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Introdugao

A industria enoldgica esta constantemente buscando linhagens de leveduras
que possibilitem um desenvolvimento 6timo no processo de fermentagdo. O
isolamento de linhagens autéctones de Saccharomyces cerevisiae é uma opg¢do muito
favoravel, pois agrega a eficiéncia do uso de linhagens selecionadas com a diversidade

da microbiota autdctone (Belda ,2014).

A Colecdo de Microrganismos de Interesse Agroindustrial (CMIA) é uma colecao
de leveduras e fungos filamentosos abrigada pelo Laboratério de Microbiologia
Aplicada (LMA) da Embrapa Uva e Vinho, localizada em Bento Gongalves- RS, e conta
com mais de 4800 linhagens de leveduras de diferentes espécies. A maior parte da
colecdo, cerca de 90%, é oriunda de isolamentos de leveduras provenientes de uvas,
de diferentes regides brasileiras, constituindo um importante patrimonio da

biodiversidade brasileira.

A composicdo aromatica é um indicador utilizado para avaliar a qualidade do
vinho e um fator importante que influencia a intencao de compra dos consumidores. O
aroma complexo e equilibrado determina a aceitacdo dos vinhos comerciais no
mercado. Ja foram identificados mais de 1000 componentes de aroma, incluindo
principalmente alcool, ésteres, acidos organicos e terpenos em concentracdes que

variam de mg.L'! a ng.L-1 (Bezus et al., 2023; Zhang et al., 2021).

Atualmente, a liberacdo de aroma é aprimorada usando preparacgdes

enzimaticas de origem fungica, principalmente Aspergillus spp. A composicao dessas
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preparagdes varia, mas geralmente sao misturas de enzimas nao especificas, o que
pode desencadear reac¢Oes colaterais de hidrdlise prejudiciais ao produto além de
diminuir a tipicidade do vinho (Bezus et al., 2023; de Ovalle; Brena; Gonzalez-Pombo,

2021).

Alguns compostos precursores de aromas sdo encontrados na forma nao
volatil, ligados a glicosideos. Apds uma sequéncia de hidrélises enzimaticas, tornam-se
volateis e, assim, perceptiveis sensorialmente. A B-glucosidase é uma enzima
importante no processo de vinificacdao, pois contribui para a hidrdlise de diferentes
tipos de ligacdes glicosidicas, tais como ligacdes 1,4-B, promovendo a formacdo de
terpenos livres, fenil propenos e ésteres alifaticos especificos durante a fermentagao
do vinho. Além disso, a B-glucosidase também modifica a composicdo dos compostos
fendlicos, influenciando a concentracdo final de resveratrol e antocianinas no vinho

(Rompkovksi et al., 2022; Zhang et al., 2021).

Os substratos arbutin e esculin s3o considerados os compostos analogos B-
glicosidicos da uva mais confidveis, por isso bastante usados nas pesquisas qualitativas

in vitro de enzimas B-glucosidase (Perez et al, 2011).

O trabalho tem como objetivo caracterizar as linhagens de leveduras
autoctones da espécie Saccharomyces cerevisiae pela capacidade de produzir a enzima

B-glucosidase, utilizando como substrato o arbutin.

Metodologia
Reativacgdo de leveduras e preparo das suspensoes de células

As leveduras foram retiradas do ultrafreezer (-80°C) e semeadas em placas ou
tubos com meio YEPD e colocadas para crescimento em estufa a 28°C. Apds
crescimento satisfatério foram preparadas suspensdes em agua estéril com cerca de
107 células/mL. A concentracdo foi verificada através do uso do cartdo de Wickerham.

(LENETTE et al, 1985).
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Teste Qualitativo de Produgao de B-glucosidase

A produgao de enzima foi avaliada conforme a capacidade das leveduras em
utilizar o substrato arbutin como fonte de carbono. Para o teste, foram aliquotados 25
mL do meio de cultura YNB 6,7gL! e colocados em erlenmeyer, adicionados de arbutin
0,75 g.L', realizada a correcdo para pH 5,5 e esterilizados em autoclave a 121°C por 30
minutos. Apds autoclavagem, 1mL de citrato férrico 0,1 g.L ™! (previamente esterilizado)
foi adicionado sob fluxo laminar. Em seguida, 200uL de suspensdo das leveduras foram
adicionados individualmente aos erlenmeyers. A leitura positiva/negativo foi realizada
pela mudanca de cor, apds passados 7 dias em agitador-incubador a 150 rpm e 28°C.

As amostras positivas passavam a apresentar coloragdo marrom.

