexyl acetate (3MHA) 1-100 ng/L 4ng/L Riesling-type note, passionfruit, box tree
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5 CONCLUSAO

A evolucdo da levedura Saccharomyces cerevisiae de forma paralela a histéria
do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico humano exerce um papel influenciador no
desenvolvimento de diversas pesquisas abordando aspectos biologicos, metabolicos,
quimicos e mais recentemente evolucionarios desse micro-organismo. O esclarecimento
de caracteristicas relacionadas a ecologia de leveduras Saccharomyces spp. e, ao
processo de domesticacdo de S. cerevisiae, integra informacdes de relevancia
fundamental para compreensdo da construcdo do género Saccharomyces a partir das
interacdes de hibridizacdo e recombinacdo genéticas, e auxilia a revelar por meio das
técnicas de sequenciamento e comparacao gendmica as origens ambientais das espécies
Saccharomyces de uso industrial e suas correlagbes nos ambientes de fermentacédo
influenciados pela acdo do homem. O entendimento destas relagdes, que permitem uma
melhor caracterizacdo das linhagens de S. cerevisiae possibilita 0 melhoramento (por
meio de métodos atuais como a engenharia genética) desse micro-organismo tendo em
vista as aplicacdes industriais do mesmo quanto aos processos fermentativos alcodlicos,
dentre outras areas de atuacdo. Neste contexto, uma das caracteristicas fenotipicas
principais de interesse de S. cerevisiae diz respeito a producdo de compostos aromaticos
durante a producdo do vinho, producdo essa que varia de acordo com a linhagem
empregada e esta relacionada a presenca tanto de aromas desejaveis quanto indesejaveis
na bebida. Os aromas e sabores produzidos durante a fermentacéo alcodlica do mosto de
uva conferem complexidade a composic¢do final do vinho, e a variedade de linhagens de
S. cerevisiae permite a diversificacdo no perfil aromatico. Esses fatores agregam valor
de mercado a um dos produtos mais consumidos no mundo, gerando exclusividade e
atragdo do consumidor. Sendo assim, a escolha da linhagem de S. cerevisiae e a sua
caracterizacdo tem um importante impacto no desenvolvimento da composigdo
organoléptica do vinho, bem como em outras bebidas fermentadas e nos demais

processos biotecnoldgicos que fazem uso desse micro-organismo.
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