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RESUMO

z

Zygosaccharomyces baili é uma levedura frequentemente associada a
problemas de contaminagdo alimentar dada a sua capacidade de sobreviver em
ambientes acidos na presenca de &cidos organicos fracos normalmente utilizados
como conservantes quimicos na indistria alimentar. Com vista a desenvolver um meio
diferencial para Z. bailii recorreu-se a uma coleccdo de leveduras isoladas
preferencialmente de vinhos contaminados. Assim, as estirpes seleccionadas para este
estudo diferiram na sua origem e resisténcia a preservativos acidos e pertenceram as
espécies de Pichia membranaefaciens, Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii,
Dekkera anomala, Dekkera bruxellensis, Debaryomyces hansenii, Saccharomycodes
ludwigii, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Kloeckera apiculata,
Lodderomyces elongisporus, Schizosaccharomyces pombe, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces bayanus,
Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces bisporus, Zygosaccharomyces

florentinus e Zygosaccharomyces bailii.

O desenho do meio de cultura baseou-se na diferente capacidade de
crescimento, que as diferentes espécies de levedura apresentam em meio mineral com
substrato simples (acido carboxilico fraco) ou com substratos misto (aglcar e acido
carboxilico fraco) como Unicas fontes de carbono e energia. Quando os ensaios foram
conduzidos num meio liquido com substrato simples, a maior parte das estirpes
apresentou capacidade de utilizar pelo menos um dos varios acidos carboxilicos
testados. A natureza do acido e a sua concentracdo bem como a manipulagao do pH
do meio, associada a incorporacdo de um indicador acido-base, permitiu seleccionar
condicbes em que somente as estirpes de Z. bailii originavam variacdo de cor do meio
(resposta positiva). Contudo, esta resposta so foi observada ap6s 115 a 168 h. Quando

se utilizou 0 meio com substratos misto (glucose 0,1 %, p/v e &acido férmico 0,3 %, v/v),

Vi




em todas as estirpes de Z. bailii observou-se resposta positiva apés um periodo de
tempo consideravelmente mais reduzido (cerca de 48 h) quando comparado com o
meio com substrato simples para a mesma densidade de inéculo e para as mesmas

condigBes de incubagéo.

Utilizando quer microplacas, quer meio solido, procedeu-se de seguida a
avaliacdo do comportamento deste meio com substratos misto para as outras espécies
da coleccdo. Em ambos os casos somente as espécies de Z. bailii apresentaram
resposta positiva durante as primeiras 48 h de incubacdo. No entanto a estirpe IGC

4194 de Z. rouxii apresentou uma resposta falso-positiva.

O aumento da concentragdo do acido formico no meio com substratos misto a
pH 4,5 (glucose 0,1 %, p/v e acido férmico 0,4 ou 0,5 %, v/v) traduziu-se de uma forma
geral num aumento do tempo de resposta para algumas estirpes. Nestes ensaios
incluiram-se também estirpes de Z. bisporus, algumas das quais evidenciaram uma
resposta  positiva. Considera-se assim 0s meios desenvolvidos como

diferenciais/selectivos para estas duas espécies.

A validacdo do meio com substratos misto revelou a sua equivaléncia a outros
meios de cultura, ja descritos na literatura, no que respeita a percentagem de
recuperacdo de Z. baili. No entanto, a vantagem da utilizacdo do meio de cultura
desenvolvido no presente trabalho, em contraste com os restantes meios, consiste na

capacidade de diferenciacédo de Z. bailii de outras leveduras pela cor das colénias.

A andlise microbiolégica de duas amostras de Vinho Verde contaminado permitiu
concluir, que 0 meio com substratos misto apresentou-se como um meio diferencial
adequado para distinguir Z. bailii de outras leveduras de contaminagdo, com aplicacdo
pratica no controlo microbiolégico de vinho e potencialmente de outras bebidas e

alimentos
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ABSTRACT

Zygosaccharomyces bailii is a frequent food and beverage spoilage yeast, which
is able to survive in acidic environments, in the presence of weak organic acids used as
chemical preservatives. A collection of yeasts, isolated mostly from spoiled wines, was
used in order to develop a differential medium for Z. bailii. The selected strains differed
in their origin and resistance to acid preservatives, belonging to the species Pichia
membranaefaciens, Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii, Dekkera anomala,
Dekkera bruxellensis, Debaryomyces hansenii, Saccharomycodes ludwigii,
Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Kloeckera apiculata, Lodderomyces
elongisporus, Schizosaccharomyces pombe, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces bayanus,
Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces bisporus, Zygosaccharomyces

florentinus and Zygosaccharo-myces bailii.

The design of the culture media was based on the different ability of the various
yeast species to grow in a mineral medium containing a single substrate (weak
carboxylic acid) or mixed substrate (a sugar plus a weak carboxylic acid) as the only
carbon and energy sources. When the assays were carried out in liqguid medium with
single substrate, most of the strains displayed ability to utilize at least one of the several
weak carboxylic acids tested. The nature of the acid and its concentration as well as the
manipulation of the pH of the medium, associated to the incorporation of an acid-base
indicator, allowed to select conditions where only Z. bailii strains gave rise to change in
colour of the medium (positive response). However, these positive responses were only
obtained after about 115 to 168 h. When the mixed substrate medium (glucose, 0,1%,
p/v and formic acid 0,3 %, v/v) was used, all the Z. bailii strains gave positive response
after a considerably lower time (about 48 h) when compared with the single substrate

medium for the same inoculum density and incubation conditions.




Following these results, the mixed substrate medium was tested for the other
species of the yeast collection, using either microplate wells or solid medium. In both
cases, only the Z. bailii strains gave positive response during the first 48 h of incubation,

and only one false positive response has been observed (Z. rouxii IGC 4194).

The increase of the formic acid concentration in the mixed substrate medium at
pH 4,5 (glucose, 0,1%, p/v and formic acid 0,4 or 0,5 % vl/v, respectively) was
associated to a prolonged response time, displayed by several Z. bailii strains. In these
assays we included also strains of Z. bisporus, some of them exhibiting a positive
response. Thus, the developed medium can be considered as diferential/selective for

both species.

The validation of the culture medium developed in the present work revealed its
equivalence to other culture media previously described, concerning the percentage of
recovery of Z. baili. However, the major advantage of the developed medium, in
contrast to other culture media, is its capability to diferentiate Z. bailii from other yeasts

by the color of the colonies.

The microbiological analysis of two samples of contaminated "Vinho Verde"
("Green Wine") allowed to conclude, that the mixed substrate medium can be
considered as a differential medium to distinguish Z. bailii from other contamination
yeasts, with potential application in the microbiological control of wines and probably

other beverages and foods.
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Enquadramento e Plano Geral da Tese

A deteccado de microrganismos ao longo do processo de fabrico de alimentos é
uma area da microbiologia alimentar que tem merecido particular atencdo, dada as
possiveis repercussdes a nivel da preservacao de alimentos e de saude publica. Neste
sentido, a implementacdo de programas que englobam a avaliagdo de riscos de
contaminacdes e a detecgdo de pontos criticos (HACCP, "Hazard Analysis Critical
Control Point") em linhas de producgéo contribuiu para uma melhoria significativa da

gualidade microbiol6gica dos alimentos.

A deterioracdo de alimentos por microrganismos nao patogénicos, como por
exemplo fungos e leveduras, foi sempre considerado como um ‘“inconveniente”
desagradavel. Devido ao consideravel aumento da producéo de alimentos e bebidas nas
Ultimas décadas, a sua deterioracao tornou-se num problema econdémico de grande
preocupacdo para a inddstria alimentar. Esta é actualmente confrontada com um
consumidor cada vez mais exigente, preferindo produtos frescos, com melhores
gualidades organolépticas, menos conservantes, sal ou aguUcar. Este facto tem também
contribuido para uma maior preocupacdo por parte da industria alimentar dado os

maiores riscos de degradacao dos alimentos por ac¢do de microrganismos.

Actualmente, a indastria alimentar necessita de técnicas de andlise
microbiolégica que permitam o isolamento de contaminantes, bem como a sua
identificacdo com rapidez e seguranca. Deste modo, o desenho de meios
diferenciais/selectivos para a deteccdo de leveduras resistentes a conservantes

guimicos é uma preocupagédo actual no controlo da qualidade de alimentos e bebidas.

A levedura Zygosaccharomyces bailii figura entre as mais perigosas em

tecnologia alimentar, dada a sua aptiddo para sobreviver em ambientes extremos,
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nomeadamente em meios acidos com etanol. Esta espécie é ainda reconhecida como
resistente a maioria dos conservantes quimicos geralmente utilizados na inddstria
alimentar. Em particular na industria do vinho esta levedura é responsavel por perdas
econdmicas importantes devido a sua capacidade de refermentacédo de vinhos doces e

de crescimento e formacao de sedimentos em vinhos secos.

O trabalho experimental que constitui o tema desta tese teve como objectivo o
desenvolvimento de um meio selectivo/diferencial para a deteccdo da levedura de

contaminacéo alimentar Z. bailii.

De acordo com o referido anteriormente, comegamos por apresentar no
primeiro capitulo uma breve revisdo bibliografica sobre os aspectos mais importantes
interligados com a deterioracdo de alimentos e bebidas por leveduras, incluindo a
descricdo de (i) meios de cultura actualmente utilizados para a deteccdo e a
enumeracdo de leveduras, (ii) metodologias recentemente desenvolvidas para a
identificacdo de leveduras (por exemplo métodos moleculares), (i) metodologias mais
frequentemente utilizadas na pesquisa de leveduras em alimentos, (iv) informacdo sobre
legislacdo actualmente em vigor, que determina os teores de leveduras permissiveis
nestes produtos. Deu-se énfase ao caso particular da levedura Z. bailii tendo-se referido
meios de cultura, ja desenvolvidos ou optimizados por outros autores, para a deteccao

desta espécie.

No segundo capitulo procedeu-se a descricdo dos materiais bioldgicos e das
metodologias utilizadas, para a realizagdo do trabalho experimental. A colec¢do de

leveduras utilizada incluiu espécies preferencialmente isoladas de vinhos contaminados.

O terceiro capitulo inclui a apresentacao e discussao dos resultados obtidos. A
estratégia utilizada baseou-se na diferente capacidade de crescimento, que varias
espécies de levedura apresentam em meio mineral com um substrato simples (acido
carboxilico fraco) ou com substratos mistos (acido carboxilico fraco e aglcar) como
Unica(s) fonte(s) de carbono e energia. Procurou-se ainda visualizar padrdes distintos de
utilizacao por diferentes espécies de leveduras pela incorporacao de um indicador acido-
base no meio de cultura. Assim, a utilizacdo de um acido traduzir-se-ia numa

alcalinizagdo mais rapida do meio de cultura (resposta positiva).
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Nesta perspectiva, o trabalho iniciou-se com o teste de meios de cultura
contendo diferentes combinacdes de um agucar e um acido mono- ou dicarboxilico a

varios valores de pH (4,0, 5,5 € 6,0).

Numa segunda fase, o meio de cultura seleccionado foi testado com uma bateria
de leveduras mais alargada (67 estirpes, 13 dos quais pertencentes a espécie Z. bailii).
Dado que algumas estirpes de Z. bailii exibiram respostas falso negativas e outras, ndo
pertencentes a esta espécie, exibiram respostas falso positivas houve necessidade de

ajustar a composicao/pH do meio de modo a diminuir tais respostas.

O comportamento do meio diferencial desenvolvido foi testado utilizando
diferentes metodologias experimentais (inoculacdo de suspensfes celulares em meio
liquido, utilizando tubos de ensaio ou microplacas, e aplicacédo das referidas suspensdes

na superficie de meios solidos).

Numa fase final procedeu-se a validagdo do meio de cultura desenvolvido. Esta
parte do trabalho contemplou estudos comparativos respeitantes a recuperacdo de
leveduras frequentemente associadas a contaminagdo de vinhos, no meio de cultura

desenvolvido, e nos ja descritos na literatura para este efeito.

Por ultimo, avaliou-se a possivel utilizagdo do meio desenvolvido na deteccéo e

enumeracdo de Z. bailii em duas amostras contaminadas de Vinho Verde.

Na parte final do trabalho apresentam-se considera¢fes gerais sobre o trabalho
realizado e principais resultados obtidos. S&o ainda mencionadas abordagens
complementares que surgiram no decurso da realizacdo do presente trabalho e que

poderdo ser desenvolvidas no futuro.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Leveduras e alimentos

Na maioria dos casos, os compostos dos alimentos constituem uma fonte de
carbono e/ou energia para o crescimento microbiano, permitindo a proliferacdo dos
microrganismos presentes. Este processo provoca alteragdes do préprio alimento,
nomeadamente a producao de maus sabores devido a degradagdo ou sintese de novos
compostos. O alimento assim alterado considera-se como degradado ou deteriorado,
frequentemente improprio para consumo humano. Por este motivo, torna-se necessario
conhecer ndo s6 a flora indigena do produto alimentar, mas também a flora
contaminante especifica para cada tipo de alimento ou bebida com capacidade de

provocar alteragoes.

Muitas espécies de fungos e leveduras sdo conhecidas na indUstria alimentar
como microrganismos indesejaveis, que podem ser detectados em ingredientes
utilizados no fabrico de alimentos e bebidas, na superficie de equipamentos, nos
produtos finais e em locais de armazenamento. A presenca destes microrganismos em
tais ambientes estd particularmente associada a sua versatilidade nutricional e
capacidade de sobrevivéncia em ambientes extremos de temperatura, pH, actividade de
agua e outros. Segue-se uma breve revisdo sobre os factores fisico-quimicos

considerados relevantes na inddstria alimentar e suas interac¢gdes com leveduras.

Cada microrganismo possui um pH minimo e maximo de crescimento. Em geral,
as leveduras toleram valores de pH mais baixos do que as bactérias. Para a grande
maioria dos produtos alimentares, o pH situa-se na gama neutra ou acida, e 0s
alimentos que apresentam um valor de pH inferior a 4,5 s&o preferencialmente

deteriorados por leveduras e fungos. As leveduras, em geral, conseguem iniciar o seu
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crescimento na gama de pH entre 2 e 9. Durante o crescimento podem alterar o pH
inicial do substrato para um valor favoravel ao seu crescimento (em geral 4-6,5) (Mislivec
et al., 1992). A utilizacdo de pH acidos constitui uma pratica de conservacgdo para inibir
ou eliminar o desenvolvimento de microrganismos, em particular de bactérias. Para tal
recorre-se a utilizacdo de acidos orgéanicos, como por exemplo o acido acético, lactico,
benzéico, ou citrico, como conservantes quimicos. Os produtos fermentados,
nomeadamente iogurte ou chocrute, apresentam valores baixos de pH devido a
formacéo de acido lactico durante a fermentacao, e sdo deste modo menos susceptiveis

a deterioragédo por bactérias.

A quantidade de agua necessaria para 0 crescimento varia conforme o
microrganismo. Na auséncia de agua verifica-se a reducéo do metabolismo microbiano e
a paragem do crescimento. Somente os organismos formadores de esporos sdo
capazes de sobreviver por periodos prolongados na auséncia de agua. A actividade de
agua (a,) € o parametro fisico-quimico que exprime o teor de agua disponivel no

alimento consoante a equacgéo (Jay, 1992):

a, = p/po p pressao de vapor da 4gua em solucao

pPo pressédo de vapor da dgua pura

O crescimento microbiano varia consoante o valor de a,, conforme resumido na tabela

1.1.

Tabela1l.1 Crescimento microbiano para diferentes valores de a, (adaptado de Pich-
hardt, 1993).

1,0-0,98 sem inibicdo
0,98 - 0,90 ligeira inibicdo da maioria dos microrganismos
0,90 - 0,60 crescimento muito lento de um numero reduzido de

microrganismos

< 0,60 nao observavel
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A diminuicdo do valor da a,, hum dado produto alimentar tem servido de base a
diferentes processos de conservacdo de alimentos. Tal pode ser conseguido de

diferentes formas conforme se refere seguidamente (Frazier e Westhoff, 1988):

e Adicdo de sal ou aglcar aos alimentos que conduz a um aumento de
concentracdo de solutos no meio extracelular, provocando uma desidrata¢éo

das células microbianas;

* Incorporagdo de geles ou de outros coldides hidrofilicos em alimentos que
conduz igualmente a uma diminuicdo do teor de agua disponivel. Por
exemplo, a adicdo de agar, na concentracdo de 3 a 4%, pode evitar o

crescimento microbiano;

« Diminuicdo da temperatura para valores abaixo de 0°C, originando misturas

de agua-gelo. Quanto maior for a concentracdo de gelo no alimento, maior
sera a concentracdo de solutos e portanto menor o valor de a,,. O valor de a,,

da agua por exemplo a -5°C é de 0,91 e a -20°C é de 0,82.

Na tabela 1.2 apresentamos alguns exemplos de alimentos e os respectivos
valores de ay,.

Tabela 1.2 Prinicipais grupos de alimentos e os respectivos valores de a, (adaptado
de Frazier e Westhoff, 1988).

Carne e peixe fresco

1,0-0,98 Legumes e frutas frescas
Leite e a maioria de bebidas
Pao

0,98 -0,93 Queijo

Frutas enlatadas
Salsicha seca ou fermentada

0,93-0,85 Presunto
Queijo curado
Cereais

0,85-0,60 Farinha
Nozes

Doces e geleias de fruta
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Chocolate
<0,60 Mel
Bolachas

A grande maioria das bactérias necessitam para o seu crescimento de um meio
com uma elevada actividade da agua (0,995 - 0,998), contendo uma baixa concentracéo
de acucar e/ou sal, conforme resumido na tabela 1.3. Deste modo, os meios de cultura

utilizados para o isolamento de bactérias ndo contém mais do que 1% de aclcar e
0,85% de sal. No caso de fungos, os valores minimos de a, sdo mais baixos. As

leveduras capazes de crescer em ambientes com baixos valores de a, (< 0,85) ou
elevadas concentracées de acguUcares (50-60% de glucose) sdo designadas como

xerotolerantes ou osmotolerantes, respectivamente.

Zygosaccharomyces rouxii, Z. bailii, e algumas estirpes de Debaryomyces
hansenii eTorulaspora delbrueckii séo exemplos deste tipo de leveduras (Jermini et al.,
1987a). As espécies mencionadas podem contribuir para a deterioracdo de alimentos
secos e/ou doces como por exemplo mel, chocolate, polpas, leite condensado e frutos
secos (Baumgart, 1993). Na tabela 1.3 apresentamos valores minimos da actividade da
agua para alguns grupos de microrganismos. Abaixo destes valores ndo se verifica

crescimento.

Tabela 1.3 Valores minimos de a, para os diferentes grupos de
microrganismos (adaptado de Frazier e Westhoff,

1988).
Maioria de bactérias 0,91
Maioria de leveduras 0,88
Maioria de fungos 0,80
Bactérias halofilicas 0,75
Fungos xerofilicos 0,65
Leveduras osmotolerantes 0,60

Os hidratos de carbono, como por exemplo aclcares presentes em alimentos,

sao frequentemente utilizados como fonte de carbono e energia, mas outros compostos
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mais complexos como por exemplo ésteres, alcoodis, aminoacidos, péptidos ou acidos
organicos também podem ser metabolizados. Hidratos de carbono mais complexos,
como por exemplo celulose ou amido podem ser utilizados somente por um ndmero
mais restrito de microrganismos. A grande maioria de microrganismos pode metabolizar
a glucose, mas existem diferencas respeitantes a capacidade de utilizagdo de outros
aclcares como por exemplo maltose ou lactose. A metabolizagédo de gorduras pode ser
realizada por microrganismos lipoliticos e ocorre na auséncia de acglcar. Os produtos
alimentares com um elevado teor de proteinas, como por exemplo carnes, s&o
degradados por microrganismos proteoliticos como Pseudomonas aeruginosa (Frazier e
Westhoff, 1988).

Substancias inibidoras que fazem parte do préprio alimento, ou que foram
adicionadas durante o processo de fabrico, podem evitar o crescimento de toda a flora
microbiana ou de certas espécies particulares. Por exemplo o etanol, formado durante a
fermentacdo do mosto de uva, pode actuar como inibidor do crescimento de

microrganismos contaminantes.

Embora a flora microbiana que se desenvolve num determinado alimento
dependa significativamente dos seus parametros fisico-quimicos, existem no entanto
interaccBes entre estes pardmetros. Um microrganismo que se encontre num ambiente
correspondente ao seu pH Optimo de crescimento sera menos sensivel perante
variacdes de a,, do que um microrganismo num ambiente de pH desfavoravel (Frazier e

Westhoff, 1988).

1.2 As leveduras como microrganismos contami-
nantes na inddstria alimentar - o caso particular de

Zygosaccharomyces bailii

Tradicionalmente, e também do ponto de vista econdmico, as leveduras sdo os
microrganismos mais importantes explorados pelo homem. A sua utilizacdo estende-se
desde a producado do pao, vinho e outras bebidas alcodlicas, até a producao de etanol

como combustivel. Actualmente, as tecnologias de DNA recombinante permitiram a
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construcdo de estirpes produtoras de proteinas fisiologicamente activas, como a
insulina. Actualmente é de realcar a utilizacdo em processos de fermentacgéo industriais,

de estirpes de leveduras manipuladas geneticamente (Hammond, 1995).

As leveduras devido a sua versatilidade nutricional podem ser encontradas em
"habitats" ecoldgicos muito variados. A versatilidade fisiologica das leveduras bem como
a sua capacidade em tolerar condi¢gbes adversas ao crescimento, conforme mencionado
no ponto 1.1, tornam algumas espécies “"especialistas" em termos de "habitats"
ecolégicos, que seriam no caso presente, os alimentos. Na tabela 1.4 apresenta-se uma
lista das principais espécies de leveduras e dos respectivos alimentos onde geralmente
surgem como microrganismos contaminantes. As alteracdes provocadas séo, por
exemplo, a producéo de sedimentos, gés, turvacdo, sabores desagradaveis, bem como
alteracbes da cor ou da textura do produto alimentar ou o crescimento superficial no

caso do péo (Tudor e Board, 1993).

Tabela1l.4 As principais leveduras conhecidas como contaminantes
alimentares, bem como os alimentos afectados (adaptado de:
Tudor e Board, 1993).

Carnes fermentadas e maturadas
Debaryomyces hansenii Sumo de laranja

Leite

Natas

Gelado

Queijo

logurte

Pao

Marisco

Produtos com elevado teor de aglcar
Issatchenkia orientalis Fruta e legumes

Leites e produtos lacteos
Produtos a base de cereais
Carnes

logurte

Kloeckera apiculata Figos

Tomates

Produtos com elevado teor de aglcar
Kluyveromyces marxianus Fruta e legumes

Leites e produtos lacteos

Marisco

Salmouras de azeitonas

Pichia membranaefaciens Produtos preservados com &cido acético
Molho de tomate

Queijo

Carne

Molho de maga tratado com calor
Rhodotorula sp. Natas, manteiga e iogurte

P&o

Carnes

Mariscos

Sumos de fruta

Saccharomyces cerevisiae Queijo e iogurte

P&o

Saccharomycodes ludwigii Fruta e legumes
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Schizosaccharomyces pombe Xaropes

Produtos com elevado teor de aglcar
Torulaspora delbrueckii Fruta e legumes

Leites e produtos lacteos

Produtos a base de cereais

Carnes

Mariscos

Xaropes de fruta
Zygosaccharomyces bailii Concentrados de sumos de fruta
Vinhos

Molho de tomate

Maionese

Zygosaccharomyces bisporus Agente causador de deterioragdo alimentar
semelhante a Z. bailii

Zygosaccharomyces florentinus Produtos com elevado teor de aglcar

Zygosaccharomyces microellipsoides Fruta e legumes

Xaropes

Zygosaccharomyces rouxii Produtos com elevado teor de aglcar
Sumos de fruta

Maionese
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1.2.1 Caracteristicas fisioldgicas mais relevantes

A levedura Z. bailii é considerada como uma levedura de deterioracdo que
apresenta uma elevada tolerdncia a factores ambientais adversos associada a uma
elevada capacidade fermentativa (ver por exemplo, revisdo em Estevinho, 1995).
Independentemente do grau de contaminacédo, a sua presenca em alimentos e bebidas é

inaceitavel, e pode ser responsavel por elevados prejuizos na indUstria alimentar.

Dado que o presente trabalho se centra no caso particular da levedura
Zygosaccharomyces bailii como contaminante alimentar, apresenta-se de seguida uma
breve revisdo bibliografica sobre as suas principais caracteristicas fisiolégicas, bem
como sobre a contaminacdo por esta espécie de alguns tipos de alimentos,
nomeadamente: vinhos, produtos com elevado teor de agulcar, maioneses e molhos de

saladas.