Figura 1: Preparo do teste de producdo de B-glucosidase

Resultados e Discussao
Foram selecionadas da Colegao CMIA 70 linhagens de leveduras Saccharomyces
cerevisiae que foram reativadas e testadas quanto a produgdo de B-glucosidase em

bateladas de 20 amostras com um controle positivo em todas elas.
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Figura 2: Leitura do resultado positivo para produ¢ao de B-glucosidase.

Numero de linhagens Nivel de cor marrom
60 0
1 1
1 2
8 3

Tabela 1: Numero de linhagens para cada nivel de cor marrom

Foi observado variacdes de intensidade de cor marrom nos resultados das
avaliagOes, por isso as amostras positivas foram separadas em 3 grupos, sendo o
numero 1 para as amostras mais claras e 3 para as amostras mais escuras.

Das 70 linhagens avaliadas, 10 apresentaram resultado positivo para a
producdo de B-glucosidase em algum nivel, resultando em um percentual de 14,3 % de
linhagens positivas. O resultado foi inferior ao encontrado por Gaensly (2015), que
obteve 45,5 % de linhagens com resultado positivo para a produgdo de enzima. Porém
foi bem superior ao encontrado por Rosi, Vinella e Domizio (1994) que foi de 0,65 % de

linhagens Saccharomyces cerevisiae produtoras de B-glucosidase.

Consideragoes finais

O uso de leveduras autéctones produtoras de B-glucosidase pode trazer
diversas vantagens ao setor vinicola nacional, podendo agregar tipicidade e qualidade
aos produtos. O trabalho obteve como resultado a identificacdo de 10 linhagens
autoctones de Saccharomyces cerevisiae produtoras da enzima B-glucosidase que
podem potencialmente vir a ser utilizadas pela indUstria na aprimoracao de aromas

dos vinhos brasileiros.

Palavras-chave: B-glucosidase, Aroma, Leveduras Autdctones

An. Sem. Pds-Grad., Bento Gongalves, RS, v.9, p. 01-05, dez. 2024.
ISSN 2594-7893



I 9° Seminario de ‘ I%EES;QLSI?.;? EE:
5 = EXTENSAOQ INSTITUTO FEDERAL
1 Pds-Graduacao CENSINO MM Rl Grande do3u

Referéncias

BELDA, I. et al. Microbiologia del proceso de vinificacién: seleccién de levaduras
Saccharomyces cerevisiae autéctonas con dptimas propiedades enoldgicas. Reduca
(Biologia). Serie Microbiologia, v. 7, n. 1, p. 1-14, 2014.

BEZUS, B. et al. Production and characterization of a novel cold-active B-glucosidase
and its influence on aromatic precursors of Muscat wine. Food Bioscience, v. 53, 2023.

DE OVALLE, Stefani; BRENA, Beatriz; GONZALEZ-POMBO, Paula. Influence of beta
glucosidases from native yeast on the aroma of Muscat and Tannat wines. Food
Chemistry, v. 346, 2021.

FERNANDEZ, M.; UBEDA, J. F.; BRIONES, A. I. Typing of non-Saccharomyces yeasts with
enzymatic activities of interest in wine-making. International Journal of Food
Microbiology, v. 59, n. 1-2, p. 29-36, 2000.

GAENSLY, F. et al. Autochthonous yeasts with B-glucosidase activity increase
resveratrol concentration during the alcoholic fermentation of Vitis labrusca grape
must. Journal of Functional Foods, v. 19, p. 288-295, 2015.

LENNETTE, E. et al. Manual of clinical microbiology, 4th ed. American Society for
Microbiology, Washington, D.C. 1985.

PEREZ, G., et alA quick screening method to identify B-glucosidase activity in native
wine yeast strains: Application of esculin glycerol agar (EGA) medium. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 27(1), 47-55, 2011.

ROMPKOVKSI, Cintia et al. Microbial dynamics in industrial-scale wine fermentation
employing Hanseniaspora uvarum B-glucosidase-producer strain. Journal of Food
Science and Technology, v. 59, n. 4, p. 1570-1576, 2022.

ROSI, I.; VINELLA, M.; DOMIZIO, P. Characterization of B-glucosidase activity in yeasts
of oenological origin. Journal of Applied Microbiology, v. 77, p. 519-527, 1994.

ZHANG, P. et al. Beta-glucosidase activity of wine yeasts and its impacts on wine
volatiles and phenolics: A mini-review. Food Microbiology , v. 100, 2021.

An. Sem. Pds-Grad., Bento Gongalves, RS, v.9, p. 01-05, dez. 2024.
ISSN 2594-7893



