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ISOLAMENTO DE LEVEDURAS PARA BIO-REDUGAO DA ACIDEZ
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A presenca de acidez volati num vinho € um fator
determinante na sua qualidade. O acido acético pode aparecer
em diferentes fases do processo de vinificacao, desde as uvas
até ao produto final, por contaminacfes microbianas
nomeadamente, bactérias acéticas. Os produtores de vinho
tém vindo a utilizar um processo de refermentacao para
diminuir a concentracao de acido acetico de vinhos com
elevada acidez volatil, o qual consiste em misturar o vinho
azedo com uvas recentemente esmagado ou bagacos
provenientes do final da fermentacao alcoodlica, na proporcao
de 20-30% (v/v). Embora este processo implique custos baixos
pode levar a riscos inesperados e prejudiciais sobre os vinhos
refermentados [1].

Assim, um desafio para encontrar novas solucOes para a
reducao da acidez volatil elevada, € a selecao de leveduras a
partir de processos de refermentacao de vinhos azedos. As
estirpes mais promissoras podem ser utilizadas em processos
de bio-reducido da acidez volatil. Para este fim, criamos um
protocolo de isolamento com meio de cultura diferencial
Wallerstein Nutrient Agar (WL) com o objetivo de selecionar
estirpes de leveduras de processos refermentacao de vinhos
azedos, realizados a escala industrial. Entre os isolados
obtidos, 135 foram selecionados, aleatoriamente, com base no
padrao de cor e tamanho das colonias, e testados guanto a
sua capacidade para consumir o acido acetico, na presenca
de glicose. Nesta etapa utilizou-se uma versao modificada do
meio de cultura seletivo e diferencial de Zygosaccharomyces
bailii contendo acido acético e glucose. A caracterizacao
molecular dos isolados mais promissores, foli elaborada
utilizando o primer T3B. Confirmou a presenca de trés estirpes
de Saccharomyces e uma nao-Saccharomyces, cComo previsto
pelo meio WL e meio seletivo L-Lisina. Estudos posteriores
revelaram que as estirpes de levedura selecionadas por esta
abordagem sao adequados para a desacidificacao de mostos
e vinhos com niveis excessivos de acidez volatil [2].
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Figura 1 — Percentagens das diferentes colonias obtidas em meio
WL, isoladas a partir de processos de refermentacao de um vinho
azedo (1,36 g/L de acido acético) a escala industrial. As amostras
foram recolhidos em trés pontos de amostragem distintos (vinho
azedo; vinho + mosto/bagaco no inicio da referementacao e vinho +
mosto/bagaco no final do processo de referementacdo. A cor e
morfologia das coldnias esta descrita de acordo com Pallmann et
al. [3].
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Figura 4 — PCR fingerprinting profile (primer T3B) dos isolados 30C,
43C, 44C e 45C com uma replica (r). C: controlo (sem DNA); Sac:
S. cerevisiae PYCC 4072.
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Figura 2 - a — Leveduras isoladas do processo de refermentacdo em meio
WL (diluicdo de 103 células/mL). De acordo com Pallmann et al. [3]:
colénias de cor creme (Al), verde (A2) e verde/pequenas (A3) sao
provavelmente isolados de S. cerevisiae; colonias de cor verde intenso (B)
pertencem a estirpes de Hanseniaspora uvarum/Kloeckera apiculata;
coldnias de cor creme com um ponto de verde (C) a Torulaspora delbrueki
e colonias pequenas de cor creme (D) serdao isolados de
Zygossaccharomyces bailii.

Figura 3 - b — Crescimento da col6nia e mudanca de cor (devido a alteracées
no pH) no meio diferencial adaptado de [4] com 0,5% (v/v) de &cido acético,
0,05% (p/v) de glucose e verde de bromocresol (0,005% (p/v)), a pH 4.0,
indicando consumo simultdneo de glucose e acido acético, pelos isolados
30C, 43C, 44C e 45C. E: S. cerevisiae PYCC 4072 (controlo negativo); F: Z.
bailii ISA1307 (controlo positive).

C - Crescimento da colonia e mudanca de cor (devido a alteragc6es no pH) no
meio diferencial adaptado de [4] com 0.5% (v/v) acido acético, 0,5% (p/v) de
glucose e 0,005% (p/v) de purpura de bromocresol, a pH 6.0. A estirpe PYCC
4072 (G) mostra um resultado negativo apresentando uma cor amarela
brilhante a volta da colonia

1. O meio de cultura WL foi utilizado para monitorizar a dinamica das populacdoes de levedura durante as fermentacoes
Pallmann et al. [3]. No presente estudo um total de 135 leveduras, isoladas a partir de amostras colhidas durante os
processos de refermentacdo de um vinho com altos niveis de acidez volatil, foram selecionadas aleatoriamente, pela sua
diversidade de cor e tamanho, em meio WL. Assim, este meio revelou-se Util para realizar uma pesquisa rapida de um
elevado numero de isolados, diferenciando Saccharomyces de nao-Saccharomyces (Hanseniaspora uvarum / Kloeckera
apiculata, Torulaspora delbrueckii e Zygosaccharomyces bailii) provenientes de processos de refermentacéo vinicos (Figuras

1le?2).

2. Dos 135 isolados, quatro (30C, 43C, 45C e 44C), revelaram capacidade para consumir acido acetico na presenca de glucose,
num meio solido diferencial adaptado de Shuller et al. [4]. Assim, este meio diferencial mostrou-se adequado e muito util para
um rastreio preliminar de leveduras em relacao a sua capacidade de consumir acido acético e glucose em simultaneo (Figura

3).

3. A caracterizacao molecular dos isolados 30C, 43C, 45C e 44C por PCR fingerprinting com o primer T3B, identificou as trés
estirpes 30C, 43C e 45C como estirpes de Saccharomyces e o isolado 44C como uma estirpe nao-Saccharomyces (Figura 4).

4. O uso de abordagens fenotipicas e moleculares, em conjunto, permitiu a obtencao de resultados inequivocos na identificacao
de espécies de leveduras presentes nos processos de refermentacdo. Mais ainda, a capacidade para consumir o acido
acético na presenca de glucose foi detetada apenas em quatro isolados de S. cerevisiae e numa estirpe nao-Sacharomyces.
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