« Resisténcia a conservantes quimicos

Os conservantes quimicos constituem uma classe de substancias capazes de
retardar ou impedir o crescimento de microrganismos ou a manifestacdo de qualquer
deterioracdo resultante da presenca de microrganismos (Adams e Moss, 1995).
Conforme referido anteriormente, o acido acético, benzéico ou soérbico sdo os &cidos
mais utilizados na conservacdo de alimentos e bebidas. A levedura Z. bailii sendo
conhecida pela sua elevada resisténcia a acidos carboxilicos, e em particular ao acido
sérbico e benzodico, apresenta-se como uma levedura de contaminacdo alimentar
perigosa. Estes acidos, na concentracdo de 600 ppm ndo inibem o crescimento desta
levedura na presenca de 10% (p/v) de glucose a pH 3,5 (Pitt, 1974). Num rastreio
(Neves et al., 1994), foi testada a capacidade de crescimento em concentracfes
crescentes de &cido sérbico de 100 estirpes de leveduras isoladas de bebidas e
alimentos deteriorados. As estirpes que toleraram a concentracdo mais elevada deste
acido (800 ppm), na presenca de glucose (2% p/v), a pH 3,5, pertenceram a espécie Z.
baili. Esta levedura possui também uma maior resisténcia aos &cidos acético,
propiénico, butirico e benzdico comparativamente com S. cerevisiae (Estevinho, 1995;

Malfeito-Ferreira et al., 1997). A tabela 1.5 mostra exemplos de leveduras contaminantes
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de bebidas, bem como a respectiva concentracdo minima de acido sérbico ou acido

benzéico necessaria para eliminar o seu crescimento.

Tabela 1.5 Concentragcdes minimas inibitérias para o crescimento de
varias leveduras em bebidas (adaptado de Thomas, 1993).

Zygosaccharomyces bailii 300-600 300-600
Zygosaccharomyces bisporus - 330
Zygosaccharomyces rouxii - 500
Kloeckera apiculata 150 200
Hansenula anomala 160 100
Saccharomyces cerevisiae 160-300 60-100
Saccharomycodes ludwigii 420 300
Schizosaccharomyces pombe 630 610
Torulaspora delbrueckii - 580
Debaryomyces hansenii - 170
Rhodotorula sp. - 60

Z. bailii € uma das poucas leveduras que evidencia crescimento na presenca de
1% &acido acético (Barnett et al., 1990), caracteristica que pode ser utilizada para o
isolamento preliminar desta levedura. Mesmo a concentracdo de 2% (v/v) de &cido
acético, utilizada para a preservacao de molho de tomate, ndo € suficiente para evitar a
deterioracé@o deste alimento por Z. bailii (Pitt, 1974). Vérios estudos tém sido realizados
com 0 objectivo de contribuir para a elucidacdo de possiveis mecanismos subjacentes a
resisténcia de Z. baili a ambientes extremos. Acidos organicos fracos (acido acético,
propiénico, pentandico e so6rbico) induziram efeitos inibitérios na taxa especifica do
crescimento de Z. baili (Estevinho, 1995) e S. cerevisiae (Cardoso, 1994). As
concentragBes minimas necessarias para induzir efeitos inibitérios foram mais elevadas
para Z. bailii do que para S. cerevisiae. Os compostos mencionados, quando presentes
no meio extracelular, induziram também morte celular, sendo os valores das
concentragBes minimas estimuladoras de morte para Z. bailii superiores aos valores
descritos para S. cerevisiae. Em varias espécies de leveduras, incluindo S. cerevisiae, o
transporte e metabolismo de &cidos fracos estdo sujeitos a repressao catabdlica pela
glucose (Gancedo e Serrano, 1989). Pelo contrario, a levedura Z. bailii, num meio

contendo uma mistura de glucose e acido acético apresenta capacidade de consumo

9
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simultaneo do acUcar e do acido. A respectiva curva de crescimento apresenta duas
fases exponenciais distintas. Durante a primeira fase, observa-se um consumo
simultédneo do agucar e do acido, sendo a segunda fase correspondente ao esgotamento
do &cido acético (Estevinho, 1995). Na continuacéo destes trabalhos, foi descrito um
sistema de transporte mediado, especifico para o acido acético em células de Z. bailii
crescidas na presenca de glucose ou num meio contendo uma mistura de glucose e
acido acético. O transportador esta sujeito a um mecanismo de regulacédo, sendo a sua
actividade reduzida quando a concentracdo de acido acético no meio extracelular for
elevada. A enzima acetil-CoA sintetase, em células crescidas na presenca de acido
acético e glucose, nado esta sujeita a repressao pela glucose, e assim o acido pode ser
utilizado como uma fonte adicional de energia e/ou carbono (Rodrigues, 1998). Estes
resultados indicam que a regulacédo tanto do transporte membranar, como também da
actividade da enzima acetil-CoA sintetase, sdo factores cruciais que contribuem para a
elevada resisténcia de Z. bailii em meios contendo misturas de acido acético e glucose,

como se verifica no caso da fermentac@o de mostos (Sousa et al., 1996 e 1998).

A maior sensibilidade de S. cerevisiae ao acido acético estd aparentemente
associada a auséncia de um transportador operacional para o acetato em células
crescidas em glucose e a uma maior permeabilidade da membrana plasmatica ao acido
na forma néo dissociada comparativamente com Z. bailii. A valores de pH extracelular
inferiores ao pH intracelular, o &cido no interior de célula dissocia-se, contribuindo assim
para a acidificagdo do citosol, com possiveis efeitos toxicos ao nivel celular. Estes
factores associados a incapacidade de S. cerevisiae de metabolizar o acido acético
podem contribuir para a sua reduzida tolerancia a ambientes &acidos (Casal et al., 1996 e

1998).

Z. bisporus, e algumas espécies de Debaryomyces e Pichia apresentam

igualmente uma elevada resisténcia ao acido acético (Kunkee e Bisson, 1993).

A sensibilidade de leveduras a acidos fracos utilizados na conservacdo de
alimentos depende também de outros factores como por exemplo da temperatura, pH e
presenca de elevadas concentracGes de agucar (30 a 50% p/v) no meio extracelular.
Estes factores combinados podem actuar de um modo sinergistico ou antagénico na
inibicBo do crescimento destes microrganismos (Beuchat, 1982 e 1993 b; Golden e
Beuchat, 1992; Restaino et al., 1985).

10



Introducéo geral

O dioxido de enxofre é outro composto antimicrobiano utilizado na producéo de
vinhos. Para valores de pH inferiores a 1,8 predomina a forma molecular (SO»), que

constitui a forma com maior actividade antimicrobiana. As formas iénicas encontram-se
para valores de pH intermédios (HSO3) e a partir do pH 7,2 predomina a forma SO32". A
levedura Z. bailii apresenta maior resisténcia ao dioxido de enxofre do que S. cerevisiae
(Malfeito-Ferreira et al., 1990). Estirpes de Z. balilii, S. cerevisiae, Brettanomyces sp. e
Saccharomycodes ludwigii toleram concentracdes de SO, varias vezes superiores aos
permitidos pela legislacéo. Nas concentrac¢des utilizadas em vinhos, o SO, actua apenas
como agente microbiostatico, inibindo as leveduras formadoras de véu, tais como Pichia

membranaefaciens, Candida sp. e Kloeckera apiculata (Thomas, 1993).

+ Tolerancia ao etanol

Z. bailii a par com S. cerevisiae e S. ludwigii foram as espécies que, quando
comparadas com Schizosaccharomyces pombe, Brettanomyces lambicus e Kluyvero-
myces thermotolerans, revelaram capacidade de crescimento em meios acidificados
com acidos mono- ou dicarboxilicos na presenca de 10% de etanol. Com a utilizacédo
destas condi¢ces de crescimento pretendeu-se simular as condicdes ambientais
presentes nos vinhos e bebidas e assim avaliar as potenciais leveduras com capacidade

de contaminacédo deste tipo de produto alimentar (Kalathenos et al., 1995).

O etanol induz efeitos inibidores sobre a taxa especifica de crescimento na
levedura Z. bailii e efeitos estimuladores na morte celular, de modo analogo ao
observado para os acidos organicos fracos (Estevinho, 1995). Verificou-se também que
0 etanol nesta levedura inibe o transporte de acido acético, exercendo assim efeitos
protectores contra possiveis efeitos negativos do acido e contribuindo para uma elevada
resisténcia a ambientes acidos na presenca de etanol (Sousa et al., 1996). Em S.
cerevisiae, quando crescida na presenca de glucose, a passagem do acido acético
através da membrana ocorre por difusédo da forma néo iénica como ja foi mencionado.
Neste caso, o etanol aumentou, de forma exponencial, o influxo de acido acético para o

interior da célula e consequentemente os efeitos toxicos do acido (Casal et al., 1998).

11
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» Outras caracteristicas fisioldgicas

A principal caracteristica de leveduras associadas a deterioracao de bebidas é a
sua tolerancia a valores de pH acido. Z. bailii tolera valores de pH de 2,2, na presenga
de &cido citrico (Pitt, 1974). Esta levedura, bem como Pichia membranaefaciens,
Candida parapsilosis e Trichosporon pullulans foram isoladas de bebidas refrigerantes (a
base de citrinos) com valores de pH de 2,4, contendo 900 mg/l de acido sdérbico (Deék et
al., 1992).

Z. bailii apresenta capacidade de crescimento em produtos com concentragfes
de aguUcares superiores a 70% (Thomas e Davenport, 1985), incluindo-se assim no
grupo de leveduras osmotolerantes. Este grupo engloba espécies com capacidade de se

desenvolver em produtos com 50% de glucose (p/v), correspondente a um valor de ay,

de 0,909 (Jermini et al., 1987 b).

Saccharomyces bailii, actualmente identificada como Z. bailii € conhecida como
uma espécie frutofilica, dado que fermenta preferencialmente a frutose quando crescida
num meio de cultura contendo glucose e frutose (Emmerich e Radler, 1983). A utilizacéo
preferencial da frutose é consistente com a cinética e a regulacdo do transporte da
glucose e da frutose nesta espécie. Com efeito, no meio com frutose como Unica fonte

de carbono e energia, a frutose é transportada por um sistema de baixa afinidade, mas
de elevada capacidade de transporte (Ky, = 65,6 MM; Vinax = 6,7 mmol g1 h'l). Em

células crescidas no meio com glucose, o transportador apresenta um K., de 7 mM e

Vmax de 1,7 mmol g1 h-l. O transportador de glucose, que também aceita frutose como

substrato, é inactivado pela presenca de frutose (Sousa-Dias et al., 1996). Estes

resultados, no seu conjunto, sdo consistentes com a utilizacdo preferencial da frutose.

1.2.2 Alimentos descritos como mais susceptiveis de contaminacéao
e/ou deterioracado por Z bailii

¢ Vinhos

Desde ha milénios que a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada

intencionalmente ou inadvertidamente na produgcdo de vinhos. No entanto, a flora
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microbiana na superficie das uvas é muito diversificada (Martini et al., 1996), e no mosto
€ variavel ao longo da fermentacao alcodlica. Observa-se uma sucessao de populagfes
cujo crescimento e eliminacdo é promovido pela alteracéo das condi¢cdes fisico-quimicas

associadas a conversao do mosto em vinho.

Em geral, as leveduras isoladas de vinhos séo designadas como “leveduras de

contaminagdo” que podem ser divididas nos seguintes grupos:

< leveduras “acidentais ou inocentes” que se desenvolvem no vinho sem o

alterar;

« leveduras de “deterioracdo” cuja presenca esta associada a alteracdes nas

caracteristicas organolépticas do vinho.

Segundo Loureiro e Malfeito-Ferreira (1993) podem ser distinguidos dois grupos
de leveduras de deterioragéo:

[l o grupo senso lato onde séo incluidas as leveduras capazes de alterar as
caracteristicas organolépticas do vinho, independentemente da sua
resisténcia a conservantes e aos processos tecnolégicos de estabilizacédo
usados na industria;

[1 o grupo senso stricto engloba leveduras consideradas perigosas que
apresentam mecanismos de resisténcia as condigbes de “stress” e
tornam possivel a contaminac¢éo, mesmo de vinhos fabricados consoante
as “boas praticas de producdo". Estas leveduras apresentam resisténcia

muito elevada ao etanol, diéxido de enxofre ou outros conservantes.

As leveduras contaminantes podem conduzir a formacdo de aromas
desagradaveis no vinho, como € o caso do acetato de etilo ou de outros ésteres volateis.
O sabor também pode sofrer alteragGes, devido a utilizagdo de acido lactico ou acido
citrico pela levedura, com o concomitante aumento do pH, criando assim condigGes

favoraveis para o desenvolvimento de bactérias (Thomas, 1993).

As leveduras contaminantes estdo fisiologicamente bem adaptadas as
condigcbes ambientais presentes em bebidas alcodlicas e apresentam, de um modo

geral, as seguintes caracteristicas (Thomas, 1993):
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. Capacidade de crescimento a valores de pH baixos (cerca 1,5)
. Capacidade de crescimento em produtos com elevadas
concentragOes de acglcar (até 68%, p/v)
. Tolerancia ao calor (até 70°C)
. Tolerancia a conservantes:
Acido benzoico (> 1,0 mg/ml)
Acido sorbico ( > 0,8 mg/ml)
Dioxido de enxofre molecular (> 3 ppm SO )
. Tolerancia ao alcool (até 22%, v/v)
. Tolerancia a temperaturas baixas (até -2,2°C)
. Crescimento a baixa concentragdo de oxigénio

. Utilizagdo de uma grande variedade de acucares

Muitos dos vinhos actualmente comercializados contém quantidades residuais
de acucares. No caso dos vinhos adamados adiciona-se sumo de uva concentrado
como agente adocante. Mesmo se o vinho engarrafado apresentar um teor de glucose
ou frutose de 0,1% (p/v) pode ocorrer a formagdo de sedimentos que provocam a
turvacdo do vinho ou formacdo de gas (Kunkee e Bisson, 1993). As leveduras
associadas a este tipo de situacdes sdo S. cerevisiae e Z. bailii. A turvacdo pode ser
registada quando o nimero de células atingir valores de 10%/ml, e a refermentacdo é
aparente quando a densidade populacional atinge valores de 108 a 107 células por ml.
Associado a estes elevados nimeros encontra-se em geral um sedimento arenoso no
fundo da garrafa. Considera-se que 1 a 5 células de S. cerevisiae ou Z. bailii por garrafa
de um vinho seria suficiente para provocar a turvacdo e/ou refermentacédo. Desde que a
gualidade organoléptica do vinho nado esteja significativamente afectada, as garrafas
podem ser esvaziadas e o vinho pode ser novamente filtrado e engarrafado (Thomas,
1993).

Durante o armazenamento do vinho, pode ocorrer o crescimento de leveduras e
bactérias aerébias na superficie, formando uma pelicula, geralmente designada por véu.
Neste "microclima”, mas também no préprio vinho, podem ser encontradas varias
leveduras contaminantes. Pichia anomala é uma espécie cuja capacidade de

deterioracdo de vinho esta associada a producao de altas concentracfes de acetato de
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etilo e outros ésteres volateis. Certas estirpes de Saccharomyces malidevorans séo
capazes de produzir quantidades inaceitaveis de sulfureto de hidrogénio.
Saccharomycodes ludwigii, altamente tolerante a elevadas concentracdes de didxido de
enxofre, é conhecida como produtora de elevadas concentracdes de acetaldeido e sé
dificilmente pode ser eliminada de uma adega. InfeccBes pelas leveduras
Dekkera/Brettanomyces podem conferir ao vinho sabores muito desagradaveis que
foram descritos como sendo parecidos ao cheiro de terra, cdes molhados, urina de rato

ou suor de cavalo (Thomas, 1993, Loureiro, 1994).

Em resumo, podemos concluir que o cumprimento rigoroso das normas de
higiene durante o processo de fabrico € um factor crucial para a produgédo de um vinho
em boas condi¢cbes microbiolégicas. Esta afirmacdo é fundamentada no facto de a
utilizacdo das concentragcdes maximas permitidas de compostos antimicrobianos nao ser
suficiente para inibir o crescimento da levedura Z. bailii, e de bastar um pequeno namero
de células para originar problemas de deterioracdo. Considera-se assim que a estratégia
mais adequada para obviar estes problemas assenta na implementacdo de medidas de
prevencdo que podem passar pela remog¢do completa de leveduras por filtracéo,
engarrafamento em condigfes assépticas ou pelo aquecimento do vinho (Stewart, 1987;
Kunkee e Bisson, 1993).

e Produtos com elevado teor em agucar

O adocante natural mais utilizado é o aclcar, proveniente da cana de agucar
(Saccharum officinarum) ou da beterraba (Beta vulgaris). Outros adog¢antes como o mel
ou o melago sdo também utilizados como aromatizantes na indUstria alimentar. O aglcar
na sua forma cristalina, ou em forma de pd, pode ser considerado como produto
microbiologicamente estavel, devido ao baixo teor de humidade. Por outro lado, os
xaropes estdo mais sujeitos a deterioracdes microbianas devido ao teor de humidade

mais elevado.

Os microrganismos encontrados em xaropes de aclcar sdo provenientes da
matéria-prima ou podem ser introduzidos durante o processo de fabrico. A cana de
acucar, por exemplo, pode apresentar cerca de 102 a 104 de leveduras por grama. No

caso do mel, as leveduras presentes provém do néctar das flores e do contetdo
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intestinal das abelhas (Frazier e Westhoff, 1988). Os produtos doces apresentando um
valor baixo de ay (em geral inferior a 0,85) sdo consequentemente um excelente meio
de crescimento para microrganismos osmotolerantes, em especial para as leveduras,
principais responséaveis pela degradacdo deste tipo de alimentos. Entre as leveduras
mais  representativas  encontram-se  espécies  pertencentes ao  género
Zygosaccharomyces, sendo Z. rouxii a espécie dominante (Tokuoka et al., 1985), mas
também outras pretencentes aos géneros Pichia, Candida e Schizosaccharomyces
(Smittle et al., 1992).

Num estudo sobre isolamento de leveduras de produtos com elevado teor de
acucar, como por exemplo mel, sumo de maca, sumo de laranja concentrado, macapao,
xarope de agucar e figos enlatados, foram isoladas 28 estirpes de leveduras
osmotolerantes, 24 das quais foram identificadas como Z. rouxii, 2 como Z. bailii, uma
estirpe de Torulaspora delbrueckii e outra de Debaryomyces hansenii (Jermini et al.,
1987 b).

As leveduras osmotolerantes, em concentragdes que podem variar de 1 a 106
unidades formadoras de colénias por grama de mel, provocam a fermentacdo deste
produto alimentar. Entre as leveduras presentes no mel predominam espécies do género
Saccharomyces, tendo sido também detectadas espécies do género
Zygosaccharomyces, Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces ou Pichia (Snowdon e
Cliver, 1996). A fermentacéo, favorecida por temperaturas moderadas e a presenca de
azoto, é lenta e pode demorar alguns meses. Em geral ocorre na superficie do contentor
gue apresenta um micro-clima com maior humidade. Os produtos da fermentagéo,
diéxido de carbono, etanol, e acidos nao-volateis, conferem um sabor desagradavel ao
mel. A fermentagdo é geralmente acompanhada pelo escurecimento e cristalizagdo do
mel (Frazier e Westhoff, 1988).

Para efeitos de conservacao é habitual adicionar aos xaropes benzoato de sédio
ou sorbato de potassio ou efectuar a sua pasteurizacdo, como € usual no caso do mel.
Os valores recomendados pela National Soft Drink Association para a utilizacdo de
xaropes de aclcar destinadas ao fabrico de bebidas é de 10 leveduras por 10 g de
xarope (Smittle et al., 1992). No caso do mel industrial, o teor de leveduras no produto
acabado ndo excede algumas centenas de unidades formadoras de col6nias por grama
(Snowdon e Cliver, 1996).
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* Maioneses e molhos de salada

As maioneses podem ser definidas como emulsdes semi-sélidas contendo 6leo
vegetal (minimo 50%), gema de ovo, vinagre e/ou sumo de limao e outros ingredientes
como sal, temperos e glucose. O pH situa-se na gama de 3,6 a 4,0, o teor de acido
acético varia entre 0,3 a 0,5% e a a,, apresenta um valor de 0,925. Os molhos de salada
possuem uma composi¢do semelhante, com um teor em 6leo minimo de 30% e um teor
de acido acético variavel entre 0,9 e 1,2%. A composicdo nutricional deste tipo de
produtos constitui teoricamente um meio Optimo para o0 crescimento para um grande
namero de microrganismos. No entanto, verifica-se que o valor de pH reduzido, o teor de
acidos organicos e o baixo valor de ay, limita o crescimento de um nimero consideravel
de microrganismos. Apenas algumas bactérias, fungos filamentosos e leveduras como
Z. bailii séo capazes de crescer nestas condi¢cdes (Smittle e Flowers, 1982). A maionese
e molhos de salada quando deteriorados podem conter gas produzido por fermentagéo.
A separacao da emulsao e a formagédo de acido butirico, acompanhada de formacao de
um cheiro rancoso desagradavel, sdo outras caracteristicas de maioneses alteradas
microbiologicamente. O crescimento de bactérias lipoliticas e proteoliticas € inibido pelo
baixo valor de pH (Jay, 1992).

Wind e Restaino (1995) mostraram que o sorbato de potassio, em
concentracbes de 0,3% (p/v) permitiram o crescimento de Z. baili em maioneses.
Concentragbes mais elevadas de conservantes ndo podem ser aplicadas, devido a
limitacBes legislativas e alteracdes do sabor do produto. Estes estudos indicam que a
utilizacdo de ingredientes de elevada qualidade em termos microbioldgicos e o fabrico
consoante as normas de HACCP (ver 1.6.1). sdo critérios fundamentais para evitar a

proliferacdo de leveduras de contaminacao.
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1.3 Meios de cultura utilizados na deteccdo e enume-

racao de leveduras

Os meios de cultura para o isolamento de microrganismos podem ser

classificados da seguinte maneira:

[0 meios de cultura gerais que permitem o desenvolvimento da maior parte dos
principais grupos de microrganismos. No entanto, € importante salientar que
ndo se dispbe de um meio "universal’, que permita a recuperacdo de
qualquer tipo de microrganismo com elevada eficiéncia. A composi¢cdo do
meio a utilizar devera ser, sempre que possivel, 0 mais parecida com as

caracteristicas do “habitat” natural dos microrganismos em estudo.

[1 meios de cultura selectivos permitem a proliferacdo de grupos especificos de
microrganismos, enquanto inibem o crescimento de outros. A selectividade
deve-se a utilizacdo de compostos inibidores, escolha do pH apropriado ou a

omissdo de nutrientes especificos.

[0 meios de cultura diferenciais permitem a distincdo de um grupo de
microrganismos com caracteristicas especificas (por exemplo actividade

lipolitica ou proteolitica) (Jarvis e Williams, 1987).

1.3.1 Meios de cultura gerais

Um meio de cultura ideal para a enumeracdo de fungos em alimentos deve

satisfazer os seguintes requisitos (Hocking e Pitt, 1992 a):

e suprimir o crescimento bacteriano

e ser adequado em termos nutricionais

e induzir a formacao de colénias compactas

» inibir o crescimento excessivo de fungos filamentosos

e promover o crescimento de fungos relevantes
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« facilitar a contagem/diferenciacdo de leveduras na presenca de fungos
filamentosos

» ser de facil preparacéo

As caracteristicas acima descritas sdo as que deveriam ser contempladas no
desenho de um meio para contagem total de fungos e leveduras. Considera-se que na
pratica ndo existe um meio que satisfaca todos os requisitos acima descritos. No
entanto, um elevado ndmero de meios de cultura permitem avaliar com uma boa
aproximagdo as populacdes de leveduras presentes num determinado produto.
Actualmente, existe no mercado um grande nimero de meios de cultura em forma
desidratada para o isolamento de leveduras, conforme resumido na tabela 1.6. A
acidificacdo de meios de cultura para valores de pH 3,5 a 5,0 considerou-se necessaria
para inibir o crescimento de bactérias. Entretanto sabe-se que meios de cultura acidos
apresentam uma recuperacdo de leveduras inferior quando comparado com os meios
contendo antibidticos (Welthagen e Viljoen, 1997). Além disso, valores baixos de pH séo
desfavoraveis para a recuperagdo de células em condicdes de “stress”, podendo
promover o crescimento de bactérias lacticas e favorecendo a precipitagdo de proteinas
provenientes dos alimentos. A utilizagdo de meios de cultura &cidos é recomendada
somente para alimentos com baixos valores de pH, como frutas ou preparados de fruta
(Beuchat, 1993 a).

Os antibidticos como oxitetraciclina, clorotetraciclina, cloranfenicol, gentamicina,
e estreptomicina, incorporados nos meios de cultura a concentracfes de 10 a 100 mg/l
sdo eficientes inibidores do crescimento bacteriano. O cloranfenicol € utilizado
preferencialmente, dado que apresenta uma actividade antimicrobiana contra uma vasta
gama de bactérias e uma vez que pode ser adicionado ao meio de cultura antes da
autoclavagem, o que representa uma vantagem do ponto de vista laboratorial (Beuchat,
1993 a; Jarvis e Williams, 1987). A incorporacdo de corante “rose bengal" ou do
composto "dichloran" é aconselhado para a inibicdo da formacao de micélios de fungos
filamentosos. As recomendacdes dadas por Hocking e Pitt (1992 a) mencionam que o
“rose bengal” pode ter efeitos inibitérios em leveduras, devido a fotodegradagéo do

composto, associado a formacéo de produtos téxicos.
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O trabalho publicado por Dedk (1992 a) resume os resultados de um estudo
inter-laboratorial respeitante a comparacdo da eficiéncia de meios de cultura no
isolamento de leveduras. Os meios utilizados foram por exemplo DRBC, TGY acidificado
ou suplementado com cloranfenicol, DG18, e OGY (tabela 1.6). Testaram-se varios
alimentos com diferentes teores de leveduras. A compilacdo dos dados mostrou que nao
h& diferencas significativas entre os meios utilizados. Em alguns casos o meio DRBC
apresentou uma recuperacao superior aos restantes, enquanto o meio TGY acidificado
mostrou uma baixa selectividade para leveduras. A percentagem de recuperacdo no

meio DG18 foi inferior a dos outros meios.

O meio YGC é recomendado para a analise de leveduras e fungos filamentosos
em carnes e produtos derivados de carnes, peixes, mariscos, leites, produtos lacteos,
alimentos secos (como por exemplo especarias, agucar, cacau) produtos de chocolate,

gelados e produtos congelados (Baumgart, 1993).

De um modo geral, para a pesquisa de leveduras em alimentos e bebidas
recomenda-se a seleccdo e a validagdo do meio de cultura, para o qual se obtém os
melhores resultados em func¢édo do alimento a analisar, desde que ndo existam normas
ou indicacbes especificas. Deve-se escolher o método de andlise em funcdo da
densidade populacional estimada no préprio produto, bem como da consisténcia do

alimento a analisar (Baumgart, 1993).
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Tabela 1.6 Composicéo de alguns meios de cultura para o isolamento de fungos e/ou leveduras

(Merck, 1994; Beuchat, 1993 a; Samson et al., (Eds.), 1992; Vaz de Oliveira et al., 1995).

Meio de cultura
Caracteristics e composigéo
OGY | YGC | DG1 | TGY RBC MEA MY60 | YEP | WLN
ou 8 ou G D
OGG DRBC
Y
Marca Merck, ref. n° 10877 | 1600 - - - - - - 10866
0
Notas (1) - - - (2) - - - -
pH 6,5 6,6 6.5 (@) 7,2 ? ?) ? 55
ou 5,6
Extracto de malte (g/l) - - - - - 20,0 10,0 - -
Peptona (g/l) - - 5,0 - 50 1,0 - 20,0 -
Triptona (g/l) - - - 5,0 - - - - -
Extracto de levedura (g/l) 50 5,0 - 5,0 - - 2,5 10,0 4,0
Hidrolisato de caseina (g/l) - - - - - - - - 5,0
Glucose (g/l) 10,0 | 20,0 | 10,0 100 10,0 20,0 600 20,0 | 50,0
KH2PO4 (a/l) - - 1,0 - 1,0 - - - 0,55
KClI (g/l) - - - - - - - - 0,425
CaCl2 (g/) - - - - - - - - 0,125
MgSO4 (g/1) - - 0,24 - 0,24 - - - 0,125
FeClI3 (g/) - - - - - - - - 0,002
5
MnSO4 (g/1) - - - - - - - - 0,002
5
“Rose bengal” (5% p/v) ml - - - - 0,5 - - - -
“Dicloran” (0,2% p/v em etanol) - - 1,0 - 1,0 - - - -
ml
Verde de bromocresol (g/l) - - - - - - - - 0,022
Agar (g/l) 15,0 | 149 | 150 | 15,0 15,0 20,0 10,0 20,0 17,0
Gentamicina (g/l) (0,05) - - - - - - - -
Oxitetraciclina (g/l) 0,1 - - - - - - - -
Cloranfenicol (g/l) - 0,1 0,1 - 0,1 - - - -
Notas:

M

@)

Os antibiéticos devem ser esterilizados por filtracéo e suplementados assepticamente ao meio apés
autoclavagem.

O meio OGGY consiste do meio OGY suplementado com gentamicina, na concentragdo indicada.
O meio DRBC consiste do meio RBC suplementado com “dichloran”, na concentragdo indicada.

Abreviaturas utilizadas para os meios de cultura:

OGY
OGGY
YGC
DG18
TGY
RBC
DRBC
MEA
MY60G
YEPD
WLN

“Oxytetracycline glucose yeast extract agar”
“Oxytetracycline glucose gentamycine yeast extract agar”
"Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar"
"Dichloran 18% glycerol agar”

“Tryptone glucose yeast extract agar”

“Rose bengal chloramphenicol agar”
“Dichloran rose bengal chloramphenicol agar”
“Malt Extract Agar”

“Malt extract yeast extract 60% glucose agar”
“Yeast Extract peptone dextrose agar”
“Wallerstein laboratory nutrient agar”
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1.3.2 Meios de cultura selectivos e/ou diferenciais

Para o acompanhamento da flora de leveduras ao longo do processo de

producédo do vinho, foram desenvolvidos varios meios de cultura, como por exemplo:

00 WLN agar (descrito na tabela 1.6): meio de cultura geral utilizado para a

enumeracdao de leveduras em processos de fermentacao.

00 Meio de lisina: utilizado para a seleccdo de leveduras apiculadas (inibicdo

do crescimento de S. cerevisiae).

00 YEPD (descrito na tabela 1.6): utilizado para a andlise de vinhos e de

mostos

A comparacdo entre os meios de cultura gerais DRBC, WLN e OGY, referidos
na seccdo anterior, para a enumeracao e identificacdo de leveduras em sumos de fruta,
cerveja e vinho mostrou que os trés meios de cultura permitiram a diferenciacdo de
varias leveduras pela diferente morfologia das colonia. As diferencas morfolégicas foram

mais acentuadas no meio WLN (Andrews, 1992 a).

Para a deteccdo de leveduras resistentes a conservantes quimicos aconselha-

se a utilizacdo dos meios TGY ou MEA (descritos na tabela 1.6), ambos acidificados

com acido acético na concentracao final de 0,5% (v/v) (Hocking e Pitt, 1992 b).

As leveduras xerotolerantes, bem como outros fungos xerotolerantes podem ser

isoladas em meios selectivos contendo quantidades substanciais de aclUcar. Na tabela

1.7 mencionamos alguns meios ja descritos anteriormente para isolamento de leveduras
(tabela 1.6), referindo o valor de ay, factor importante a ter em conta para o isolamento

de leveduras xerotolerantes.
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Tabela 1.7 Valores de aw de alguns meios utilizados no
isolamento de leveduras xerotolerantes
(Beuchat, 1993 a).

DG18 0,95
MY20G 0,97
MY40G 0,93
MY50G 0,89
MY60G 0,85

O meio DG18 agar (tabela 1.6), inicialmente desenvolvido para o isolamento de
fungos de cereais, farinhas, nozes e especarias, pode ser aplicado também para a
recuperacdo de leveduras xerotolerantes. A adi¢do de glicerol baixa o valor de a,, , € 0
“dichloran” evita o crescimento excessivo de fungos filamentosos (Beuchat, 1993 a). Os

meios MY contém quantidades crescentes de glucose (de 20 a 60 %, p/v).

Para a levedura D. anomala foram desenvolvidos estudos no sentido de
optimizar as condi¢des de crescimento, permitindo a recuperacgéo rapida desta espécie.
O Meio Rico (extracto de levedura 0,5 %, p/v; peptona 1,0 %, p/v; agar 2,0 % p/v)
suplementado com glucose (0,05 % (p/v) e fructose (0,05 % (p/v) a pH 5,5 permitiu a
deteccao de coldnias ap6s um periodo de incubacao de 2 dias a 34°C (Azevedo, 1997).
Para a deteccao desta levedura foi também desenvolvido meio diferencial e parcialmente
selectivo contendo antibidticos e substratos percursores de aromas desagradaveis
(Gongalves, 1996).

Um novo meio de cultura que permite a deteccao da levedura Yarrowia lipolytica

encontra-se actualmente em fase de validagao (Loureiro, comunicagédo pessoal).

Outros meios de cultura diferenciais sdo os meios cromogénicos, actualmente
disponiveis principalmente para a pesquisa de bactérias. Os meios contém um composto
substrato de uma enzima, caracteristica de uma espécie ou de um grupo de espécies. A
reaccao estd associada a formacdo de uma substancia corada. Assim, as bactérias em

questdo podem ser facilmente identificadas pela cor da coldnia. Para o isolamento e a
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diferenciacédo de espécies de leveduras do género Candida existe no mercado um meio
cromogénico ("CHROMagar Candida", comercializado pela firma CHROMagar). Um
meio cromogénico para o isolamento das leveduras Kluyveromyces marxianus e
Kluyveromyces lactis a partir de produtos lacteos foi desenvolvido por Gonzalo e co-
autores (1998).

1.3.3 Meios de cultura utilizados para a deteccdo e enumeracao
de Zygosaccharomyces bailii

Os trabalhos realizados por Makdesi e Beuchat (1996 a e 1996 b) tiveram como
objectivo a optimizacdo de um meio de cultura selectivo para a levedura Z. bailii. Nestes
estudos foram testados varios meios de cultura, conforme resumido na tabela 1.8.

Tabela 1.8 Composi¢cdo de alguns meios de cultura para o isolamento selectivo de Z. bailii
(Makdesi e Beuchat, 1996 a €1996 b).

Meio de cultura
Caracteristicas e YMA | YMA | MEA | TGY | TFY [ TGY | TFY | TGY | ZBA | ZBA
composicao A A A A AC | AC | ACB c
Ay 0,99 - - 0,99 | 0,99 | 0,99 [ 0,99 | 0,99 | 0,98 | 0,98
pH 5,8 3,8 3,8- 3,9 3,9 4,0 4,1 4,2 4,0 4,2
4,0

Triptona (g/l) - - - 50 50 50 5,0 5,0 50 50
Extracto de malte (g/l) 3,0 3,0 20,0 - - - - - - -
Extracto de levedura (g/l) 3,0 3,0 - 50 50 50 5,0 5,0 2,5 2,5
Peptona (g/l) 50 50 1,0 - - - - - - -
Neopeptona (g/l) - - - - - - - 10,0 | 10,0
Glucose (g/l) 10,0 | 10,0 20,0 100 - 100 - 100 40,0 | 40,0
Frutose (g/l) - - - - 40,0 - 40,0 - 30,0 | 30,0
Cloreto de sédio (g/l) - - - - - - - - 25,0 | 25,0
Sorbato de potéssio (g/l) - - - - - - - - 0,1 0,1
Benzoato de saédio (g/l) - - - - - - - 0,3 - -
Acido acético glacial (ml/l) - 5,0 5,0 5,0 5,0 3,0 3,0 3,0 5,0 3,0
Azul de tripano (g/l) - - - - - - - - 0,25 | 0,25
Agar (g/1) 15,0 | 150 | 20,0 | 150 | 15,0 | 15,0 | 15,0 | 15,0 | 15,0 | 15,0
Abreviaturas utilizadas para os meios de cultura:
YMA “Yeast malt agar”
YMAA  “Yeast malt agar” acidificado (0,5% acido acético)
MEAA  “Malt extract agar" acidificado (0,5% acido acético)
TGYA  “Tryptone glucose yeast agar” acidificado (0,5% &cido acético)
TFYA “Tryptone fructose yeast agar” acidificado (0,5% éacido acético)
TGYAC “Tryptone glucose yeast agar” acidificado (0,3% acido acético)
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TFYAC “Tryptone fructose yeast agar” acidificado (0,3% acido acético)

TGYACB “Tryptone glucose yeast agar” acidificado (0,3% acido acético) com 0,3 g/l benzoato de
sodio
ZBA “Zygosaccharomyces bailii selective medium" (0,5% &cido acético)

ZBAC “Zygosaccharomyces bailii selective medium" (0,3% acido acético)
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O meio de cultura “Zygosaccharomyces baili selective medium”, cuja
composi¢cdo se encontra descrita na tabela 1.8 apresenta uma elevada selectividade
para esta levedura devido a accao sinergistica de cloreto de sddio (2,5% p/v), acido
acético (0,5% v/v) e sorbato de potassio (0,01% p/v). A percentagem de recuperacao
para um tempo de incubacéo entre 2 a 3 dias varia entre 94-97% quando é utilizada a
metodologia da filtracdo em membrana. Outras leveduras que foram capazes de se
desenvolver neste meio de cultura (Hansenula e Pichia sp.) podem ser distinguidas pela

morfologia das colénias (Erickson, 1993).

Alguns produtos alimentares (como por exemplo, leite condensado, xarope de
chocolate, xarope de mirtilios, vinho, bebidas carbonatadas) com valores de ay
compreendidos entre 0,82 e 0,99 e o pH entre 2,9 e 6,5, foram inoculados com nove
estirpes de Z. bailii. Os meios utilizados foram YMA (controlo), YMAA, TGYA e ZBA. A
melhor recuperagdo das estirpes, 21 dias apds a inoculagdo, foi obtida para o meio
TGYA. No entanto, a recuperagdo nos varios meios de cultura variou, consoante a
estirpe e o alimento testado. No caso do vinho, o meio TGYA recuperou cerca de 90%
das células quando comparado com o controlo. A recuperacédo de células de Z. bailii,
inoculadas em xarope de mirtilios contendo vérias concentracdes de benzoato de sddio,
incubados a temperatura de 1°C durante 21 dias, mostrou uma recuperacdo parecida
nos meios YMA, TGYA e ZBA, independentemente da concentracdo do conservante.
Quando os ensaios foram conduzidos a temperatura de -19°C, as células evidenciaram
uma menor recuperacdo nos meios acidificados (TGYA e ZBA) (Makdesi e Beuchat,
1996 a).

Com o objectivo de desenvolver um meio de cultura que permitisse uma melhor
recuperagcdo de células sujeitas a condicdes de “stress” por temperaturas elevadas,
utilizaram-se os meios mencionados na tabela 1.8. Células de Z. bailii, inoculadas em
mistura maionese:agua numa relacdo 1:1 foram aquecidas a 50°C durante 45 minutos e
espalhadas nos meios mencionados (excepto YMAA). A eficiéncia de recuperacdo dos
meios na recuperacdo das células ocorreu pela seguinte ordem: YMA (ndo selectivo)
=TGYAC =TFYAC>TFYA>TGYA>TGYACB>ZBAC>ZBA. Os meios selectivos que
evidenciaram eficiéncia de recuperacdo mais elevadas (TGYAC, TFYAC, TGYA e TFYA)
foram testados relativamente a recuperacédo de outras estirpes de leveduras na auséncia

de “stress” provocado por elevadas temperaturas. O comportamento dos meios variou
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conforme a estirpe testada. Para a enumeracao de células de Z. bailii recomenda-se os
meios TGYAC e TFYAC. No entanto, estes dois meios ndo possuem a capacidade
adequada para inibirem o crescimento de outras estirpes de leveduras. Assim, o0s
autores sugerem que os meios devem ser optimizados com o objectivo de atingir uma

selectividade mais elevada para Z. bailii (Makdesi e Beuchat, 1996 b).

Num estudo interlaboratorial, publicado por Hocking (1996), testou-se a
recuperagcdo de varias leveduras consideradas resistentes a conservantes (Z. bailii,
Saccharomyces cerevisiae e Pichia membranaefaciens). Os meios de cultura utilizados
foram o TGY, MEA, ZBA, bem como o TGYA e MEAA, de acordo com as
recomendacdes fornecidas por Hocking e Pitt (1992 b) para a enumeracéo de leveduras
resistentes aos conservantes. As leveduras apresentaram a melhor recuperacdo no
meio TGYA. O meio ZBA revelou a sua selectividade para Z. bailii, mas a recuperacéo

era significativamente inferior quando comparado com o meio TGYA (Hocking, 1996).

1.3.4 Controlo de qualidade de meios de cultura - conceitos gerais

Num laboratério de controlo microbiol6gico, a qualidade do “produto final”, que
neste caso serdo os valores determinados que constam do relatério de ensaios, &
garantida pelo cumprimento de normas e regras gerais para cada procedimento

executado ao longo da analise.

Neste contexto, o controlo da qualidade dos meios de cultura utilizados é um
factor que se considera de elevada importancia. Meios de cultura desidratados deverédo
ser guardados em locais escuros e secos, a temperatura ambiente. Ap6s a abertura da
embalagem contendo o meio, este deve ser utilizado num prazo maximo de 6 meses. A
utilizacdo de meios fora deste periodo de validade ou o seu armazenamento em locais
ndo apropriados pode reduzir drasticamente a percentagem de recuperacdo. Por
exemplo, quando o meio SS Agar (utilizado na pesquisa de Salmonelas), é guardado
durante 6 meses na bancada de um laboratério a luz do dia, o aumento do teor de
humidade sera de 1,1%, e a percentagem de recuperacao baixa para 47% (Barry e Fay,
1972, cit. por Bridson, 1994).
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A “sensibilidade” de meios desidratados € um factor importante no processo de
acreditagdo pelo Instituto Portugués de Qualidade. Para adquirir e/ou manter a
certificagcdo, os laboratérios sédo obrigados a desenvolver procedimentos laboratoriais
gue garantem o controlo regular dos meios de cultura utilizados. Assim, para cada “lote”
de meio preparado, deve ser evidenciada a sua qualidade, verificando a percentagem de
recuperacdo e/ou o limite inferior de deteccdo de estirpes padronizadas. Se a
recuperagdo destes microrganismos ndo estiver dentro dos limites estabelecidos pelo
laboratorio, deve-se rejeitar o meio preparado. A execucdo laboratorial destes ensaios
deve ser planeada de forma a obter resultados fiaveis, com um investimento (tempo de

trabalho e materiais) minimo.

Weenk (1995) recomenda o espalhamento em placa (manual ou automatico) e a
metodologia de Miles-Misra como procedimentos quantitativos adequados. Em ambos
0S casos, prepara-se uma série de diluicbes decimais a partir de uma cultura (crescida
durante a noite) contendo 106 a 108 células por ml. A metodologia segundo Miles-Misra
(Miles et al., 1938; cit. por Corry, 1982) consiste na aplicacdo de gotas (20 pl) destas
suspensdes diluidas em diferentes segmentos na superficie de cada uma de varias
placas de Petri. A incubacgdo inicia-se apés a secagem das gotas. Para as duas
metodologias, o nimero das células na suspensao inicial é determinado a partir da
diluicdo que apresenta cerca de 20 a 100 col6nias, calculando a média das col6nias
obtidas nas placas mudltiplas inoculadas. Em termos estatisticos, a avaliacdo de duas
placas de Petri, com cerca de 100 col6nias desenvolvidas na sua superficie, permitira

reduzir consideravelmente os erros estatisticos.

O método ecométrico, desenvolvido por Mossel e co-autores (Mossel et al.,
1983; cit. por Weenk, 1995) é considerado como técnica semi-quantitativa. Segundo
este método, a partir de uma cultura crescida durante a noite, procede-se a diluicdo do
inoculo por estria, seguindo a ordem dos nimeros crescentes do esquema representado
na figura 1.1. Apds incubagéo da placa verifica-se se ocorreu crescimento ou nédo nas 21
riscas. Aplicando determinadas regras mencionadas pelo autor, calcula-se de seguida

um ndmero especifico para a placa de Petri assim inoculada.
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Figura 1.1 Esquema de inoculagéo pelo método ecométrico.

A “performance” ou a selectividade de um dado meio de cultura sdo sempre
determinadas comparativamente as observadas para outro meio que pode ser um meio
considerado equivalente ou um meio de cultura geral, consoante o estudo a realizar.
Quando se pretende determinar, por exemplo, a selectividade de um meio, deve-se

utilizar como referéncia um meio de cultura geral (Weenk, 1995).

1.4 Identificacdo e caracterizacao de leveduras

A classificacdo de leveduras assenta em técnicas convencionais, bastante
trabalhosas, que passam pela andlise de caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, e
bioquimicas. Os resultados obtidos nestes ensaios sdo comparadas com uma chave
taxonomica que inclui 590 espécies e que permite a identificacdo ao nivel da espécie.
Cerca de 70 testes devem ser realizados para a identificagdo de uma determinada
levedura (Barnett et al., 1990). Estas técnicas séo relativamente morosas e por este

motivo foram desenvolvidos métodos mais rapidos.

Com o objectivo de tornar a identificacdo de leveduras menos dispendiosa,

foram desenvolvidas, na Ultima década, a partir do método convencional, alguns
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sistemas simplificados ou miniaturizados que serdo apresentados no ponto a seguir de
uma forma resumida. Paralelamente, surgiram um elevado ndmero de métodos de
deteccdo e enumeracdo ndo convencionais, como por exemplo a citometria de fluxo
(Ueckert et al., 1995; Baumgart, 1996; Silley, 1994), métodos imunoldgicos
(Middelhoven e Notermans, 1993; Johnson et al., 1996) ou microscopia de fluorescéncia
(Koch et al., 1986). No ponto 1.4.2 serdo referidos métodos que assentam na andlise
dos constituintes celulares, particularmente os métodos moleculares que se afiguram
actualmente muito prometedores e cada vez mais adaptados a sua aplicagao a industria

alimentar.

1.4.1 Métodos simplificados e miniaturizados

O sistema simplificado (SIM) para a identificagcdo de leveduras permite a
identificacdo das 76 leveduras mais relevantes em alimentos, pela execucdo de 20
testes fisiologicos. Apenas duas caixas de Petri e trés tubos de ensaio sdo utilizados
para examinar uma determinada estirpe relativamente a capacidade de assimilacdo de
10 fontes de carbono, fermentacéo de glucose, assimilacéo de nitratos e degradacéo de
ureia (Deak 1992 b e 1993).

Existem no mercado "kits" de identificacdo, como por exemplo a galeria API 20C
da firma Biomérieux SA (Marcy-I'Etoile, Franca) que é constituida por uma série de
cavidades contendo diferentes substratos desidratados que s&o inoculados com uma
suspensdo da levedura a identificar, permitindo assim a realizacdo de 19 testes de
assimilacdo. O sistema “Biolog YT microplate”, desenvolvido pela firma Biolog, engloba
95 testes de identificacdo numa microplaca. Neste sistema, a identificacdo de leveduras

baseia-se também na utilizagdo de vérias fontes de carbono (Bochner et al., 1992).

A validagdo do sistema simplificado de Dedak foi efectuado num estudo que
englobou 239 estirpes de leveduras e que passou pela comparacéo dos resultados de
identificacdo com os obtidos pelo método convencional e pelo sistema APIl. Os
resultados obtidos através do sistema simplificado foram correctos em 80% dos casos e
foram significativamente melhores do que os obtidos pelo sistema API. Como concluséo,

0s autores recomendam que para fins taxonémicos, os métodos convencionais de
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identificacdo devem ser utilizados, enquanto que para a identificacdo de leveduras de
indole rotineiro, como no caso da industria alimentar, aconselha-se a implementacao do

sistema simplificado (Dedk, 1992 b; King e Torok, 1992).

Nas técnicas acima mencionadas podem ocorrer identificagdes erradas, por
exemplo devido a erros de leitura de resultados. Deve-se referenciar também que a
levedura a identificar pode ser considerada como ndo identificavel, quando ndo faz parte
do conjunto de espécies de cada sistema de identificagdo (590 espécies no sistema de

Barnett, 74 espécies no sistema de Deak) (Smith e Yarrow, 1996).

1.4.2 Analise de constituintes celulares

A deteccdo de leveduras com base nos perfis de &cidos gordos engloba o

crescimento prévio da estirpe, de forma a obter a quantidade necessaria de biomassa,
seguida de extraccgdo, derivatizacdo e separacdo dos acidos gordos por cromatografia
gas-liquido. O perfil obtido para uma “estirpe problema” pode ser comparado com uma
base de dados, permitindo assim um despiste rapido da estirpe analisada. A aplicagdo
desta técnica no controlo de qualidade na industria alimentar permite:

« adistincdo das leveduras de fermentagdo das restantes contaminantes,

e a separacdo de grupos de riscos distintos dentro das leveduras contami-

nantes (Malfeito-Ferreira, 1996).

A comparacéo dos perfis electroforéticos de proteinas totais sollveis permitiu o

agrupamento e a identificacdo de leveduras préximas em termos taxondémicos, como
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces carlsbergensis e Saccharomyces uvarum
(Van Vuuren e van der Meer, 1987). No entanto, este método ndo permitiu a
identificacdo de estirpes de leveduras de interesse na industria dos vinhos (Querol et al.,
1992). A analise combinada de perfis electroforéticos de algumas isoenzimas é no
entanto uma metodologia adequada para distinguir estirpes de leveduras que pertencem

ao grupo Saccharomyces sensu stricto (Duarte et al., 1997).

As alteragbes no material genético ao longo da evolugcdo possibilita a

diferenciacdo muito especifica entre microrganismos (inclusivé ao nivel da estirpe). O
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desenvolvimento de métodos moleculares, como por exemplo estudos de reassociacédo

de DNA (Kurtzman, 1990) ou a comparacdo de sequéncias de RNA ou DNA ribosomal
(James et al., 1994 e 1996; Kurtzman, 1994) sdo uma base importante para o
estabelecimento de relages filogenéticas. Com base nestes trabalhos taxondmicos
foram desenvolvidos sistemas para a identificacdo rapida de leveduras relevantes na

inddstria alimentar.

A andlise dos padrées de “Random Amplifed Polymorphic DNA" (RAPD), que
assenta na técnica de “Polymerase Chain Reaction” (PCR), permitiu obter sistemas de
identificagdo com elevada especificidade, de facil execugcdo e de resposta rapida.
Segmentos do DNA do microrganismo a identificar sdo hibridados com "primers"
seleccionados e posteriormente amplificados pela Tag DNA polimerase. Pela repeticdo
consecutiva deste processo de desnaturacdo-hibridiacdo-amplificacdo consegue-se
amplificar o fragmento escolhido de DNA de uma maneira exponencial. A andlise do
padrdao electroforético dos fragmentos assim obtidos permite a identificacdo das
leveduras ao nivel da espécie ou mesmo ao nivel da estirpe (van der Vossen e Hofstra,
1996; Baleiras Couto et al., 1994; Ceccaldi, 1996; Baumgart, 1996). Esta técnica foi
utilizada num estudo realizado por Baleiras-Couto e co-autores (1996), com 127 estirpes
de leveduras isoladas de varios locais numa empresa produtora de maioneses e molhos
de salada. Apos a identificacdo das estirpes isoladas com o sistema API, procedeu-se a
analise do DNA por PCR. Conseguiu-se distinguir varias estirpes da espécie
Zygosaccharomyces bailii, que foram, juntamente com a levedura Zygosaccharomyces
bisporus, as Unicas leveduras presentes no produto final. A analise dos locais, ao longo
do processo de fabrico, onde apareceram determinadas estirpes de Z. bailii, permitiu

tracar o local da contaminacao inicial.

Existem outros trabalhos baseados em sistemas de PCR relativamente a
distingdo de estirpes das espécies S. cerevisiae, Z. bailii e Z. rouxii (Pearson e McKee,
1992), Z. bailii e Z. bisporus (Stubbs et al., 1994) ou S. cerevisiae, S. pastorianus, S.
bayanus e S. williams (Lieckfeld et al., 1993).

Certas regifes no rRNA, localizadas entre 0os genes que codificam para a sub-
unidade ribossomal 18S, 5,8S e 28S sdo designadas por espacadores internos
transcritos (“internal transcribed spacers”, ITS), e representam zonas muito pouco

conservadas com alta variabilidade entre espécies ou entre estirpes. A amplificacédo
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destas regides, seguida da analise dos fragmentos de restricdo dos produtos de
amplificacdo evidenciou-se como uma técnica viavel na identificacdo de leveduras

isoladas a partir de “kefyr” (Wyder e Puhan, 1997).

De um modo geral, as metodologias apresentadas sdo prometedoras, apesar de
ainda ndo terem sido introduzidas na indudstria como técnicas de indole rotineiro. No
entanto, é de referir que os inconvenientes das suas implementacdes na industria estdo
frequentemente associadas a elevados custos iniciais de investimento para a aquisicdo
de equipamentos bem como a necessidade de uma formagdo muito especializada por

parte dos técnicos analistas.

1.5 Procedimentos experimentais e Normas Portugue-sas

para a pesquisa de leveduras em alimentos

1.5.1 Procedimentos experimentais

e Aspectos gerais

Na analise de leveduras em alimentos deve-se ter em conta algumas
recomendagfes gerais. A quantidade de amostra a analisar deve ser a maior possivel e
a diluicdo inicial deve ser decimal (1+9), bem como as diluicdes consecutivas. Os meios
de diluicdo mais frequentemente utilizados sdo a dgua desionizada, solugdo de peptona
a 0,1 % (p/v) (frequentemente designado por agua peptonada) ou solucdo salina (NaCl
0,85 %, p/v). Alguns laboratérios adicionam Tween 80 (0,05 %, p/v) com o objectivo de
obter uma distribuicdo uniforme de células no meio de diluicdo. Para a analise de
alimentos com elevado teor em acglcar recomenda-se uma solugéo de glucose a 20-30%
(p/v) para evitar o choque osmético das células. A inoculacdo deve-se efectuar
preferencialmente por espalhamento na superficie de meios sélidos. A incorporagdo em
massa, utilizando meio liquefeito a 40-48°C pode levar a inactivacao térmica de células,
e a limitagGes na disponibilidade de oxigénio, resultando assim em taxas de recuperacao
mais baixas. A incubacdo, de um modo geral, € conduzida a temperatura de 25°C

durante cerca de 5 dias. Para leveduras xerotolerantes, o periodo de incubacgdo deve-se
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prolongar até 10 dias. Células que sofreram lesGes subletais por condicGes adversas
como por exemplo calor, frio, agentes quimicos, pressdo osmética ou irradiacdo
apresentam uma maior sensibilidade para factores quimicos ou fisicos no seu ambiente

(Beuchat, 1993 a; Hocking e Pitt, 1992 a).

 Leveduras xerotolerantes

No caso de produtos com baixos teores de leveduras osmotolerantes

recomenda-se a aplicacdo de uma das técnicas a seguir descritas:

[l Teste de auséncia-presenca (Jermini et al., 1987 b)
A um meio liquido com glucose (glucose 50%, p/v, extracto de levedura 0,5%,
p/v) junta-se a amostra e incuba-se, com agitacdo mecanica, durante 2 a 10 dias
a 30°C. Diariamente deve-se efectuar uma analise microscopica, bem como
transferir uma pequena quantidade de cultura para 0 mesmo meio na sua forma
solida e incubar durante 5 a 7 dias. Se ndo foram detectadas leveduras apés 10
dias de incubacao da cultura liquida, considera-se a amostra isenta de leveduras

osmotolerantes.

(1 Determinacdo do nimero mais provavel
Apo6s a preparacdo de uma "suspensdo-mée" da amostra em meio liquido de
glucose, preparam-se varias diluicdes, e inoculam-se trés tubos de ensaio
contendo o meio liquido a partir de cada diluicdo. Os tubos assim preparados
sdo selados com uma mistura de parafina/vaselina (1:4), e incubadas a 30°C
durante 2 a 10 dias. A formacado de gas confirma a fermentagdo e o numero de
células na amostra é registado consoante as tabelas estatisticas do nimero

mais provavel.
Para os produtos que contém um elevado ndmero de células (superior a 102

células por ml ou g), aconselha-se o espalhamento em placa, e a incubagéo a 30°C,
durante 3 a 5 dias (Baumgart, 1993).
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e Leveduras do vinho

Thomas e Ackermann (1988) desenvolveram um teste que permite avaliar se as
leveduras encontradas em vinhos séo capazes de o deteriorar. Apds a filtragcao do vinho,
coloca-se o filtro em meio de recuperagéo (dextrose 0,5%, pl/v, triptona 1,0%, p/v e
dihidrogenofosfato de potassio 1,0%, p/v), acertado a pH 4,5, que permite a recuperacao
de células que estavam sujeitas a condi¢des de “stress”. Apds 16 horas de incubacéo,
os filtros sdo colocados em meio liquido, designado por "significance broth" a pH 4,5 e
com concentracdo de etanol similar ao vinho analisado (Yeast Carbon Base 1,17%, plv,
ureia 0,04%, plv, frutose 2,0%, plv, etanol (95 %, v/v) 120 ml). Se apos 72 horas de
incubacéo ocorrer crescimento, considera-se que as leveduras isoladas séo capazes de

deteriorar o vinho.

Os procedimentos experimentais apresentados pelo Instituto do Vinho do Porto
(Vaz de Oliveira et al., 1995) recomendam a técnica da cultura em placa nos casos em
gue a concentracdo microbiana for elevada. A técnica de filtracdo em membrana é
usada para vinhos com populagbes microbianas reduzidas, e a da cultura em meio
liguido para a determinagdo do numero mais provavel quando se trata de vinhos que
apresentam elevados teores de sélidos em suspensdo. Em todos os casos deve-se
utilizar o meio YEPD (composi¢cdo mencionada na tabela 1.6) e a incubacdo deve ser
efectuada a 25°C, em geral durante 3 dias. Se se suspeitar da presenca de

Dekkera/Brettanomyces, a incubacdo deve ser prolongada para 7 a 10 dias.

1.5.2 Normas portuguesas

Em geral, as normas oficiais exigem ndo s6 a pesquisa de leveduras, mas
também de outros fungos. Ja4 no século passado, foram descritos varios casos de
intoxicagbes alimentares apds a ingestdo de pdo com fungos filamentosos na sua
superficie. O estudo destes casos conduziu a descoberta das micotoxinas, substancias
com elevado potencial téxico, produzidas por fungos filamentosos. As doencas
provocadas afectam principalmente o figado e os rins. A aflatoxina, micotoxina

produzida por Aspergillus flavus, pode ser detectada em alimentos como cereais, nozes,
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mas também salsichas, pimento, feijdo e produtos congelados (Liewen e Bullermann,
1992).

As normas portuguesas que fornecem regras gerais para o processo de
determinacdo do numero provavel de bolores) e de leveduras viaveis em géneros

alimenticios e alimentos para animais sdo as seguintes:

0 NP 3277-1: Microbiologia alimentar
Contagem de bolores® e leveduras Parte I: Incubagéo a 25°C
Instituto Portugués da Qualidade, 1988

[0 NP 3277-2: Microbiologia alimentar
Contagem de bolores® e leveduras Parte II: Incubacgdo a 37°C
Instituto Portugués da Qualidade, 1988

0 NP 1934: Microbiologia alimentar
Leites e produtos lacteos: Contagem de bolores® e leveduras
Instituto Portugués da Qualidade, 1986

0 NP 2078: Microbiologia alimentar
Cereais, leguminosas e produtos derivados
Contagem de bolores® e leveduras
Instituto Portugués da Qualidade, 1985

(1) Nas Normas Portuguesas, bem como na legislagdo, os fungos filamentosos sdo designadas por
bolores. No presente trabalho, este termo sera substituido pelo siménimo “fungos filamentosos".

Enquanto as duas primeiras normas séo de indole geral, a terceira e quarta séo
especificas para um determinado produto alimentar. O preAmbulo destas quatro normas
menciona, que "a flora microbiana é considerada um indice de higiene, mas o avanco de
conhecimentos tem permitido verificar quanto sédo prejudiciais para a salde publica e
animal e no aspecto tecnolégico alguns grupos de bolores. Aconselha-se pois a
identificarem-se, tanto quanto possivel, os géneros de fungos filamentosos e os grupos
de Aspergillus que se desenvolvem no meio de cultura descrito nesta Norma, em
especial os potencialmente patogénicos e toxinogénicos, e a determinar a sua

predominéancia dentro da contagem total de col6nias.”

O procedimento de andlise consiste na preparacdo de uma suspensao-méae, de
diluicBes convenientes e na sua posterior inoculacdo em meio sélido. De um modo geral,
a suspensdo-mae deve ser preparada de forma a constituir a diluicdo 1/10 do produto a

analisar. Apés a preparacdo de uma série de diluicdes decimais, distribui-se 1,0 ml de
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cada uma das diluicdes a utilizar por 5 placas contendo meio de cultura (“Cooke Rose
Bengal Agar”, adicionado de clorotetraciclina na concentragdo final de 0,035 mg/ml). A
incubacdo deve ser efectuada numa estufa a 25 +1°C, durante 120 =2 horas. As
colénias de leveduras e de fungos filamentosos sédo contadas separadamente de acordo
com a sua morfologia. O resultado da analise deve apresentar o nimero total de fungos
filamentosos, o nimero total de leveduras, bem como o ndmero de colonias de cada

género ou espécie de fungos filamentosos por grama ou ml do produto.

1.6 Qualidade microbioldgica de alimentos

A indastria alimentar e as autoridades responsaveis na proteccdo da saude
publica sdo os principais interessados no controlo da qualidade microbiologica de

alimentos. A qualidade microbiolégica engloba trés aspectos:

[1 Seguranca
Um determinado produto ndo pode apresentar microrganismos patogénicos ou
toxinas, que poderdo provocar estados de doenca apds o consumo do produto.

[1 Prazo de consumo aceitavel
Um alimento ndo pode apresentar niveis significativos de microrganismos
capazes de provocar alteracGes organolépticas antes do fim da data limite de
consumo.

[1 Conformidade
Um alimento deve apresentar conformidade em relagdo a seguranca e ao prazo
de consumo aceitavel. Ndo podem surgir grandes variagdes entre varios lotes,
dado que o consumidor pretende um produto com uma qualidade constante
(Adams e Moss, 1995).

1.6.1 O conceito HACCP

Durante muito tempo, o conceito do controlo de qualidade na industria alimentar

baseou-se apenas no controlo do produto final. A aplicacdo do conceito HACCP (Hazard
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Analysis Critical Control Point), que pode ser designado por analise de risco e definicao
de pontos criticos, constitui um sistema preventivo para a garantia de qualidade. A
utilizagdo deste conceito no caso da industria alimentar significa a aplicacdo de
conhecimentos de microbiologia alimentar no desenvolvimento de regras definidas para

o controlo da qualidade microbioldgica.

Analise de risco
A primeira intervengdo na elaboragcdo de um sistema de HACCP é a descri¢édo
completa do produto, 0 modo da sua utilizacdo, bem como a elaboracdo de um diagrama
de fluxo detalhado relativamente ao seu processo de producéo. Neste diagrama devem
ser especificadas possiveis origens de riscos e passam pela identificagdo dos seguintes
pontos:
[1 Matérias primas ou ingredientes que podem apresentar microrganismos ou
metabolitos indesejaveis;
[1 O potencial de contaminacgéo nas varias fases de processamento;
[l Produtos intermediarios que permitam o crescimento ou a sobrevivéncia de
microrganismos;
[1 Medidas de controlo de riscos como por exemplo a introducdo de processos

letais ou bacteriostaticos.

Identificacdo de pontos de controlo criticos

Os pontos de controlo criticos por definicdo referem-se aos locais ou processos
tecnolégicos onde € possivel exercer controlo sobre os riscos anteriormente
identificados, com o objectivo de os minimizar ou eliminar. Um dado processo de

aquecimento ou de reducao de pH pode ser identificado como ponto critico.

Estabelecimento de critérios para os pontos de controlo criticos
Para cada um dos pontos de controlo criticos devem definir-se critérios de
avaliacdo bem como limites criticos que indicam se o processo tecnologico esta a

decorrer conforme planeado. Possiveis critérios podem ser, por exemplo, a temperatura,
pH, ay, concentracédo de sal ou a textura de um produto intermediério.

Processos de monitorizacdo de pontos de controlo criticos
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A introducdo de processos de monitorizacdo (no caso ideal serdo processos de
monitorizagdo continua), permite a deteccdo de eventuais desvios de limites criticos
previamente estabelecidos. Em geral, os critérios microbiolégicos ndo sédo aplicados em
processos de monitorizacdo, devido ao periodo de tempo longo desde a inoculacdo até
a obtencao de resultados. No entanto pode-se aplicar este tipo de analise na avaliacéo

da matéria-prima.

O actual desenvolvimento de métodos microbioldgicos rapidos, em especial na
deteccao de bactérias especificas, vai constituir futuramente uma ferramenta valiosa no

processo de monitorizacdo de pontos criticos (Vanne et al., 1996).

Registos e verificacdes nos sistemas de HACCP

O sistema HACCP deve ser documentado e sempre actualizado, incluindo todo
o0 sistema de monitorizacdo, intervencdes e alteragcbes. O bom funcionamento do
sistema HACCP deve ser controlado por inspecgfes periédicas que incluem a
verificacdo dos processos de limpeza do equipamento, bem como dos produtos
intermediarios e produtos finais, por andlises microbiolégicas detalhadas, que fornecem

informacdes quantitativas e qualitativas (Adams e Moss 1995; Pichhardt 1993).

Considerando o caso especifico da levedura Zygosaccharomyces bailii, torna-se
evidente que a aplicacdo sistematica e consequente do sistema de HACCP podera ser
uma ferramenta muito eficiente na garantia de qualidade dos produtos susceptiveis de

deterioracgéo.

1.6.2 Critérios de apreciacao da qualidade microbiolégica

A Norma Portuguesa NP 4129 (1994) define as regras gerais para a elaboracao
de critérios de apreciacdo dos resultados de andlises microbiol6gicas. Esta norma prevé
gue a amostra destinada a analise laboratorial deve ser considerada Unica, constituida
por cinco unidades com a massa minima de 100 g cada uma, colhidas e acondicionadas
separadamente em condicdes de assépsia. Para a maioria das determinacoes utiliza-se

0 critério a trés classes, e para a pesquisa de microrganismos responsaveis por
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toxinfec¢Bes alimentares, como por exemplo Salmonella sp., Listeria monocytogenes ou

Campylobacter jejuni, utiliza-se o critério de apreciagao a duas classes.

Na apreciagdo dos resultados analiticos pelo critério a 3 classes consideram-

se 0s seguintes parametros:

n 0 numero de unidades que constituem a amostra para o laboratério (5 unidades),
m o valor estabelecido nas caracteristicas microbiologicas do produto;
M o valor méximo de aceitacéo, sendo o seu valor fixado em 10 vezes o valor de

m se a contagem for feita em meio sélido, e 30 vezes o valor de m se a
contagem for feita em meio liquido;
c 0 nimero de unidades de amostra que apresenta resultados compreendidos

entre m e M.

A qualidade do produto que corresponde a amostra é entao considerada:

satisfatéria quando os valores observados forem inferiores a 3 vezes (em meios
de cultura so6lidos) ou 10 vezes (em meios de cultura liquidos) o valor de m.
aceitdvel quando compreendido entre 3 e 10 vezes o valor de m (=M) em meios
de cultura sdlidos e entre 10 e 30 vezes o valor de m em meios de cultura
liquidos para uma ou duas das cinco amostras (c/n <2 em 5).

ndo satisfatéria quando uma das 5 amostras apresentar valores superiores a M,

ou no caso de ¢/n>2 em 5.

Na apreciagdo dos resultados analiticos pelo critério a 2 classes considera-se

gue a qualidade do produto a que corresponde a amostra é:

satisfatdria quando néo se detecta a presenca dum microrganismo patogénico;

ndo satisfatria quando se detecta a presenca do microrganismo patogénico.
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1.6.3 Caracteristicas microbiolbgicas

A legislacdo alimentar actualmente em vigor define, entre outros aspectos, as
caracteristicas microbiolégicas que um alimento deve satisfazer para ser considerado
microbiologicamente préprio para consumo. As normas fixadas referem-se
principalmente a ocorréncia de microrganismos indicadores de fracas condicbes de
higiene como por exemplo Escherichia coli e Staphylococcus aureus ou patogénicos
como Salmonella  sp. ou Listeria monocytogenes. Neste contexto ndo serdo
mencionados estes tipo de microrganismos, dado que o tema do trabalho se concentra
na contaminacdo provocada por leveduras. Deste modo, a analise de algumas normas
legislativas permite elaborar o seguinte resumo, que fornece exemplos de numeros

limites para a ocorréncia de leveduras e fungos filamentosos em alimentos (tabela 1.9).

Como se verifica nesta tabela, o valor de m para as leveduras no caso de bolos
e cremes de pastelaria é de 500 por grama do produto analisado. Para a pesquisa de
leveduras pela NP 3277 (utilizando meio sélido) e aplicando o critério a 3 classes pode-
se concluir que a qualidade microbiolégica em relacdo ao teor de leveduras nestes

produtos deve-se considerar como:

satisfatéria quando o nimero de leveduras é inferior a 1500/g;

aceitdvel quando compreendido entre 1500 e 5000/g para uma ou duas das
cinco amostras;

ndo satisfatéria quando uma das 5 amostras apresentar valores superiores a
5000/g, ou mais do que duas amostras apresentarem valores entre 1500/g e
5000/g;
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Tabela 1.9 Caracteristicas microbiolégicas, em relagéo a leveduras e fungos filamentosos, para
alguns alimentos

Bolos e cremes de pastelaria

m = 500/g (leveduras)
M = 5000/g (leveduras)
n=>5

c=2

Port. 65/90 (26.01.90)

Refrigerantes, por exemplo
- de extractos vegetais,
- de polme de citrinos,
- aromatizados

- adicionados de bebida
alcodlica

max. 100/ml (leveduras + fungos fil.)

DL 93/89 (28.03.89)

Produtos lacteos:

Leites condensados
Leites em p6

Queijos fundidos

Nata

Manteiga

logurte natural

logurte aromatizado

max. 100/g (leveduras + fungos fil.)
max. 100/g (leveduras + fungos fil.)
max. 10/g (fungos fil.)

max. 90/g (leveduras)

max. 20/g (fungos fil.)

max. 200/g (leveduras)

max. 100/g (leveduras + fungos fil.)
max. 100/ml (leveduras)

max. 200/ml (leveduras)

DL 261/86 (01.09.86)
DL 261/86 (01.09.86)
Port. 73/90 (01.02.90)

Port. 68/88 (02.02.88)

Port.110/88 (15.02.88)
Port. 742/92 (24.07.92)

Notas:

3>

0 numero de unidades que constituem a amostra para o laboratério (5 unidades),
o valor estabelecido nas caracteristicas microbioldgicas do produto;
o valor maximo de aceitagdo, sendo o seu valor fixado em 10 vezes o valor de m se a contagem for feita

em meio solido, e 30 vezes o valor de m se a contagem for feita em meio liquido;
¢ o ndmero de unidades de amostra que apresenta resultados compreendidos entre m e M.

No caso de bebidas alcodlicas como por exemplo vinhos, ndo existem normas

legislativas relativamente aos parametros microbioldgicos, dado que os vinhos nédo
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costumam ser contaminados por microrganismos patogénicos. Além disso, embora a
presenca de leveduras de deterioracéo seja indesejavel, ndo constitui um potencial risco
para a saude do consumidor, como seria no caso da ingestdo de microrganismos
patogénicos. Deste modo, a adega pode, no ambito do seu sistema de controlo de
qualidade, fixar normas internas. As especificacdes no que respeita a valores-limites
para leveduras em vinhos australianos sdo resumidas no trabalho publicado por
Andrews (1992 b). As adegas utilizam o critério a duas classes, e consideram em geral 0
vinho como aceitavel quando ndo apresenta leveduras numa garafa de 750 ml (analise
por filtracdo em membrana e cultivo no meio WLN, e/ou por contagem microscépica de
células viaveis utilizando para isso a coloracdo com laranja de acridina). Algumas
adegas toleram até 30 leveduras em 750 ml do produto. Quando a analise rotineira
indica a possivel presenca de Saccharomyces cerevisiae ou Zygosaccharomyces bailii,
os resultados deverdo ser confirmados por um especialista antes da implementagéo de
um plano de accdo com o objectivo de identificar a possivel origem das leveduras

contaminantes e de as eliminar.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

As leveduras utilizadas no presente trabalho foram, em grande parte, cedidas
pela Coleccdo Portuguesa de Culturas de Leveduras do Instituto Gulbenkian de Ciéncia
(IGC) e pelo Instituto Superior de Agronomia (ISA). Algumas das estirpes de
Saccharomyces cerevisiae foram provenientes do Centraalbureau voor Schimmel-
cultures (CBS) da Holanda, e uma estirpe de Debaryomyces hansenii foi cedida pelo

Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INETI).

O trabalho foi iniciado com uma bateria restrita de leveduras, que foi sendo
alargada a medida que o presente trabalho progredia. E de referir que duas estirpes,
(IGC 2899 e ISA 1213) incluidas desde o inicio do trabalho, classificadas como
pertencentes a espécie Zygosaccharomyces bailii, foram ulteriormente reclassificadas
pela técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) associada a utilizacao de um "primer"
especifico, pelo Instituto Gulbenkian de Ciéncia, devendo ser consideradas como

pertencentes a outras espécies do género Zygosaccharomyces.

As leveduras foram mantidas em cunhas de agar com meio YEPD (descrito no

ponto 2.2.1), e repicadas em intervalos de tempo regulares de 3 a 4 semanas.
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Tabela2.1 Estirpes de leveduras incluidas na bateria utilizada com vista a elaboracdo de meios de
cultura selectivos.

Estirpe Estirpe
Debaryomyces hansenii IGC 2968 | ISA 5316 Saccharomyces cerevisiae IGC 4237
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 Saccharomyces cerevisiae IGC 4240
Dekkera anomala IGC 5133 Saccharomyces cerevisiae IGC 4241
Dekkera anomala IGC 5160 | ISA 1653 Saccharomyces cerevisiae IGC T 4455
Dekkera anomala IGC 5161 | ISA 1654 Saccharomyces cerevisiae IGC 4457
Dekkera bruxellensis IGC 4179 | ISA 1649 Saccharomyces cerevisiae IGC 4543
Dekkera bruxellensis IGC 4801 | ISA 1650 Saccharomyces cerevisiae IGC 4891
Dekkera bruxellensis IGC 4808 | ISA 1651 Saccharomyces cerevisiae CBS 5494
Dekkera bruxellensis IGC 5162 | ISA 1652 Saccharomyces cerevisiae CBS 5495
Issatchenkia orientalis IGC 2631 Saccharomycodes ludwigii ISA 1083
Issatchenkia orientalis IGC 3341 Saccharomycodes ludwigii ISA 1088
Issatchenkia orientalis IGC 3806 Saccharomycodes ludwigii ISA 1089
Issatchenkia orientalis IGC 5041 Saccharomyces pastorianus IGC 4579
Issatchenkia orientalis IGC 5044 Saccharomyces pastorianus IGC T 4601
Issatchenkia orientalis IGC 5046 Schizosaccharomyces pombe | ISA 1190
Kloeckera apiculata ISA 1189 Schizosaccharomyces pombe | ISA 1191
Kluyveromyces marxianus | IGC 2671 Schizosaccharomyces pombe | ISA 1192
Kluyveromyces marxianus | IGC 2902 Schizosaccharomyces pombe | ISA 1193
Kluyveromyces marxianus | IGC 3014 Torulaspora delbrueckii ISA 1037
Kluyveromyces marxianus | IGC 3286 Torulaspora delbrueckii IGC T2477| ISA 1082
Kluyveromyces marxianus | IGC 3886 Torulaspora delbrueckii ISA 1229
Lodderomyces elongisporus | ISA 1308 Torulaspora delbrueckii ISA 1549 | IGC 3661
Lodderomyces elongisporus | ISA 1421 Torulaspora delbrueckii IGC 4182 | ISA 1550
Pichia anomala IGC 2495 Torulaspora delbrueckii IGC 2916
Pichia anomala IGC 2505 Torulaspora delbrueckii IGC 3209
Pichia anomala IGC 3294 Zygosaccharomyces sp. ISA 1213
Pichia anomala IGC 4121 Zygosaccharomyces sp. IGC 2899
Pichia anomala IGC 4380 Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 | ISA 1022
Pichia anomala IGC 4554 Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 | IGC 4268
Pichia anomala IGC 5008 Zygosaccharomyces bailii ISA 1024 | IGC 4269
Pichia membranaefaciens IGC 2487 Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 | IGC 4270
Pichia membranaefaciens IGC 2582 Zygosaccharomyces bailii ISA 1031
Pichia membranaefaciens IGC 3315 Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 | IGC 2470
Pichia membranaefaciens IGC 3796 Zygosaccharomyces bailii ISA 1148
Pichia membranaefaciens IGC 4275 Zygosaccharomyces bailii ISA 1206
Pichia membranaefaciens IGC 4475 Zygosaccharomyces bailii ISA 1212
Pichia membranaefaciens IGC 4829 Zygosaccharomyces bailii ISA 1214
Pichia membranaefaciens IGC 4875 Zygosaccharomyces bailii ISA 1265
Pichia membranaefaciens IGC 5013 Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 | ISA 1307
Pichia membranaefaciens IGC 5015 Zygosaccharomyces bailii IGC 4227
Pichia membranaefaciens IGC 5017 Zygosaccharomyces bailii IGC 4531
Pichia membranaefaciens IGC 5019 Zygosaccharomyces bailii IGC T5167| ISA 1149
Pichia membranaefaciens IGC 5122 Zygosaccharomyces bisporus | IGC T 5335
Rhodotorula mucilaginosa IGC 4791 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5336
Rhodotorula mucilaginosa IGC 5166 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5337
Saccharomyces bayanus IGC T 4456 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5381
Saccharomyces bayanus IGC 4565 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5382
Saccharomyces cerevisiae | CBS 1872-1 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5383
Saccharomyces cerevisiae | CBS 1872-2 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5384
Saccharomyces cerevisiae | IGC T 2608 Zygosaccharomyces bisporus | IGC 5385
Saccharomyces cerevisiae | IGC 2917 Zygosaccharomyces florentinus| IGC 4169
Saccharomyces cerevisiae | IGC 3507 Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220
Saccharomyces cerevisiae | IGC 3507 IlI Zygosaccharomyces rouxii ISA 1552
Saccharomyces cerevisiae | IGC 3970 Zygosaccharomyces rouxii ISA 1553
Saccharomyces cerevisiae | IGC 3977 Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4003 Zygosaccharomyces rouxii IGC 3691
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4017 Zygosaccharomyces rouxii IGC 3693
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4022 Zygosaccharomyces rouxii IGC 3694
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4023 Zygosaccharomyces rouxii IGC 3695
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4024 Zygosaccharomyces rouxii IGC 3701
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4072
Nota: As nomenclaturas dos laboratérios de origem encontram-se na segunda coluna da tabela.

Na terceira coluna encontram-se mencionadas as correspondéncias a nomenclaturas de
outras coleccdes.
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2.2

Meios de cultura

2.2.1 Meios de cultura gerais

Meio com extracto de levedura, peptona e glucose ("Yeast Extract Peptone

Dextrose Agar", YEPD)

Glucose (BDH) 2% (p/v)
Peptona (Difco) 1% (p/v)
Extracto de levedura (Difco) 0,5% (p/v)
Agar (Difco) 2% (p/v)
Agua desionizada q.b.

O meio foi liquefeito por aguecimento até a fervura, e distribuido por tubos de
ensaio (cerca de 5 ml/tubo). Seguidamente, procedeu-se a esterilizacdo por
autoclavagem (20 minutos, 1 atm). Deixou-se solidificar o meio nos tubos em
posicao inclinada (cerca de 10°) para obtencdo de cunhas de agar. Este meio foi
utilizado como meio de referéncia nos estudos de recuperacdo, e neste caso,

apds autoclavagem, foi vertido em caixas de Petri esterilizadas.

Meio de extracto de levedura e malte (“ Yeast Extract Malt Agar”, YMA)

Extracto de malte (Difco) 0,3 % (p/v)
Extracto de levedura (Difco) 0,3 % (p/v)
Peptona (Difco) 0,5 % (p/v)
Glucose (BDH) 1,0 % (p/v)
Agar (Difco) 1,5 % (p/v)
Agua desionizada g.b.

Os compostos foram dissolvidos por aquecimento até a fervura e esterilizados
por autoclavagem (20 minutos, 1 atm). Seguidamente, procedeu-se a
distribuicdo do meio de cultura, temperado a 50-60°C, em caixas de Petri

esterilizadas.
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Meio de “Wallerstein Laboratory Nutrient Agar” (WLN Agar)

Extracto de levedura
Peptona de caseina
Dextrose 50%
Dihidrogenofosfato de potassio
Cloreto de potassio

Cloreto de calcio

Sulfato de magnésio

Cloreto de ferro

Sulfato de manganés

Verde de bromocresol

Agar

Agua desionizada qg.b.

0,4 %
0,5%
(pV)
0,055 % (p/v)
0,0425 % (p/v)
0,0125 % (p/v)
0,0125 % (p/v)
0,00025 % (p/v)
0,00025 % (p/v)
0,0022 % (p/v)
2,0 % (p/v)

(pIv)
(pIv)

Utilizou-se o0 meio de cultura, que se encontra no mercado sob a forma
desidratada (marca Difco). Na preparacdo do meio seguiram-se as indicacdes

do fabricante.

Meio de extracto de malte (“Malt Extract Agar”, MEA)

Extracto de malte (Difco)
Peptona (Difco)
Agar (Difco)

3,0 % (p/v)
0,5% (p/v)
1,5% (p/v)

Agua desionizada g.b.

Os compostos foram dissolvidos por aquecimento até a fervura e esterilizados
por autoclavagem (20 minutos, 1 atm). Seguidamente procedeu-se a distribuicao

do meio de cultura, temperado a 50-60°C, em caixas de Petri esterilizadas.

Meio de extracto de malte a pH 4,5 (MEA4,5)

Neste meio de cultura, analogo na composicao ao anterior, acertou-se o pH ao

valor de 4,5 (com HCI 1M) antes de proceder a esterilizagdo no autoclave.

48



Material e métodos

2.2.2 Meios de cultura selectivos

« Meios de cultura preparados a partir de meio mineral base

Um dos meios de cultura utilizados para crescimento em meio liquido ou em
meio solido, foi o0 meio mineral com vitaminas e oligoelementos A e B (van Uden, 1967)
ao qual se adicionou um indicador acido-base e a(s) fonte(s) de carbono e energia, de

acordo com o pH pretendido, conforme descrito nas tabelas 2.2 e 2.3.

Na preparacdo dos meios a pH inicial de 4,0 ou 4,5 utilizou-se o verde de
bromocresol como indicador e o plrpura de bromocresol no caso dos meios a pH inicial
de 5,5 ou 6,0. Para a preparacdo de meios sélidos adicionou-se agar (Difco) na
concentracdo de 2,0 % (p/v). Apos ajuste do pH com NaOH (10 M) ou HCI (1M) ao valor

desejado, procedeu-se a esterilizacao no autoclave durante 20 minutos, a 1 atm.

Os compostos utilizados como fonte de carbono nos meios com substratos
simples ou mistos, foram preparados separadamente, na concentracdo adequada,
ajustados ao pH desejado e esterilizados por filtracdo em membrana (filtros marca

Schleicher & Schuell, porosidade de 0,22 um).

Para a preparacdo dos meios sélidos, as solu¢des contendo a(s) fonte(s) de
carbono, acrescentadas de quantidades adequadas das solu¢cdes de oligoelementos e
vitaminas (concentracdo final de 0,05 %, v/iv no meio de cultura completo), foram
temperadas a temperatura de 50 a 60°C antes da adicdo asséptica ao meio base
autoclavado e igualmente temperado a esta temperatura. Na preparacdo dos meios
liguidos, as fontes de carbono adicionaram-se ao meio base sem o prévio ajuste da

temperatura.

Os meios de cultura foram preparados 2 a 4 dias antes da sua utilizacao.
Durante este periodo, os meios sélidos foram conservados em camara fria a 4°C em
sacos de plastico hermeticamente fechados. O meio base liquido contendo o indicador
foi igualmente guardado em condi¢des de refrigeracdo. Neste caso, preparou-se 0 meio
completo apenas no momento de cada ensaio. Nos ensaios com meio sélido, cerca de 4
a 6 horas antes do inicio, retiravam-se as placas da camara frigorifica, de modo a

permitir a sua secagem.
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Meio base
(NH4)2S04 (Merck)
KH2PO4 (Merck)
MgSOg4-7 H2O (Merck)
CaClp-2 H2O (Merck)

Agua desionizada qg.b.

Indicadores acido-base

Purpura de bromocresol (pK=6,3)
ou
Verde de bromocresol  (pK=4,7)

Solucéo de vitaminas

Biotina (BDH)

Pantotenato de calcio (Merck)
Mio-inositol (BDH)
Niacina (Merck)
Hidrocloreto de piridoxina (BDH)
Hidrocloreto de tiamina (Sigma)
Agua desionizada g.b.

Solucéo de oligoelementos A

H3BO3 (Merck)

K1 (Merck)
Nay,MoOy - 2 H,0O (M&B)

Agua desionizada g.b.

Solucéo de oligoelementos B
CuS0O, - 5 H,0 (M&B)

FeCls - 6 H,O (Merck)

MnSOy - 4 H,O (Merck)

ZnSQOy, - 7 H,0O (Merck)

HCI (Merck)1073N

Agua desionizada g.b.

Fontes de carbono e energia

4% (piv)

0,5% (p/v)
0,5% (p/v)
0,05% (p/v)
0,013% (p/v)

0,005% (p/v)

0,005% (p/v)

0,001% (p/v)
0,08% (p/v)

0,16% (p/v)
0,16% (p/v)
0,16% (p/v)

1% (p/v)

0,2% (p/v)
0,4% (p/v)

0,08% (p/v)
0,4% (p/v)
0,8% (p/v)
0,8% (p/v)
0,8% (v/v)

As fontes de carbono e energia utilizadas na preparacdo dos meios foram as

indicadas nas tabelas 2.2 e 2.3.
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Tabela 2.2

Fontes de carbono e energia utilizadas nos meios de
cultura com substratos simples.

Meio de cultura Fonte de carbono e energia pH
(abreviatura)
0x0,5 (4,0) Acido oxalico (Merck) 0,5% (p/v) 4,0
0x0,5 (5,5) Acido oxalico (Merck) 0,5% (p/v) 55
0x0,5 (6,0) Acido oxélico (Merck) 0,5% (p/v) 6,0
Mao0,5 (4,0) Acido malénico (Sigma) 0,5% (p/v) 4,0
Mao0,5 (5,5) Acido malénico (Sigma) 0,5% (p/v) 55
Mao0,5 (6,0) Acido mal6nico (Sigma) 0,5% (p/v) 6,0
Mae0,5 (4,0) Acido maléico (Merck) 0,5% (p/v) 4,0
Mae0,5 (5,5) Acido maléico (Merck) 0,5% (p/v) 55
Mae0,5 (6,0) Acido maléico (Merck) 0,5% (p/v) 6,0
F0,1(4,0) Acido férmico (Merck) 0,1% (v/iv) 4,0
F0,3 (4,5) Acido férmico (Merck) 0,3% (VIv) 45
F0,4 (4,5) Acido férmico (Merck) 0,4% (v/Iv) 4,5

Tabela 2.3 Fontes de carbono e energia utilizadas nos meios de cultura com substratos mistos.

Meio de cultura Fonte de carbono e energia
(abreviatura) Glucose Xilose Arabinos Acido Acido Acido Acido pH
(BDH) (Merck) & acético maélico pirdvico | férmico
(Merck) | (Merck) | (Merck) | (Merck) | (Merck)
(pv) (pv) (vIv) (pv) (p/v) (vIv)
(pv)

Ac0,5 G0,2 (4) 0,2 0,5 4,0
Ac0,5 GO,2 (6) 0,2 0,5 6,0
Ac0,5 G0,5 (6) 0,5 0,5 6,0
Ac0,5 Ara 0,2 (4) 0,2 0,5 4,0
Ac0,5 Ara 0,2 (6) 0,2 0,5 6,0
AC0,5 Xil 0,2 (4) 0,2 0,5 4,0
Ac0,5 Xil 0,2 (6) 0,2 0,5 6,0
Pir0,5 G0,2 (5,5) 0,2 0,5 55
Pir0,5 GO0,2 (4,0) 0,2 0,5 4,0
Mal0,5 G0,25 (5,5) 0,25 0,5 5,5
Mal0,1 GO0,5 (6,0) 0,5 0,1 6,0
F0,1 GO,1 (4,0) 0,1 0,1 4,0
F0,1 GO,1 (6,0) 0,1 0,1 6,0
F0,1 GO,2 (4,0) 0,2 0,1 4,0
F0,1 GO,5 (4,0) 0,5 0,1 4,0
FO,1 GO,5 (4,5) 0,5 0,1 45
F0,1 G1,0 (4,0) 1,0 0,1 4,0
F0,2 GO,5 (4,0) 0,5 0,2 4,0
F0,2 GO,5 (4,5) 0,5 0,2 4.5
F0,2 G1,0 (4,0) 1,0 0,2 4,0
F0,2 G1,0 (4,5) 1,0 0,2 4,5
F0,3 GO,1 (4,5) 0,1 0,3 45
F0,3 G0,5 (4,0) 0,5 0,3 4,0
F0,4 GO,1 (4,5) 0,1 0,4 45
F0,5 GO,1 (4,5) 0,1 0,5 4,5
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Outros meios selectivos

Meio de extracto de malte acidificado (MEAA; pH = 3,3)

Ao meio de extracto de malte, descrito no ponto 2.2.1, temperado a 50-60°C foi
adicionado, em condi¢cdes de assépsia, acido acético (Merck) a concentragao
final de 0,5% (v/v). De seguida procedeu-se a distribuicdo do meio por caixas de

Petri esterilizadas.

Meio de triptona com glucose, extracto de levedura e 0,5% acido acético

(TGYA; pH =3,9)

Triptona (Difco) 0,5% (p/v)
Extracto de levedura (Difco) 0,5% (p/v)
Glucose (BDH) 10,0 % (p/v)
Agar (Difco) 1,5% (p/v)
Agua desionizada g.b.

Os compostos foram dissolvidos por aguecimento até a fervura e esterilizados
por autoclavagem (20 minutos, 1 atm). Ao meio temperado a 50-60°C adicionou-
se 4cido acético (Merck), em condi¢cdes de assépsia, a concentracdo final de
0,5% (v/v). Seguidamente procedeu-se a sua distribuicdo por caixas de Petri

esterilizadas.

Meio de triptona com glucose , extracto de levedura e 0,3% acido acético

(TGYAC; pH = 4,0)

Neste meio de cultura, analogo na composi¢do e na sua prepara¢do ao meio

anterior, a concentragdo de acido acético foi reduzida para 0,3% (v/v).
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Meio de triptona com frutose , extracto de levedura e 0,3% &cido acético (TFYAC;

pH =3,9)

Triptona (Difco) 0,5% (p/v)
Extracto de levedura (Difco) 0,5% (p/v)
Frutose (Merck) 4,0% (p/v)
Agar (Difco) 1,5% (p/v)
Agua desionizada g.b.

Os compostos foram dissolvidos por aquecimento até a fervura e esterilizados
por autoclavagem (20 minutos, 1 atm). Ao meio temperado a 50-60°C adicionou-
se acido acético (Merck), em condicbes de assépsia, a concentracao final de
0,3% (v/v). Seguidamente procedeu-se a sua distribuicdo por caixas de Petri

esterilizadas.

Meio de “Wallerstein Laboratory Differential Agar (WLD) (pH =5,5+%0,2)

Este meio de cultura corresponde ao meio de cultura geral “WLN”", suplementado
de cicloheximida na concentracdo de 0,0004% (p/v). Utilizou-se o meio de
cultura (marca Difco), que se encontra no mercado em forma desidratada. Na

preparacdo do meio seguiram-se as indica¢des do fabricante.

Meio “Zygosaccharomyces bailii Agar” (ZBA; pH =4,0)

Sabouraud Dextrose Agar (Difco) 6,5 % (p/v)

Triptona (Difco) 0,5% (p/v)
Extracto de levedura (Difco) 0,25% (p/v)
Fructose (Merck) 3,0% (p/v)
Cloreto de sodio (Merck) 2,5% (p/v)
Azul de tripano (Merck) 0,025% (p/v)
Agua desionizada qg.b.

Os constituintes do meio foram dissolvidos por aquecimento até a fervura e
esterilizados por autoclavagem (20 minutos, 1 atm). A seguir, adicionou-se acido
acético (Merck), em condig8es de assépsia a concentracao final de 0,5%, bem
como 1 ml de uma solucao esterilizada de 10% de sorbato de potassio (Merck).
Seguidamente procedeu-se a distribuicdo do meio de cultura, temperado a 50-

60°C, em caixas de Petri esterilizadas.
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Meio de extracto de malte com 0,3% (v/v) acido férmico (MFO0,3; pH = 4,5)

Ao meio de extracto de malte, descrito no ponto 2.2.1, ajustado a pH 4,5,
temperado a 50-60°C foi adicionado, em condi¢gGes de assépsia, acido formico
(Merck) na concentracdo final de 0,3% (v/v). Seguidamente procedeu-se a

distribuicdo do meio de cultura, em caixas de Petri esterilizadas.

Meio de extracto de malte com 0,4% (v/v) acido férmico (MF0,4; pH = 4,5)

Neste meio de cultura, andlogo na composi¢do e na sua preparac¢ao ao anterior,

a concentracao de acido férmico foi aumentada para 0,4% (v/v).

Meio de extracto de malte com 0,3% (v/v) acido férmico e cicloheximida (MFO,3A;

pH = 4,5)

Este meio correspondente ao meio MF0,3, sendo suplementado, antes da

autoclavagem, com cicloheximida (Sigma) a uma concentra¢do de 0,0004 %
(p/v).

Meio de extracto de malte com 0,4% (v/v) acido formico e cicloheximida

(MFO0,4A; pH=4)5)

Andlogo ao meio MFO0,4, este meio foi suplementado, antes da autoclavagem,

com cicloheximida (Sigma) a uma concentracéo de 0,0004 % (p/v).
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2.3 Preparacao de suspensdes de células

As suspensdes de leveduras foram obtidas a partir de culturas em meio de
manutencdo (cunhas de agar) crescidas durante 3 dias a 28°C. Uma porgdo adequada
de biomassa foi ressuspensa num tubo de ensaio contendo agua desionizada
esterilizada, e a suspensado celular ajustada para uma absorvancia (a 640 nm)

compreendida entre 0,7 e 1,0 (Espectrofotometro Spectronic 21, Bausch & Lomb).

2.4 Condicdes de inoculagcéo e de crescimento

Ao longo da realizacdo do presente trabalho utilizaram-se diferentes
metodologias para o estudo da resposta das leveduras e avaliagdo dos meios de cultura
desenvolvidos. Os meios foram testados sob a forma liquida e sélida de acordo com o

descrito seguidamente.

e« Crescimento em meio liquido

Tubos de ensaio

A suspensédo de células (1 ml) preparada de acordo com o referido em 2.3 foi
inoculada em tubos de ensaio largos (diametro 27 mm, altura 130 mm) contendo
0 meio de cultura liquido. Desta forma, no inicio do ensaio, a absorvancia (640

nm) foi ajustada entre 0,1 - 0,15.

Microplacas

Microplacas da marca Greiner com 96 pocos, contendo o meio de cultura foram
inoculadas com 25 pul ("in6culo fraco"; absorvéancia a 640 nm: cerca 0,15) ou 100
ul ("in6culo forte"; absorvancia a 640 nm: cerca 0,4) da suspensao celular
descrita no ponto 2.3. Cada estirpe de levedura foi inoculada em trés ou seis

pocos, contendo 0 meio de cultura.
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Crescimento em meio sélido

Gotas
A partir da suspenséo celular descrita em 2.3, transferiram-se 5 ul para uma
placa de Petri contendo meio solido. A inoculacdo foi realizada em triplicado.

Apos a secagem das gotas, colocaram-se as placas na estufa de incubagéo.

Esferas de vidro

Para a determinacdo da percentagem de recuperacdo recorreu-se ao
espalhamento em meio soélido pela utilizacdo de esferas de vidro. Para tal, a
suspensao celular foi diluida por diluicdes decimais, utilizando agua desionizada
esterilizada como meio de diluicdo. A seguir, transferiram-se 0,1 ml das diluicbes
escolhidas para a superficie de placas de Petri contendo meio sélido. O
espalhamento foi efectuado com o auxilio de 4 a 6 esferas de vidro esterilizadas,
de 2,5 mm de diametro, colocadas na superficie do meio. Por movimentos
rotativos horizontais da placa de Petri, as esferas distribuiram o in6culo na
superficie do meio, e foram posteriormente retiradas. As inoculagbes foram
efectuadas em duplicado ou triplicado. Apds a secagem do indculo, colocaram-

se as placas na estufa de incubacéo.

Filtracdo em membrana

A partir das diluicbes decimais preparadas para os ensaios de inoculacdo com
esferas, transferiram-se 0,1 ml para o funil de uma rampa de filtracdo (marca
Milipore). A seguir, juntaram-se 50 ml de 4gua desionizada esterilizada, de modo
a obter uma distribucdo homogénea de células. A filtracdo foi efectuada por
aplicacdo de vacuo, utilizando membranas filtrantes de 0,45 um de porosidade
(marca Milipore). As filtracbes foram realizadas em duplicado, e os filtros
colocados na superficie de placas de Petri contendo os meios sélidos

pretendidos. Posteriormente procedeu-se a incubacéo das placas.

Para o estudo da flora em amostras de vinho contaminado, aplicou-se a mesma
técnica, filtrando em duplicado vérios volumes (0,1 ml, 1,0 ml e 5,0 ml) de

amostras de vinho.
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Metodologia segundo Miles-Misra

A partir de quatro diluicdes decimais seguidas (preparadas como nos ensaios de
inoculacdo com esferas), transferiram-se 50 ul para cada um de quatro
segmentos de uma placa de Petri. A inoculacao foi realizada em triplicado. Apés

a secagem das gotas, colocaram-se as placas na estufa de incubacao.

Para cada experiéncia, os detalhes referentes a metodologia utilizada, a
concentracdo da fonte de carbono, bem como ao valor de pH do meio e as condicdes de

incubacéo, serdo mencionados nas respectivas sec¢des dos resultados.

2.5 Condicdes de incubacgéo

No caso das placas contendo meio sélido, a incubacdo foi efectuada a
temperatura de 28 ou 30°C (para a maioria dos ensaios) numa estufa de incubagéo
(marca Haereus). Para os meios liquidos a incubacdo foi conduzida a mesma

temperatura, numa incubadora (marca B. Braun) com uma agitacdo de 160 rpm.

2.6 Registo de resultados

Para os meios de cultura contendo os indicadores verde ou purpura de
bromocresol, foram estabelecidos critérios para a avaliagdo de viragem da cor, bem
como para a classificacdo dos resultados em respostas positivas e negativas (ver
seccdo de resultados). A figura 2.1 representa a cor dos meios liquidos com verde de

bromocresol para uma série de valores de pH.
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verde verde-azul verde-azul azul-verde azul-verde azul
(pH4.5) (pH 4,6) (PH4,7) (PH 4,8) (PH 4,9) (oH 5,0)

Figura2.1 Alteragdo da cor do meio de cultura liquido na gama de pH 4,5-5,0 com o indicador verde
de bromocresol.

O numero de colénias desenvolvidas na superficie dos meios sélidos, bem como
a avaliacdo da sua morfologia foram determinados com o auxilio de uma lupa (Marca

Leica; ampliacao 6x).

A avaliacdo do crescimento das leveduras nos meios liquidos foi feita utilizando
a escala de Wickerham (Van der Walt e Yarrow, 1984). Para isso, os tubos foram
agitados e as suas leituras efectuadas contra uma folha de papel branco com linhas
pretas. Classificou-se o crescimento da seguinte forma:
+ quando se observavam nitidamente as linhas a transparéncia,
considerando-se como auséncia de crescimento;
++ guando se observavam as linhas, mas ndo de uma forma nitida, sendo
classificado como crescimento intermédio;
+++ gquando ndo se observavam as linhas, devido a um crescimento

acentuado.

2.7 Tratamento estatistico dos resultados

Para a avaliacdo de diferencas significativas nos valores das médias obtidas no

que respeita aos ensaios de recuperacdo de leveduras nos varios meios de cultura,

aplicou-se o "teste de t", conforme descrito por Zar (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Formulagcdo de um possivel meio de cultura com
substratos simples ou misto selectivo/diferencial para

Zygosaccharomyces bailii

3.1.1 Introducéo

O desenvolvimento de um meio de cultura selectivo/diferencial para a levedura
Zygosaccharomyces bailii que constituiu tema do presente trabalho de tese, teve por
base uma série de estudos anteriormente realizados respeitantes a caracterizacéo
fisiologica desta espécie (Estevinho, 1995; Sousa et al.,, 1996; Sousa et al., 1998;
Fernandes et al., 1997). Estes estudos demonstraram, que a levedura Z. bailii, em
contraste com outras leveduras, apresenta capacidade de consumo simultdneo de acido
acético e glucose. Este comportamento, ndo correspondendo ao observado para a
grande maioria das leveduras estudadas, levantou a hipétese de poder ser explorado
para o desenho de um meio de cultura especifico para Z. baili. Com efeito, num meio
misto contendo glucose e acido acético, a vizualizacdo de diferentes padrdes de
utilizacdo por diferentes espécies de leveduras (simultanea, simultdnea/sequencial ou
sequencial) poderia ser conseguida pela incorporacdo de um indicador acido-base no

meio de cultura.

Conforme referido na introducdo geral, Z.bailii, num meio misto com glucose e
acido acético, apresenta um crescimento bifasico, em que a primeira fase esta
associada ao consumo simultaneo de glucose e acido acético e a segunda fase ao
consumo do &cido acético remanescente no meio. Assim, na primeira fase observa-se

uma constancia relativa do pH do meio de cultura e na segunda fase um aumento
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significativo do pH associado a viragem do indicador. A partida, outras espécies, em que
genericamente, no mesmo meio misto, o consumo do &cido acético ocorria apos
esgotamento da glucose, deveriam apresentar um crescimento dialxico. Nesta situacéo
observar-se-ia uma acidificagcdo durante a primeira fase de crescimento seguida entdo

de uma alcalinizacdo na segunda fase de crescimento.

Tendo por base estes dados seria de prevér que as estirpes de Z. bailii no meio
misto com glucose e acido acético conduzissem a uma viragem mais rapida do indicador
no meio de cultura comparativamente com as outras espécies. Assim, o poder
discriminatério do meio assentaria no diferente no tempo da resposta em termos de
viragem do indicador acido-base. Nesta base, a resposta das diferentes espécies para
um tempo de incubagéo definido seria classificada em positiva, quando se verificasse
uma alcalinizacdo do meio e correspondente alteracédo da cor, e negativa quando o valor

de pH nédo fosse alterado, mantendo-se neste caso a cor inicial do meio de cultura.

Tendo em conta o anteriormente referido, e utilizando um ndmero restrito de
espécies, procedeu-se numa primeira fase a avaliacdo do meio mineral misto com
glucose (0,2%, p/v) e acido acético (0,5%, v/v) a dois valores de pH inicial (4,0 e 6,0).
Numa tentativa de aumentar a probabilidade de diversidade de respostas possiveis
pelas diferentes espécies tentou-se ainda, nesta fase, explorar as seguintes situacdes

em termos de composi¢cdo de meios a ensaiar:

. meios mistos com acido acético em que a glucose foi substituida por outros

acucares (arabinose e xilose);

. meios mistos com glucose em que o acido acético foi substituido por outros

acidos mono- ou dicarboxilicos;

. meios simples contendo um &acido carboxilico como Unica fonte de carbono e

energia.

A estratégia para os trabalhos experimentais apresentados nesta parte consistiu
numa primeira fase em testar o maior nimero de meios de cultura simples ou mistos

com um ndmero restrito de leveduras.
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3.1.2 Meios de cultura com um agucar e acido acético

Os ensaios de crescimento em meios com substratos mistos foram realizados
aplicando gotas (5 ul) da suspenséo celular na superficie de meios de cultura sélidos,
conforme descrito no ponto 2.4. Os indicadores utilizados foram o verde de bromocresol
(pK = 4,7) nos meios a pH inicial de 4,0, e o purpura de bromocresol (pK = 6,3) para 0s
meios a pH inicial de 6,0. As placas de Petri inoculadas foram incubadas a temperatura
de 28°C. Os resultados obtidos, apdés 48 horas de incubacdo, sdo apresentados na
tabela 3.1.

Tabela 3.1 Resposta de varias leveduras em meios de cultura contendo éacido acético e
diferentes aglcares, ap6s 48 horas de incubagéo a 28°C.

Ac0,5 G0,2 Meio mineral com &cido acético (0,5%, v/v) e glucose (0,2%, p/v).
Ac0,5 Ara 0,2 Meio mineral com &cido acético (0,5%, v/v) e arabinose (0,2%, p/v).
Ac0,5 Xilo,2 Meio mineral com &cido acético (0,5%, v/v) e xilose (0,2%, p/v).
Estirpe Ac0,5 G0,2 Ac0,5 Ara0,2 Ac0,5 Xil0,2
pH 4,0 pH 6,0 pH 4,0 pH 6,0 pH 4,0 pH 6,0
Debaryomyces hansenii IGC 2968 0 - 0 + 0 +
Saccharomyces cerevisiae | IGC 4072 - - 0 + 0 +
Dekkera anomala IGC 5133 0 - 0 0 0 0
Pichia mambranaefaciens IGC 3796 - - - + - +
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 - - - + - +
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 - - - + - +
Notas: 0 sem crescimento
- resposta negativa (acidificacdo ou manutenc¢éo do pH do meio)
+ resposta positiva (viragem da cor do indicador verde de bromocresol para azul e

do parpura de bromocresol para roxo, devido a alcalinizagdo do meio).

Pela analise da tabela 3.1 verificamos que a resposta das leveduras P.
membranaefaciens, Z. bailii e T. delbrueckii foi idéntica para os 6 meios de cultura
testados. Nos meios com glucose e acido acético (pH 4,0 e pH 6,0), o crescimento nédo
provocou alteracdo do valor de pH, e consequentemente ndo ocorreu viragem do
indicador no meio. Segundo Barnett et al. (1990), as referidas leveduras ndo séo
capazes de utilizar arabinose ou xilose como fonte de carbono. A alcalinizacéo verificada
quando se utilizam estes dois acUcares nos meios de cultura mistos, a pH 6,0, foi devida
ao consumo exclusivo do acido acético. A pH 4,0 verificou-se uma resposta negativa por

parte destas trés leveduras. Esta observacdo poderd ser explicada tendo em
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consideracédo o pK dos indicadores utilizados. O pK do verde de bromocresol é 4,7, e
assim, no meio a pH 4,0 a alcalinizacdo tera que ser superior a 0,7 unidades de pH para
gue seja detectada uma mudanca de cor. Nos meios a pH 6,0, contendo purpura de
bromocresol como indicador (pK=6,3), a alcalinizagdo tera de ser superior a 0,3
unidades de pH, para se verificar a mudanga da cor do meio de cultura. Assim, 0s meios
a pH 6,0 serdo mais “sensiveis” na detecgdo de alteracBes de pH. A maior capacidade
tampdo do meio misto com &acido acético a pH 4,0, comparativamente com pH 6,0,
também podera contribuir para uma menor “sensibilidade” do primeiro meio
relativamente ao segundo. Por Ultimo, a relagdo entre as velocidades de consumo dos
dois substratos e a sua dependéncia com o pH determinara a velocidade de variagdo do

pH e portanto o tempo ao qual se observa viragem do indicador.

S. cerevisiae e D. hansenii, em meios contendo glucose, arabinose ou xilose, em
combinacdo com acido acético, a pH 6,0, mostraram um comportamento analogo as trés
leveduras anteriormente descrito. No entanto, quando analisamos o comportamento
dessas mesmas duas leveduras nos mesmos meios de cultura, agora a pH 4,0,
verificamos a auséncia de crescimento (com a excep¢ao de S. cerevisiae no meio Ac0,5
G0,2). Este resultado sugere possiveis efeitos toxicos do acido acético a valores de pH

mais baixos, e uma menor resisténcia destas leveduras a estas condicdes.

A levedura D. anomala cresceu apenas no meio com acido acético e glucose, a
pH 6,0.

Os resultados obtidos nesta primeira série de ensaios ndo nos permitiram

seleccionar um meio especifico para separar Z. bailii das outras cinco espécies.

3.1.3 Meios de cultura com glucose e um acido mono- ou
dicarboxilico

Foi ainda testada a capacidade de alcalinizacdo das leveduras em meios de
cultura mistos, escolhendo-se a glucose como fonte de carbono, associada aos acidos
acético, malico, piravico ou férmico. Foram testadas varias relacdes acido/acUcar, e
diferentes valores iniciais de pH do meio, com o objectivo de detectar condicbes em que

Z. bailii fosse capaz de induzir uma alcalinizagdo mais rapida. Os indicadores utilizados
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foram o verde de bromocresol nos meios a pH inicial de 4,0, e o puUrpura de bromocresol
para os meios a pH inicial de 5,5 e 6,0. Apés um periodo de incubacédo de 48 horas a
28°C, foram registados os resultados que se apresentam na tabela 3.2.

Tabela 3.2 Resposta de varias leveduras em meios de cultura contendo glucose e acidos a varias
concentracdes, crescidas a 28°C, durante 48 horas e a diferentes valores de pH.

Ac0,5 G0,5 Meio mineral com &cido acético (0,5%, v/v) e glucose (0,5%, p/v).

Mal0,1 G0,5 Meio mineral com &cido malico (0,1%, p/v) e glucose (0,5%, p/v).

Mal0,5 G0,25 Meio mineral com acido malico (0,5%, p/v) e glucose (0,25%, p/v).

Pir0,5 G0,2 Meio mineral com &cido piravico (0,5%, p/v) e glucose (0,2%, p/v).

F0,1 GO,1 Meio mineral com acido férmico (0,1%, v/v) e glucose (0,1%, p/v).
Estirpe Ac0)5 | Mal0,1 | Mal0,5 | Pir0,5 | Pir0,5 F01 FO,1

G05 | GO5 | G025 | GO2 | Go02 | GOl | GO1
pH6,0 | pH6,0 | pH55 | pH4,0 | pH55 | pH4,0 | pH6,0

Debaryomyces hansenii IGC 2968 + + * + + - +
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 - - - + + - -
Dekkera anomala IGC 5133 - - - - - - )

Pichia mambranaefaciens 1GC 3796 - - - - - - -

Zygosaccharomyces bailii  IGC 4806 + - - - - + (2)
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 - - - + + - -
Notas: - resposta negativa (acidificacdo ou manutenc¢éo do pH do meio)

+ resposta positiva (viragem da cor do indicador verde de bromocresol para azul e

do purpura de bromocresol para roxo, devido a alcalinizagdo do meio.

(+) ligeira alcalinizagcao do pH do meio de cultura

* gota de cor azul

Q) ligeira alcalinizacdo ap6s 24 horas de incubacgao, seguida da acidificagcédo apo6s

um periodo total de incubagé&o de 48 horas.

Pela analise da tabela 3.2 verificamos que o meio de cultura com &cido acético
(0,5%, v/v) e glucose (0,5%, p/v), pH 6,0, sé apresentou viragem de cor quando
inoculado com D. hansenii e Z. bailii. As restantes leveduras ndo induziram alcalinizacéo
deste meio. Para estas espécies a alcalinizacdo provocada pelo consumo do acido

poderd ter sido compensada pela acidificacdo provocada pelo consumo da glucose.

D. hansenii foi a Unica levedura capaz de alcalinizar o meio de cultura contendo
0,5% (p/v) glucose e 0,1% (p/v) acido malico a pH 6,0. Esta alcalinizagcdo nao foi
observada no meio com 0,5% (p/v) de &cido malico e 0,25% (p/v) de glucose, a pH 5,5.
No entanto, a levedura cresceu formando um biofilme de cor azul na area da gota.
Outras experiéncias realizadas, ndo mencionadas nesta tabela revelaram que, em

determinadas condi¢Bes experimentais, a levedura D. hansenii é capaz de produzir
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durante a fase estacionaria compostos do grupo dos flavonéides, de cor amarela, que
sdo excretados para o meio de cultura. Deste modo, pode pressupor-se que 0 composto
amarelo foi alterado para uma estrutura do tipo antocianidina, de cor azul ou roxa. Para
confirmar esta hipétese, testou-se uma outra estirpe, D.hansenii INETI CL 18, ndo se

tendo formado o composto azul no referido meio de cultura.

D. hansenii, S. cerevisiae e T. delbrueckii apresentaram uma resposta positiva

nos meios mistos contendo acido piravico e glucose a um valor inicial de pH 4,0 € 5,5, .

No caso dos meios contendo acidos, a proporcdo de 4&cido néao
dissociado/dissociado pode ser manipulada pela variagdo do pH. A titulo de exemplo,
podem ser referidos os meios contendo &cido férmico. As concentragdes das formas

dissociadas/nao dissociadas em fungéo do pH séo representadas na tabela 3.3.

Tabela 3.3 Concentracdo da forma dissociada e ndo dissociada do
acido férmico em funcéo do pH.

concentracdo total concentragdo da forma concentracédo da forma

pH do &cido dissociada néo dissociada
% (vIV) % (VIV) % (VIv)

4,0 0,1 0,063 0,037

6,0 0,1 0,099 0,001

No meio com &acido férmico e glucose a pH 6,0, a levedura D. hansenii
evidenciou uma resposta positiva, enquanto que D. anomala demonstrou apenas uma
ligeira alcalinizacdo. Contudo, a pH 4,0, ndo se detectou a alcalinizacdo pelas duas

espécies.

No meio de cultura misto, contendo glucose e acido férmico a pH 4,0, Z. bailii,
entre as espécies testadas, foi a inica que alcalinizou o meio e levou a viragem da cor, e
apenas ap0s 24 horas de incubacgédo. A pH 6,0, o comportamento da levedura Z. bailii foi
diferente: o meio alcalinizou ligeiramente apds 24 horas de incubacdo, seguido de
acidificacdo durante as 24 horas seguintes. Ou seja, inicialmente parece ter ocorrido
consumo preferencial de acido formico, seguido do consumo de glucose. Este

comportamento distinto da levedura Z. bailii nos dois valores de pH testados, podera
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estar associado as propor¢cOes diferentes de acido na forma dissociada. A pH 4,0, a
proporcdo de glucose/acido na forma dissociada é mais favoravel a uma viragem réapida
da cor do meio de cultura. Deste modo os resultados obtidos nos meios de cultura
contendo glucose e acido férmico pareceram prometedores como ponto de partida, com

vista ao desenvolvimento de um meio de cultura especifico para a levedura Z. bailii.

3.1.4 Meios simples com um acido carboxilico

Foi também avaliado o comportamento de meios simples contendo &acido
oxalico, mal6nico e maleico como Unica fonte de carbono e energia. O procedimento
experimental e as condi¢cdes de incubacdo foram ja descritos no ponto anterior (3.1.2).

Na tabela 3.4 apresentamos o resumo dos resultados obtidos nestes ensaios.

Para os trés acidos referidos, e aos mesmos valores de pH, ndo se verificou a
alcalinizagdo dos meios de cultura. No entanto, com a excepg¢do de D. anomala no meio
com acido oxalico a pH 6,0, todas as outras leveduras cresceram nos meios testados. A
possivel utilizacdo dos éacidos ocorreu a uma taxa reduzida, que nao permitiu a
alcalinizacdo do meio de cultura. A pH 4,0, algumas leveduras apresentavam gotas
ligeiramente esverdeadas, facto que indicou uma eventual incorpora¢do do indicador nas
células. Estes resultados ndo permitiram definir um meio especifico para separar a
levedura Z. bailii das restantes espécies.

Tabela 3.4 Resposta de varias leveduras em meios de cultura contendo acido oxalico, maleico e
maloénico aos valores de pH de 4,0, 5,5 e 6,0 apds 48 horas de incubagéo a 28°C.

0Ox 0,5 Meio mineral com acido oxalico (0,5%, Vv/v).
Mae 0,5 Meio mineral com &cido maléico (0,5%, p/v).
Mao 0,5 Meio mineral com acido malénico (0,5%, p/v) .
Estirpe Ox 0,5 Mae 0,5 Mao 0,5

pH 4,0|pH 5,5|pH 6,0|pH 4,0 pH 5,5|pH 6,0|pH 4,0 |pH 5,5 | pH 6,0

Debaryomyces hansenii IGC 2968 - - - - - - - - -

Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 - - - - - - - - -

Dekkera anomala IGC 5133 - - 0 - - - - - -

Pichia mambranaefaciens I1GC 3796 - - - - - - - - -

Zygosaccharomyces bailii  IGC 4806 - - - - - - - - -

Torulaspora delbrueckii ISA 1229 - - - - - - - - -
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Notas: 0 sem crescimento
- resposta negativa (acidificacdo ou manutenc¢éo do pH do meio)
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3.2. Formulacdo e optimizacdo de um meio de cultura
misto com glucose e acido formico como diferencial

para Zygosaccharomyces bailii

3.2.1 Meio mineral com glucose e acido férmico, pH 4,0

Na seccdo 3.1 apresentdmos os resultados obtidos numa primeira fase do
trabalho, e que permitiram a selec¢cédo de um meio com substratos misto, contendo &acido
férmico e glucose, que a partida parecia especifico para a levedura Zygosaccharomyces
bailii. Assim, das seis leveduras testadas, Z. bailii foi a Unica que provocou a alteragdo

da cor do meio de cultura.

Os resultados apresentados nesta seccédo, foram os obtidos com 67 estirpes de
leveduras, 13 das quais pertencentes a espécie Z. baili. Na constituicdo da bateria de
leveduras teve-se em conta a inclusdo de espécies responsaveis pela deterioracdo de
produtos alimentares e de estirpes isoladas de vinhos contaminados. Foram testados
diferentes meios com substratos mistos em que se variou a proporgdo de glucose/acido
numa tentativa de determinar a razdo que conduzisse a viragem de cor do indicador no
periodo de tempo mais curto possivel pelas estirpes de Z. baili. As estirpes ndo
pertencentes a espécie Z. bailii a partida ndo seriam capazes de alcalinizar o meio,
devido ao consumo preferencial de glucose ou incapacidade de metabolizagdo do acido

férmico, mesmo apds um periodo de incubagédo prolongado.

Para a realizagdo destes ensaios, as leveduras foram inoculadas em tubos de
ensaio largos, contendo meio mineral liquido com glucose e acido férmico como fontes
de carbono e energia. Os tubos com meio de cultura, apés inoculagdo foram incubados
a 30°C, durante um periodo de tempo que variou entre 24 e 60 horas, e com uma
agitacao de 160 rpm. Para quantificar a alcalinizacéo durante o periodo de incubagéo foi
medido, para alguns ensaios, o pH final. Com esta metodologia, a determinacdo do
crescimento foi por vezes dificil de acompanhar, dado que as varias cores das
suspensdes no final do tempo de incubacéo interferiram com as leituras da densidade

Optica ao comprimento de onda utilizado (640 nm). Assim, o crescimento foi determinado

66



Resultados e Discusséo

com uma metodologia “semi-quantitativa”, utilizando a escala de Wickerham (van de
Walt e Yarrow, 1984), conforme descrito no ponto 2.6. Esta avaliacdo permitiu distinguir
entre o crescimento intermédio (++), acentuado (+++) e ausente (+). Nesta fase do
trabalho, procurou-se optimizar a composicdo de um meio de cultura, em que a sua
alcalinizagdo rapida foi considerado o aspecto principal, e a quantificagdo do

crescimento constituiu um aspecto secundario.

. Meios de cultura com 0,1 % de acido

Os ensaios cujos resultados séo apresentados na tabela 3.5 foram realizados,
quer com um meio com substrato simples em que o acido fomico (0,1 %, v/v) foi usado
como Unica fonte de carbono e energia, quer em meio com substratos misto em que ao
acido férmico é adicionado glucose a concentracéo de 0,1 % (p/v). Foram testadas as 13

estirpes de Z. bailii e 54 outras estirpes de leveduras pertencentes a diferentes espécies.

Em oito das estirpes de Z. bailii, quando crescidas no meio simples, ndo se
verificou a viragem da cor do indicador. Trés estirpes (ISA 1023, IGC 4806 e IGC 4227)
alcalinizaram o meio de cultura, e duas outras estirpes mostraram resultados
intermédios (ISA 1025 e ISA 1148). O valor de pH méaximo (5,9) foi atingido pela estirpe
IGC 4806. No meio com substratos misto (acido formico 0,1 %, v/v e glucose 0,1 %, p/v),
todas as estirpes testadas induziram alcalinizagdo durante o mesmo periodo de
incubacao. Pela analise destes resultados podémos concluir que a adi¢cdo da glucose ao
meio de cultura permitiu um crescimento mais rapido, traduzido numa alcalinizacéo
também mais rapida. No entanto, tal como foi verificado no meio simples, existiram
diferengas no que respeita aos valores de pH final. Enquanto estirpes de Z. bailii como
IGC 4806 ou ISA 1214 alcalinizaram o meio até valores de pH elevados (6,5 e 6,4), as
outras exibiram uma menor eficiéncia na alcalinizacdo, atingindo valores de pH mais
baixos (5,1, IGC 4267 ou 5,2, IGC T5167). Estas varia¢gbes poderdo estar associados a
diferencas nas taxas de consumo dos dois substratos e sua dependéncia com o pH
extracelular. Das restantes espécies testadas, nenhuma evidenciou capacidade de

utilizacéo do &cido férmico como Unica fonte de carbono e energia.

No entanto, no meio com &cido (0,1%, p/v) e glucose (0,1%, p/v), outras
espécies tais como Z. rouxii IGC 4194 e ISA 1220, S. cerevisiae IGC 4543, D. hansenii
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INETI CL 18 e Zygosaccharomyces sp.

Neste sentido estas respostas foram consideradas falso positivas.

Tabela 3.5 Resposta de varias espécies em meios de cultura contendo
glucose (0,1 %, p/v) elou acido férmico (0,1%, v/v) a pH 4,0, apos
48 horas de incubagéo a 30°C.

Estirpe FO,1 (4,0)* F0,1 GO,1 (4,0)*
cor pH final cor pH final
Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 \ 4,1 a 6,2
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 \ 4,0 a 51
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 a 52 a 6,3
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 av 4,7 a 6,5
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 % 4,0 a 58
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 va 4,4 a 6,2
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 v 4,2 a 6,1
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 % 4,0 a 6,4
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 % 4,0 a 6,1
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a 59 a 6,5
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a 5,5 a 6,4
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 % 4,0 a 6,2
Zygosaccharomyces bailii IGC  T5167 \ 4,0 a 52
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 v 4,0 a 58
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 v 4,0 \ 4,0
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 \ 4,0 a 5,0
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 v 4,0 a 5,6
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 \ 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-1 v 4,0 Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-2 v 4,0 Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC T 2608 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 2917 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 350711l v 4,0 v 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 3970 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 3977 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4003 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4017 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4022 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4023 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4024 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4240 v 4,0 \Y 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC T 4455 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 \Y 4,0 a 57
Saccharomyces cerevisiae IGC 4891 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae CBS 5494 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces cerevisiae CBS 5495 \ 4,0 \ 4,0
Saccharomyces bayanus IGC T 4456 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces pastorianus IGC 4579 v 4,0 \ 4,0
Saccharomyces pastorianus IGC  T4601 v 4,0 \ 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 2487 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 2582 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 3315 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 3796 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 4475 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 4829 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 4875 Y 4,0 v 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 5013 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 5015 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 5017 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 5019 v 4,0 \Y 4,0
Pichia membranaefaciens IGC 5122 \% 4,0 \ 4,0

cont.

ISA 1213, induziram viragem de cor do meio.
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Tabela 3.5 Resposta de varias espécies em meios de cultura contendo
(cont.) glucose (0,1 %, p/v) elou &cido férmico (0,1%, v/v) a pH 4,0, ap6s
48 horas de incubacgao a 30°C.
Estirpe FO,1 (4,0)* F0,1 GO,1 (4,0)*
cor pH final cor pH final
Pichia anomala IGC 4121 v 4,0 \ 4,0
Dekkera anomala IGC 5133 v 4,0 \ 4,0
Dekkera bruxellensis IGC 4179 v 4,0 \ 4,0
Debaryomyces hansenii IGC 2968 v 4,0 \ 4,0
Debaryomyces hansenii INETI CL18 \ 4,0 a 6,4
Issatchenkia orientalis IGC 3806 v 4,0 \ 4,0
Kluyveromyces marxianus IGC 3886 v 4,0 \ 4,0
Rhodotorula mucilaginosa IGC 5166 \ 4,0 \ 4,0
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 \ 4,0 v 4,0
Notas: \ verde
va verde azulado
av azul esverdeado
a azul
* abreviatura do meio de cultura, conforme descrito na tabela 2.3.

[ ] respostafalso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).

Com o objectivo de eliminar as respostas falso positivas, aumentou-se a

concentragdo de glucose no meio misto para 0,2 %, 0,5 %, e 1,0 % (p/v) por forma a

provocar uma acidificacdo mais pronunciada, ndo permitindo viragem do indicador

durante o consumo do acido. Na tabela 3.6 apresentamos os resultados obtidos, para as

estirpes seleccionadas. Na mesma tabela, e com o objectivo de permitir uma melhor

interpretagdo, incluimos resultados ja apresentados na tabela 3.5

Tabela 3.6 Resposta de varias estirpes em meios de cultura contendo varias concentracfes de
glucose e acido formico (0,1 %, v/v) a pH 4,0, ap6s 48 horas de incubagéo a 30°C.
Estirpe FO,1GO,1 | F0,1G0,2(4,0)" | FO,1 GO5(4,0)" | FO,1 G1,0 (4,0)"
0"

cor pH cor pH cor pH cor pH
Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a 6,2 a 6,3 a 6,1 a 49
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167 a 55 a 55 a 5,6 \Y 4,3
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 a 6,1 a 6,0 a 4,9 a 4,8
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 a 5,6 a 5,8 a 5,8 a 5,3
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 a 5,0 a 51 a 51 a 51
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 a 6,0 a 5,8 \Y 4,3 \Y 3,7
Debaryomyces hansenii INETICL18 | a 6,2 a 6,2 a 6,0 \Y 4,2

Notas: v verde
a azul
*

abreviatura do meio de cultura, conforme descrito na tabela 2.3.
|:| resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).
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O aumento da concentragdo de glucose de 0,1 para 1,0 % (p/v) no meio com
0,1% (v/v) de acido formico traduziu-se numa diminuicdo significativa do pH apos 48
horas de incubacéo. A estirpe Z. bailii ISA 1206 conseguiu alcalinizar o meio, enquanto a
estirpe tipo IGC T5167 apresentou uma resposta falso negativa para esta concentracao
de glucose. As restantes trés estirpes do género Zygosaccharomyces (ISA 1213, 1220 e
4194) no meio misto com 1,0 % (p/v) de glucose, o valor de pH final, apds 48 horas de
incubacdo, foi ainda suficientemente elevado para provocar a alcalinizacdo do meio de

cultura.

O aumento da concentracdo de glucose foi uma das estratégias que resolvemos
testar com vista a eliminar respostas falso positivas pelas estirpes anteriormente
testadas. O aumento da concentracdo para 0,5 % (p/v) foi suficiente para evitar a
alcalinizagdo do meio pela estirpe S. cerevisiae IGC 4543. Para a concentragdo de 1,0
% (p/v) verificou-se a acidificagdo do meio, devido ao consumo preferencial da glucose.
No entanto, D. hansenii s6 foi eliminada como falso-positiva quando a concentracdo da

glucose foi aumentada para 1,0 % (p/v).

Em resumo, os resultados continuaram a nao ser satisfatérios dado que, por um
lado o aumento da concentracdo da glucose levou a uma resposta falso negativa para a
estirpe Z. bailii IGC T5167, e por outro lado ndo evitou as respostas falso positivas das

estirpes Zygosaccharomyces sp. ISA 1213, bem como Z. rouxii ISA 1220 e IGC 4194.

. Meios de cultura com 0,2 % de acido

Uma vez que o aumento da concentracdo da glucose no meio de cultura misto,
com glucose e acido férmico, ndo se mostrou uma estratégia adequada para poder
separar as estirpes de Z. bhaili das restantes espécies, tentdmos manipular a
concentragdo do &cido. Assim, se o consumo de &cido formico fosse uma caracteristica
especifica desta levedura, seria de supor que concentracdes mais elevadas deste acido
no meio ndo afectassem significativamente o seu crescimento. As restantes leveduras
seriam inibidas, devido a possiveis efeitos toxicos provocados pelo acido férmico. Os
resultados resumidos na tabela 3.7, quer em termos de viragem de cor quer em termos

de crescimento, foram obtidos nos meios com 0,2 % (v/v) de acido férmico.
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Notas:

Tabela 3.7

Resposta de vérias leveduras em meios de cultura contendo glucose

(0,5 ou 1,0%, p/v) e acido férmico (0,2 %, v/v) a pH 4,0, ap6s 48 horas
de incubacgéo, a 30°C.

Estirpe F0,2 GO,5 (4,0)* F0,2 G1,0 (4,0)*
cor crescimento | cor crescimento

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 a +++ v +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 va A v ++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 \ +++ v ++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167| va +++ v +++
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 \ ++ \Y ++
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 Y ++ \Y ++
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 v Y
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 v + v +
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 v ++ v ++
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 v +++ \ +++
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 v + v +

v verde

va verde azulado

a azul .

+ sem crescimento

++ crescimento intermédio

+++ crescimento acentuado

* abreviatura do meio de cultura, conforme descrito na tabela 2.3.

=

resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).

O aumento da concentragdo de acido férmico de 0,1 para 0,2 % (v/v) na

presenca de glucose (0,5 %, p/v), reflectiu-se na auséncia de viragem de cor do

indicador para azul apés 48 horas de incubacéo pela estirpe ISA 1212. As estirpes de Z.

bailii ISA 1095 e IGC T5167 mostraram uma resposta intermédia no meio referido, dado

gue a cor do indicador se mostrou verde azulado. Todas as outras estirpes de Z. bailii

apresentaram um crescimento acentuado neste meio e uma alcalinizagdo do meio de

cultura.
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O aumento da concentracao de glucose para 1,0 % (p/v), mantendo-se o acido
férmico a mesma concentracdo, diminuiu a capacidade de alcalinizacdo do meio por
parte das leveduras referidas anteriormente, bem como pela estirpe Z. bailii ISA 1025,
nédo permitindo viragem de cor do meio. As restantes estirpes de Z. bailii mostraram uma

resposta positiva e um bom crescimento no meio misto contendo 1,0 % (p/v) glucose.

As respostas falso negativas para as estirpes de Z. baili nos dois meios

testados, poderdo ser devidas a dois efeitos, nomeadamente:

e 0 aumento da concentracdo de glucose dificulta a alcalinizacdo do meio, como

ja foi demonstrado para os meios contendo 0,1 % (v/v) de acido férmico,

e 0 acido férmico podera induzir efeitos toxicos na levedura, que podem levar a

uma alcalinizagdo mais lenta nos meios contendo 0,2 % (v/v) de acido férmico.

As restantes estirpes do género Zygosaccharomyces (ISA 1213, IGC 2988, ISA
1220, IGC 4194 e IGC 4169) ndo conseguiram alcalinizar os meios testados, e
apresentaram um crescimento mais reduzido quando comparado com as estirpes de Z.

bailii.

As leveduras S. cerevisiae IGC 4543 e D. hansenii INETI CL 18 crescidas nestas
condi¢des ndo induziram alteracdo do pH do meio de cultura. S. cerevisiae apresentou
um crescimento analogo ao da maioria das estirpes de Z. bailii; o crescimento de D.

hansenii foi negativo em ambos os meios de cultura.

Assim, pode ser constatado, que o aumento do acido férmico de 0,1 % (v/v) para
0,2 % (v/v) revelou-se como estratégia adequada para eliminar as respostas falso

positivas obtidas para concentracdes mais baixas de acido formico.
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. Meios de cultura com 0,3 % de acido

Os estudos foram alargados a meios contendo 0,3 % acido formico e 0,5 %

glucose com o objectivo de estudar a influéncia de concentraces mais elevadas de

acido formico na capacidade de alcalinizacao pelas estirpes de Z. bailii. Os resultados

obtidos sdo apresentados na tabela 3.8. Nestas condi¢des, obtivémos resultados

distintos de acordo com o tempo de incubacéo das culturas.

Notas:

Tabela 3.8

Resposta de varias espécies de leveduras em meios de cultura

contendo glucose (0,5 %, p/v) e acido férmico (0,3 %, v/v) a pH 4,0,
apos 48 ou 60 horas de incubagao a 30°C.

F0,3 GO,5 (4,0)*

Estirpe incubacgdo: 48 horas |incubacéo: 60 horas
cor crescimento | cor crescimento

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 Y + a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 \Y +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 \Y + v +
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 \% + v ++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 \Y A v ++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 \% +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167| v + v ++
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 v ++ v ++
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 \ + \Y +
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 v + v +
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 v ++ v ++
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 v ++ Y ++
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 v ++ v ++
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 v + v +

v verde

a azul

+ sem crescimento

++

+++
*

[

crescimento intermédio
crescimento acentuado

abreviatura do meio de cultura, conforme descrito na tabela 2.3.
resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).
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Assim, e de acordo com a tabela 3.8 verificou-se que, apenas algumas das
estirpes de Z. balilii alcalinizaram o meio de cultura contendo glucose (0,5 %, p/v) e acido
féormico (0,3 %, v/v) apOs 48 horas de incubagdo. Quando as suspensfes celulares
foram incubadas por um periodo adicional de 12 horas, verificou-se que quatro estirpes
de Z. bailii continuaram a néo alcalinizar o meio de cultura. Para as estirpes que
responderam de maneira positiva ao fim de 60 horas de incubagéo verificou-se um

crescimento acentuado.

No entanto, constataram-se diferencas em relacdo ao crescimento das estirpes
gue mostraram uma resposta negativa. Apos 48 horas de incubacéo, a estirpe Z. bailii
IGC T5167 ndo apresentou crescimento, enquanto que a estirpe ISA 1265 cresceu de

forma acentuada.

Em termos da capacidade de alcalinizag&o, as estirpes de Z. bailii responderam
da mesma forma nos meios F0,2 G1,0(4,0) apés 48 horas de incubagdo (conforme
tabela 3.7), e no meio F0,3 G0,5(4,0) apds 60 horas de incubacao (tabela 3.8). Assim, os
resultados obtidos sdo consistentes com a hip6tese anteriormente formulada de que o
aumento de concentracdo de acido esta associado a um aumento da toxicidade a nivel
da célula. Consequentemente, o0 aumento de concentracdo de acido férmico no meio de
cultura traduziu-se num aumento do tempo de incubacdo necessario para ocorréncia de

viragem de cor do meio.

As restantes leveduras ndo pertencentes a espécie Z. bailii, ndo induziram
alcalinizagdo do meio de cultura, de modo analogo ao ja observado para os meios

contendo 0,2 % (v/v) de &cido formico (tabela 3.7).

Em resumo, os resultados obtidos com meio contendo 0,1 % (v/v) de acido
férmico, permitiram identificar um grupo de 5 estirpes (Zygosaccharomyces sp. ISA
1213, Z. rouxii IGC 4194, ISA 1220, S. cerevisiae IGC 4543 e D. hansenii INETI CL 18)
que conduzem a uma resposta falso positiva neste meio. Numa tentativa de eliminar
estas respostas, aumentou-se a concentracdo de acido férmico no referido meio. Em
paralelo, registou-se a capacidade de alcalinizacdo das 13 estirpes de Z. bailii nestes
meios. A tabela 3.9 representa as percentagens de respostas falso negativas (para as
13 estirpes de Z. bailii), bem como de respostas falso positivas (para as 5 restantes

estirpes), para os diferentes meios de cultura testados.
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Tabela 3.9 Percentagem de respostas falso positivas e falso negativas, obtidas em meios de
cultura contendo varias concentragdes de glucose e acido formico a pH 4,0, apés
48 horas de incubacgéo a 30°C.

Percentagem de respostas | Percentagem de respostas
Meio de cultura falso-negativas falso-positivas *
(Zygosaccharomyces bailii)
FO,1 (4,0) 70 % 0%
F0,1 GO,1 (4,0) 0% 100 %
F0,1 GO,2 (4,0) - 100 %
F0,1 GO,5 (4,0) - 80 %
F0,1 G1,0 (4,0) - 60 %
F0,2 GO,5 (4,0) 23 % 0%
F0,2 G1,0 (4,0) 31% 0%
F0,3 GO,5 (4,0) 54 % 0%
Nota: * A percentagem foi determinada relativamente ao nimero de respostas positivas

obtidas no meio FO,1 GO0,1(4).

Um meio de cultura selectivo considerado “ideal” deveria ter uma percentagem
de respostas falso positivas bem como falso negativas muito reduzida. No caso presente
verificou-se que 0s meios com substratos mistos com baixa concentracdo de acido
férmico apresentam uma elevada percentagem de respostas falso positivas, que foram
eliminadas com o aumento da concentracdo do acido. Este aumento teve como
contrapartida um aumento de percentagem de repostas falso negativas. Assim, nesta
fase consideramos que o meio de cultura ainda ndo se revelava satisfatorio, pelo que

tentamos uma nova abordagem, que sera apresentada na sec¢éo seguinte.
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3.2.2 Meio mineral com glucose e 4cido féormico, pH 4,5

Conforme referimos na sec¢do anterior, os meios de cultura com substratos
mistos contendo glucose (0,1%, p/v) e acido formico na concentracdo de 0,2 e 0,3 %
(v/v) a pH 4,0, ndo foram considerados como meios selectivos adequados para Z. bailii.
Tendo em conta os dados obtidos na secc¢ado anterior, tentdmos diminuir a percentagem
de respostas falso negativas pela manipulacdo de um outro pardmetro do meio, ou seja,

o pH.

Assim, tomando em consideracdo o valor de pK (4,7) do indicador verde de
bromocresol, uma levedura que cresce num meio de cultura com substrato simples ou
misto a pH 4,0, teria de aumentar o valor de pH de 0,7 unidades, para provocar a
alcalinizagdo do meio de cultura. Se aumentarmos o pH do meio para 4,5, a
alcalinizagdo necessaria para provocar a mudanca da cor do indicador incorporado no
meio de cultura teria que ser apenas de 0,2 unidades de pH. Nestas condi¢fes, o tempo
de resposta das estirpes de Z. bailii deveria diminuir, 0 que representaria uma situacao
desejavel na utilizacao de rotina do meio de cultura. Por outro lado, seria de esperar que
aquelas estirpes que mostraram resultados falso positivos em ensaios anteriores,
também iriam alcalinizar o meio de cultura com maior facilidade, ou seja, num intervalo
de tempo reduzido. Para solucionar este problema, testamos novamente varias
proporcdes de acido formico/glucose, em meios de cultura a pH 4,5. Tomamos também
em consideracdo, que as fraccdes da forma dissociada e ndo dissociada do acido
férmico variam com o pH. A titulo de exemplo, representamos na tabela 3.10 as
concentragbes da forma dissociada e ndo dissociada de varias concentragdes de acido

férmico para os valores de pH inicial de 4,0 e 4,5.
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Tabela 3.10 Concentracdo da forma dissociada e nédo dissociada de varias concentragdes do acido
formicoapH 4,0 e 4,5.
pH 4,0 pH 4,5
Concentragédo (%) dissociado nao dissociado dissociado néo dissociado
(%) (%) (%) (%)

0,1 0,063 0,037 0,084 0,016

0,2 0,126 0,074 0,168 0,032

0,3 0,189 0,111 0,252 0,048

04 0,252 0,148 0,336 0,064

0,5 0,315 0,185 0,420 0,080

Para uma dada concentracdo de acido férmico, a concentragcdo da forma tdxica
do acido, isto é a forma ndo dissociada, é mais elevada para valores de pH mais baixos,
como se verifica pela andlise da tabela 3.10. O meio a pH 4,0, com 0,2 % (v/v) acido
férmico, contém 0,074 % da forma n&o dissociada do &cido. Uma concentracdo similar
(0,080 %) é atingida no meio a pH 4,5 mas para uma concentragdo muito superior do
acido (0,5 %, v/v). Assim, podémos testar concentragdes mais elevadas de acido formico
em meios a pH 4,5, com o objectivo de definir as condi¢gbes que permitam uma resposta
positiva 0 mais rapida possivel para as estirpes de Z. bailii, € uma resposta negativa

para as restantes leveduras.

A utilizagdo de tubos de ensaio largos tornou-se pouco praticavel, em especial
quando se pretendia testar em simultdneo e em replicado um numero elevado de
leveduras. Esta técnica foi considerada como pouco adequada para uma possivel
implementacdo em laboratérios de controlo microbiolégico rotineiro. Por este motivo
recorremos nesta parte do trabalho também a utilizacdo de microplacas com 96 pocos
ou de placas de Petri contendo meio sdlido, a inocula¢éo tendo sido efectuada conforme

descrito no ponto 2.4.

. Meios de cultura com 0,1 % de acido

As diferentes estirpes de Z. bailii, bem como as estirpes consideradas falso
positivas na seccdo anterior, foram inoculadas em tubos de ensaio largos para testar o
seu comportamento no meio misto contendo 0,1 % &acido férmico (v/iv) e 0,5 % (p/v)

glucose a pH 4,5. Os resultados encontram-se sumariados na tabela 3.11. Verifica-se
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que o aumento do pH de 4,0 para 4,5 ndo se traduziu na deteccdo de respostas falso
negativas, ou seja, todas as estirpes de Z. bailii alcalinizaram o meio de cultura apos 48

horas de incubacéo.

Das restantes espécies verificaram-se cinco casos de respostas falso positivas.
Destas cinco estirpes, quatro ja haviam apresentado resposta positiva no meio a pH 4,0
(Z. rouxii ISA 1220 e IGC 4194, Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 e D. hansenii INETI
CL 18). Os resultados obtidos de certa forma ja eram esperados, dado que no mesmo
meio de cultura, a pH 4,0, foram registados, em termos globais, resultados idénticos
(tabela 3.6). No entanto, o aumento de pH de 4,0 para 4,5 permitiu que a estirpe IGC
4543 de S. cerevisiae se apresentasse como falso positiva no meio a pH mais elevado.
Para a eliminagcdo das respostas falso positivas tentamos, por um lado, aumentar a
concentragdo de acido férmico e por outro, a concentracdo de glucose mantendo o pH

do meio a 4,5.

Tabela 3.11 Resposta de vérias leveduras em meios de cultura
contendo glucose (0,5%, p/v) e acido fdérmico
(0,1%, v/v) a pH 4,5 (FO,1 G0,5(4,5)) apo6s 48 horas
de incubagéo a 30°C.

Estirpe F0,1 GO,5 (4,5)
cor crescimento

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167| a +++
Zygosaccharomyces sp ISA 1213 a ++
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 v +
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 a +++
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 a +++
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 Y +++
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 a +++
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 a +++
Notas: v verde

a azul

+ sem crescimento

++ crescimento intermédio

+++ crescimento acentuado

|:| resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).
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. Meios de cultura com 0,2 % de acido

Na tabela 3.12 apresentam-se os resultados obtidos nos ensaios efectuados
com acido férmico na concentracéo de 0,2 % (v/v) na presenga de 0,5 ou 1,0% (p/v) de

glucose, em tubos de ensaio largos.

Tabela 3.12 Resposta de varias leveduras em meios de cultura contendo glucose
(0,5 ou 1,0 %, p/v) e acido féormico (0,2%, v/v) a pH 4,5 (F0,2 G0,5(4,5) ou
F0,2G1,0(4,5)) apos 48 horas de incubagao a 30°C.

Estirpe F0,2 GO,5 (4,5) F0,2 G1,0 (4,5)
cor crescimento | cor crescimento

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a +++ a +++
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167| a +++ a +++
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 a ++ a ++
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 Y ++ \ ++
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 a +++ a +++
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 Y ++ \Y ++
Notas: v verde

a azul

+ sem crescimento

++ crescimento intermédio

+++ crescimento acentuado

l:| resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).

Para todas as estirpes de Z. bailii, verificou-se a alcalinizacdo do meio de cultura
e o0 crescimento acentuado apés 48 horas de incubacdo, independentemente da
concentragdo de glucose. Durante o periodo de incubacdo comparou-se repetidas vezes
o desenvolvimento da cor nos dois meios de cultura, e foi possivel registar uma
alcalinizagdo mais lenta no meio contendo a concentracdo mais elevada de glucose
(resultados ndo apresentados). Nos meios de cultura a pH 4,0, este atraso na

alcalinizagdo foi também observado (tabela 3.7). A analise comparativa das tabelas 3.7,
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que documenta a alcalinizacdo no mesmo meio mas a pH 4,0 (F0,2 G0,5(4,0)) e a tabela
3.12 permite concluir, que o aumento do pH eliminou as respostas falso negativas de
algumas estirpes de Z. baili observado nos meios mistos a pH 4,0 para as duas
concentragfes de glucose (0,5 e 1,0 %, p/v). Tal facto pode ser explicado pela menor
diferenca entre o valor inicial do pH e o pK do indicador quando comparado com 0s
meios a pH 4,0. No entanto o aumento do pH de 4,0 para 4,5 teve como resultado o
aparecimento de respostas falso positivas para as estirpes Zygosaccharomyces sp. ISA
1213 e Z. rouxii IGC 4194.

Em resumo podemos constatar que as condicfes experimentais adequadas a
obtencdo de respostas positivas pelas estirpes de Z. bailii durante um periodo de
incubacdo de 48 horas, continua a estar associada a respostas falso negativas pelas
outras espécies. Por outro lado, o aumento de concentracdo de acido férmico de 0,1
para 0,2 % (v/v) ndo permitiu a eliminagdo das respostas falso positivas obtidas no meio

com menor concentragdo de acido formico.

. Meios de cultura com 0,3 % de acido

Uma vez que as tentativas de eliminacdo de respostas falso positivas
anteriormente referidas ndo foram bem sucedidas, resolvemos retomar a possibilidade

de utilizacdo de um meio com substrato simples (4cido férmico), mas agora a pH 4,5.

Os resultados neste meio para as estirpes de Z. bailii, bem como para as
espécies que se apresentaram como falso positivas nos meios anteriormente testados
figuram na tabela 3.13. Neste ensaio utilizaram-se tubos de ensaio largos, e o tempo de
incubacao foi prolongado para 168 horas (7 dias), dado que ap6s 48 horas de incubagéo

néo se verificou a alcalinizacdo do meio para nenhuma das estirpes testadas.
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Tabela 3.13 Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo 0,3% (v/v) acido
formico a pH 4,5, ao longo de 168 horas de incubagéo a 30°C.

Tempo de incubacéo (horas)
Estirpe 24 48 72 120 168
(1 dia) (2 dias) | (3dias) | (5dias) | (7 dias)

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 \ va va av
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 \ va av a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 \ va av a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 \ va av a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 \ v \Y v
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 \ va av a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 \ v \Y v
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 \ \Y va
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 \ va av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 \ \% av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 \ va av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 \ v v a a
Zygosaccharomyces bailii IGC T5167 \ \% v \% v
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 v v v v v
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 Y \Y Y \ \Y
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 \Y v v v v
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 v v \ v Y
Zygosaccharomyces florentinus | IGC 4169 v Y \Y v v
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 v v Y v Y
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 \Y v v \Y v
Notas: v verde

a azul

va verde azulado

av azul esverdeado

|:| resposta falso negativa (Z. bailii).

Quando o tempo de incubacéo foi prolongado até um periodo total de 168 horas
(correspondente a uma semana), a maioria das estirpes testadas provocaram
alcalinizacdo do meio. No entanto, houve quatro estirpes de Z. bailii (ISA 1095, ISA
1212, ISA 1214 e IGC T5167) que responderam de forma negativa, ndo tendo alterado a
cor do indicador no final do tempo de incubac&o. Previamente, no meio simples com
0,1% (v/v) acido férmico a pH 4,0 (tabela 3.5) observaram-se diferencas acentuadas
entre as varias estirpes no que diz respeito a eficiéncia de alcalinizagdo. Com esta
abordagem podemos classificar estirpes como “lentas”, (por exemplo Z. bailii ISA 1095
ou IGC T5167), ou como “rapidas” (por exemplo Z. bailii ISA 1148 e 1265 ou IGC 4806 e

4227).
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As restantes espécies apresentaram resultados negativos apés 1 semana de
incubacao, pelo que podémos considerar a concentracdo de acido formico de 0,3 % (v/v)
no meio a pH 4,5 adequada, para evitar respostas falso positivas, mesmo apos um

periodo de incubacéo muito prolongado.

Como ja foi mencionado em secgdes anteriores, no valor inicial de pH 4,5, a
alcalinizagdo provocada pela levedura Z. bailii deveria ocorrer com maior facilidade.
Mesmo assim, varias estirpes de Z. bailii apresentaram respostas muito lentas. Tal
poderd estar associado a diferente sensibilidade das estirpes de Z. bailii ao &cido
férmico. Tendo sido possivel seleccionar a concentragdo do acido formico para a qual
ndo se observou ocorréncia de respostas falso positivas havia agora que tentar reduzir o
tempo de resposta pelas estirpes de Z. bailii. Os resultados apresentados na tabela 3.5,
documentam que a adi¢do de 0,1 % de glucose ao meio simples com acido férmico, a
pH 4,0, acelerou a alcalinizacdo do meio de cultura induzida por Z. baili. Por
conseguinte, o0 meio contendo acido férmico a 0,3 % (v/v) foi suplementado com 0,1 %
(p/v) de glucose. Os ensaios foram realizados em tubos largos, microplacas (com
inoculo fraco, sendo assim a concentragao celular nos pogos das microplacas idéntica a
utilizada nos tubos largos) e em placas de Petri (com aplicacdo de gotas de suspensdes
celulares conforme mencionado no ponto 2.4). Os resultados obtidos estéo
apresentados na tabela 3.14. Nas figuras 3.1 e 3.2 apresentam-se exemplos de
respostas positivas e negativas para algumas espécies, obtidos em meio sélido ou em

microplacas. Na realizacdo destes ensaios, incluimos 8 estirpes de Zygosaccharomyces

bisporus.

Tabela 3.14 Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo glucose (0,1%,
p/v) e acido férmico (0,3 %, v/v) a pH 4,5 (F0,3 G0,1(4,5)), durante 48 horas
de incubagéo a 30°C.

Estirpe Tubos largos | Microplacas Placas de
Petri

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a a a

Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 a av %

Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a a a

Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a a a

Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a a a

Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a a a

Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a a a

Zygosaccharomyces bailii IGC T 5167 a a %
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cont.
Tabela 3.14 Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo glucose (0,1%,
(cont.) p/v) e acido férmico (0,3 %, v/v) a pH 4,5 (F0,3 G0,1(4,5)), durante 48 horas

de incubagéo a 30°C.

Estirpe Tubos largos | Microplacas |Placas de Petri

Zygosaccharomyces bisporus IGC T5335 a av av
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5336 a av av
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5337 a av a
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5381 a av a
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5382 a av a
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5383 a av a
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5384 a av a
Zygosaccharomyces bisporus IGC 5385 a av a
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 va \Y v
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 \ \ \
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 a a a
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 \ W \
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 Y Y Y
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-1 - \ \
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-2 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC T 2608 - Y \
Saccharomyces cerevisiae IGC 2917 - Y v
Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 11l - Y \
Saccharomyces cerevisiae IGC 3970 - \Y v
Saccharomyces cerevisiae IGC 3977 - Y Y
Saccharomyces cerevisiae IGC 4003 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4017 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4022 - \Y v
Saccharomyces cerevisiae IGC 4023 - Y Y
Saccharomyces cerevisiae IGC 4024 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4240 - \Y v
Saccharomyces cerevisiae IGC T 4455 - \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 \ \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4891 - \ \
Saccharomyces cerevisiae CBS 5494 - \ \
Saccharomyces cerevisiae CBS 5495 - \Y \Y
Saccharomyces bayanus IGC T 4456 - \ \
Saccharomyces pastorianus IGC 4579 - \ \
Saccharomyces pastorianus IGC T 4601 - Y \
Pichia membranaefaciens IGC 2487 - \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 2582 - \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 3315 - \Y \
Pichia membranaefaciens IGC 3796 - \Y v
Pichia membranaefaciens IGC 4475 - \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 4829 - \Y v
Pichia membranaefaciens IGC 4875 - \Y \
Pichia membranaefaciens IGC 5013 - \Y v
Pichia membranaefaciens IGC 5015 - \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5017 - \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5019 - \Y \
Pichia membranaefaciens IGC 5122 - \ v
Pichia anomala IGC 4121 - \Y Y
Dekkera anomala IGC 5133 - \Y \Y
Dekkera bruxellensis IGC 4179 - \Y \
Debaryomyces hansenii IGC 2968 - \Y v
Debaryomyces hansenii INETI CL 18 Y v v
Issatchenkia orientalis IGC 3806 - \Y v
Kluyveromyces marxianus IGC 3886 - \ \
Rhodotorula mucilaginosa IGC 5166 - \Y v
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 - Y v
Notas: v verde

va verde azulado

av azul esverdeado

a azul
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[

auséncia de dados
resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).
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Resposta positiva Resposta negativa

Z baili 1SA 1265 —>
~€— T.debrueckii 1SA 1229

Z balli 1GC 4806 —> ~— | orientalis 1GC 3806

Figura 3.1 Resposta de varias leveduras em meio sélido contendo glucose (0,1%, p/v) e acido
formico (0,3 %, viv) a pH 4,5 (F0,3 G0,1(4,5)), ao fim de 48 horas de incubagao a 30°C.

Z. ballii 1GC 4806 — Q..‘ ..k.. '.‘_..‘.,,,"i’ «<— 7 bali 1SA 1206
Z balii IGC 4227 —_—> .‘.Q.a“*‘ “.9’.,9\’ ~— 7 pali 1SA 102
Z. baili 1GC 4531 — .‘OO-.-. [ ] ,‘-.,!,’ «<— 7 bl SA 103
Zbali IGC T5167 —>» ! QO#’ [ X ] ..\999! <— 7 bai 1SA 1025
zowi ccar —> @S99 . .QQQ‘Q’ <— 7 baili ISA1148
sweiseiccar —> PO DOV OOO®O® QO <« znisww
- - - - - - - - - - o
P.Irgg%?waefacims — !'Q'QQQQ "i.‘",;‘.:. «— 7 bali 1SA1214
S carevisiae IGC 402 —>> .".'1".".'._ CY X XN <— Zbili ISAL65
Figura 3.2 Resposta de varias leveduras em meio liquido contendo glucose (0,1%, p/v) e acido

féormico (0,3 %, v/v) a pH 4,5 (F0,3 G0,1(4,5)), ao fim de 48 horas de incubacgéo a 30°C.

De acordo com a tabela 3.14, todas as estirpes de Z. baili conseguiram
alcalinizar o meio liquido a pH 4,5 contendo 0,3 % (v/v) de &cido férmico e 0,1 % (p/v) de
glucose, apds 48 horas de icubacdo a 30°C, e com agitacdo a 160 rpm. No mesmo
meio, mas na sua forma sélida, verificAmos para as estirpes Z. bailii ISA 1095 e IGC
T5167 um atraso no tempo de resposta. Apds 48 horas de incubacéo, com estas duas

estirpes, ndo se observou viragem do indicador, mas ao fim de mais 24 horas observou-
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se viragem de cor do meio (resultados ndo apresentados). Estes resultados séo
consistentes com os obtidos em meio simples contendo 0,3 % (v/v) acido férmico, onde
estas duas estirpes foram classificadas como “lentas” relativamente a eficiéncia de

alcalinizagéo.

Todas as estirpes de Z. bisporus responderam de forma analoga as estirpes de
Z. bailii, revelando uma alcalinizagcao do meio de cultura, liquido ou sélido, ap6s 48 horas
de incubacgéo. Este resultado, a partida indesejavel, ndo invalidou o meio de cultura,
dado que a levedura Z. bisporus a semelhanca de Z. bailii € um agente causador de

deterioracdo alimentar (ver tabela 1.4).

Nenhuma das duas estirpes de Zygosaccharomyces sp. provocaram a
alcalinizagdo do meio de cultura apés 48 horas de incubacéo. Relativamente as duas
estirpes de Z. rouxii, verificamos que somente a estirpe ISA 4194 provocou uma
resposta falso positiva, para todas as metodologias testadas. A outra estirpe de Z. rouxii
testada (ISA 1220), respondeu de maneira diferente, ndo tendo alcalinizado o meio apds

um periodo de incubacéo de 48 horas.

A levedura S. cerevisiae IGC 4543, que faz parte do grupo de leveduras
descritas anteriormente como falso positivas, ndo alcalinizou o meio apds 48 horas de
incubacdao, independentemente da metodologia de inoculacdo. Apenas 120 horas apés a
inoculacdo foi detectado a mudanca da cor do indicador (resultado ndo apresentado),
tanto no meio liquido como no meio sélido. Para a estirpe D. hansenii INETI CL 18, que
também deu origem a respostas falso positivas em meios anteriormente testados, ndo
verificamos a mudanca da cor do meio apés 48 horas de incubagdo, nem ao fim de 120

horas (resultados ndo apresentados), para as trés metodologias aplicadas.

No inicio desta secgcdo, mencionamos que em todos os ensaios (tubos de
ensaio largos ou microplacas) as suspensfes celulares apresentavam a mesma
concentracdo. A temperatura de incubacdo e a velocidade de agitagdo foram as
mesmas. Assim, o factor mais relevante que podera ter influenciado a eficiéncia de
alcalinizagdo seria a disponibilidade de oxigénio. Os tubos de ensaio largos apresentam
a partida melhores condicdes, dado que apenas 3 cm da altura do tubo sdo ocupados

pela suspensao celular, e os restantes 10-12 cm s&o ocupados pelo ar. A agitacdo a 160
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rpm permitiu também um arejamento eficiente. Nas microplacas, 250 pl do volume total
do poco (300 pl), sdo ocupados pela suspenséo celular, o que parece constituir uma
situacdo menos vantajosa em termos de arejamento. Durante a realizacdo dos ensaios
com microplacas, verificAmos uma alcalinizagéo ligeiramente mais rapida nos pocos
marginais, bem como uma ligeira diminuicdo do volume da suspensdo celular quando
comparado com 0s pogos em zonas mais interiores da placa. A primeira observacgao
podera estar relacionada com o facto de, nas zonas marginais da placa, a troca de
gases ocorrer com maior facilidade, ndo sendo limitante para a utilizagdo do acido. Por
outro lado, a viragem mais rapida podera estar unicamente associada a uma maior

evaporacado de agua nos pocos periféricos.

No entanto, a diferente disponibilidade de oxigénio nas metodologias
experimentais ndo afectou os resultados. Contudo permaneceu por esclarecer se a
utilizacdo de microplacas com pog¢os mais largos permitiria uma alcalinizacdo mais

rapida e uniforme em todos os pogos da placa.

No que respeita aos ensaios em meios solidos verificamos uma grande
diversidade nos padrdes de crescimento apresentados pelas leveduras. Além das
estirpes que viraram a cor do meio de cultura e apresentavam na area da gota uma
biomassa de cor azul claro, registamos um elevado numero de estirpes que nédo
conseguiram crescer neste meio de cultura. Aquelas estirpes que apresentaram
crescimento, mas sem alcalinizar o meio, exibiram na area da gota, biomassa de cor
branca ou de cor esverdeada, 0 que indicava a incorporacao do indicador acido-base
pelas células. E de salientar que neste meio, ndo nos foi possivel agrupar estirpes

consoante a morfologia das gotas.

Em resumo, verificou-se que no meio de cultura com glucose (0,1 %, p/v) e
acido formico (0,3 %, v/v), pH 4,5, as estirpes Zygosaccharomyces sp. ISA 1213, Z.
rouxii ISA 1220, S. cerevisiae IGC 4543 e D. hansenii INETI CL 18 n&o induziam
alcalinizacdo do meio. Apenas uma estirpe deste grupo (Z. rouxii IGC 4194) mostrou
uma resposta falso positiva. As estirpes de Z. bailii e também Z. bisporus alcalinizaram o
meio, independentemente da metodologia de inoculagdo (com a excepc¢do das estirpes
“lentas” Z. bailii ISA 1095 e IGC T5167) apos 48 horas de incubacdo. Como comentario

final, os resultados obtidos sugerem, que o meio de cultura com &cido férmico (0,3 %,
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v/v) e glucose (0,1 %, p/v), a pH 4,5 evidencia-se, entre 0os meios até agora testados,

como o de maior especificidade para a(s) espécie(s) Z. bailii/ Z. bisporus.

. Meios de culturacom 0,4 % de acido

Para avaliar até que ponto os dois efeitos antagonicos - toxicidade do acido
férmico por um lado, e diminuicdo do tempo de resposta na presenca de glucose por
outro lado - podem favorecer a resposta rapida de todas as estirpes de Z. bailii,
acompanhada da exclusdo (com elevada seguranca) de estirpes que ndo pertencem a
esta espécie, realizamos ensaios em meios com substratos mistos contendo 0,4 % (v/v)

acido formico e 0,1 % de glucose.

Nos ensaios em meios liquidos até agora apresentados, a densidade Optica do
meio inoculado no inicio de cada ensaio era de 0,15, correspondente ao “indculo fraco”,
descrito na sec¢do 2.4. Nas experiéncias realizadas com meio misto, contendo 0,4 %
(v/v) de acido formico e 0,1 % (p/v) de glucose, os pocos foram inoculados com um
maior volume de suspensdo celular (correspondente ao “inéculo forte” descrito na
seccdo 2.3) na expectativa de que o0 aumento da concentragdo celular pudesse conduzir
a uma alcalinizacdo mais rapida. Nesta fase do trabalho, o conjunto de leveduras foi
aumentado para 120 estirpes. Os ensaios foram realizados em microplacas e placas de
Petri (aplicagdo de gotas, conforme descrito em 2.4), e os resultados obtidos

apresentam-se na tabela 3.15.
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Tabela 3.15 Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo glucose (0,1%, p/v) e
acido férmico (0,4 %, v/v) a pH 4,5 (F0,4 G0,1(4,5)), durante 48 ou 120 horas de
incubacé&o a 30°C.

Microplacas Placas de Petri
Estirpe Cor Cor Crescimento | Observacdes
48 h | 120 h 8h | 120 h 48 h 48 h

Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 a a a a 1

Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii ISA 1024 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 a a a a 1

Zygosaccharomyces bailii ISA 1031 a a a a 1

Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 \ a \Y a 3

Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bailii IGC T 5167 \ a \Y a 3

Zygosaccharomyces bisporus IGC T5335 \ a \ a 1

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5336 v a \ a 1

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5337 \ a \ a 1

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5381 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5382 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5383 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5384 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces bisporus IGC 5385 a a a a 1 b

Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 v \ \ \ -

Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 v \ \ v -

Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 \ a \ a 2 b

Zygosaccharomyces rouxii ISA 1552 v \ \ v -

Zygosaccharomyces rouxii ISA 1553 v \ \ \ 2

Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 v a \ a 2

Zygosaccharomyces rouxii IGC 3691 v \ \ \ 2

Zygosaccharomyces rouxii IGC 3693 v \ \ v 2 b

Zygosaccharomyces rouxii IGC 3694 v \ \ \ 2

Zygosaccharomyces rouxii IGC 3701 v \ \ v 2 b

Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-1 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-2 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC T 2608 v \ \Y \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 2917 v \ \ \Y 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 Il v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 3970 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 3977 v \ \ \ -

Saccharomyces cerevisiae IGC 4003 v \ \ \Y 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4017 v \ Y \Y 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4022 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4023 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4024 v \ \ v 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 v \ Y \Y 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4237 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4240 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4241 v \ \ \ 2

Saccharomyces cerevisiae IGC T 4455 v \ \ \Y 2

Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 \ a \ a 2 b

Saccharomyces cerevisiae IGC 4891 v \ \ \ 2 b

Saccharomyces cerevisiae CBS 5494 v \ \ v 2 b

Saccharomyces cerevisiae CBS 5495 v \ \ \ 2 b

cont.
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Tabela 3.15
(cont.)

incubacéo a 30°C.

Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo glucose (0,1%, p/v) e
acido férmico (0,4 %, v/v) a pH 4,5 (FO,4 GO0,1(4,5)), durante 48 ou 120 horas de

Microplacas Placas de Petri
Estirpe Cor Cor Crescimento | Observac6es
48h | 120h | 48h | 120h 48 h 48 h

Saccharomyces bayanus IGC 4565 v \ \ \ 2 b
Saccharomyces bayanus IGC T 4456 v \ \ v b
Saccharomyces pastorianus IGC 4579 v \ Y \Y -

Saccharomyces pastorianus IGC T 4601 v \ \ \ -

Saccharomycodes ludwigii ISA 1083 v Y \ Y 2 b
Saccharomycodes ludwigii ISA 1088 v \ \ v 2

Saccharomycodes ludwigii ISA 1089 v Y \ Y 2 b
Schizosaccharomyces pombe ISA 1190 v \ \ \ 2 b
Schizosaccharomyces pombe ISA 1191 v \ \ Y 2 b
Schizosaccharomyces pombe ISA 1192 v \ \ v 2
Schizosaccharomyces pombe ISA 1193 v \ \ Y 2

Pichia membranaefaciens IGC 2487 \ \Y \Y \Y 2

Pichia membranaefaciens IGC 2582 \ \Y \ \Y 1

Pichia membranaefaciens IGC 3315 v v v \Y 3

Pichia membranaefaciens IGC 3796 \ \Y \Y \Y -

Pichia membranaefaciens IGC 4275 \ v \Y \Y 3 e
Pichia membranaefaciens IGC 4475 \ \Y \ \Y -

Pichia membranaefaciens IGC 4829 v v v \Y -

Pichia membranaefaciens IGC 4875 \ \Y \Y \Y -

Pichia membranaefaciens IGC 5013 \ v \Y \Y 3 e
Pichia membranaefaciens IGC 5015 \ \ \ \Y 3 e
Pichia membranaefaciens IGC 5017 v \ \ \Y 3 e
Pichia membranaefaciens IGC 5019 \ \Y \Y \Y -

Pichia membranaefaciens IGC 5122 \ v v \Y -

Pichia anomala IGC 2495 \ \ \ \Y 3 e
Pichia anomala IGC 2505 v \ \ \Y 3 e
Pichia anomala IGC 3294 \ \ v \Y 3 e
Pichia anomala IGC 4121 \ v \Y \Y 3 e
Pichia anomala IGC 4380 \ \Y \ \Y 3

Pichia anomala IGC 4554 v v v \Y 3

Pichia anomala IGC 5008 \ \Y \Y \Y 4

Dekkera anomala IGC 5133 \ v v \Y -

Dekkera anomala IGC 5160 \ \Y \ \Y -

Dekkera anomala IGC 5161 v v v \

Dekkera bruxellensis IGC 4179 \ \Y \Y \Y -

Dekkera bruxellensis IGC 4801 \ v v \Y -

Dekkera bruxellensis IGC 4808 \ \Y \ \Y -

Dekkera bruxellensis IGC 5162 v v v \ -

Debaryomyces hansenii IGC 2968 v v Y \ -

Debaryomyces hansenii INETI CL 18 v \ \ \

Issatchenkia orientalis IGC 2631 \ \ \ \Y 3 e
Issatchenkia orientalis IGC 3341 v v v \Y -

Issatchenkia orientalis IGC 3806 \ \ v \Y 3 e
Issatchenkia orientalis IGC 5041 \ v \Y \Y 3 e
Issatchenkia orientalis IGC 5044 \ \ \ \Y 3 e
Issatchenkia orientalis IGC 5046 v v \ \ 3 e
Kluyveromyces marxianus IGC 2671 \ \ \ \ -

Kluyveromyces marxianus IGC 2902 v \ \ \ -

Kluyveromyces marxianus IGC 3014 v \ \ \

Kluyveromyces marxianus IGC 3286 v \ v v -

Kluyveromyces marxianus IGC 3886 v \ \ \ -

Kloeckera apiculata ISA 1189 v \ \ \ -

Lodderomyces elongisporus ISA 1308 v \ \ \ 4

Lodderomyces elongisporus ISA 1421 v \ \ v -

Rhodotorula mucilaginosa IGC 4791 v \ \ \ -

Rhodotorula mucilaginosa IGC 5166 v \ \ \ 2

cont.
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Tabela 3.15: Resposta de varias leveduras no meio de cultura contendo glucose (0,1%, p/v) e
(cont.) acido férmico (0,4 %, viv) a pH 4,5 (F0,4 G0,1(4,5)), durante 48 ou 120 horas de
incubacé&o a 30°C.
Microplacas Placas de Petri
=5t Cor Cor Crescimento | Observac6es
48h | 120h | 48h | 120h 48 h 48 h
Torulaspora delbrueckii ISA 1037 v v \ \ 2 b
Torulaspora delbrueckii IGC T2477 v v v v -
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 v \ \ \Y 2 b
Torulaspora delbrueckii ISA 1549 v \ \ Y 2 b
Torulaspora delbrueckii IGC 4182 v \ \ \ 2
Torulaspora delbrueckii IGC 2916 v \ Y v 2 b
Torulaspora delbrueckii IGC 3209 v \ \ \ 2
Notas:
verde
azul

sem crescimento

biofilme com muita biomassa na area da gota

biofilme com pouca biomassa na area da gota

100 a 300 colénias pequenas na area da gota

menos do que 10 colénias na area da gota

relevo a volta da margem da gota

colénias com aspecto esponjoso na margem

resposta falso negativa (Z. bailii) ou falso positiva (restantes estirpes).

D(‘DD‘#&I\JI—"&U<

A analise dos resultados obtidos no meio misto contendo 0,4 % (v/v) de acido
férmico e 0,1 % (p/v) de glucose a pH 4,5 revelou que, com excepcao de duas estirpes
da levedura Z. bailii, todas as outras conseguiram alcalinizar o meio ao fim de 48 horas
de incubacédo, tanto na forma liquida como na forma solida. VerificAmos também um
crescimento significativo, dado que a area da gota apresentou um biofilme com muita
biomassa. Algumas estirpes apresentavam um relevo a volta da margem da biomassa
na area da gota. Apenas duas estirpes de Z. bailii (ISA 1095 e IGC T5167), classificadas
em ensaios anteriores como estirpes “lentas”, apresentaram menor biomassa apés 48
horas de incubacéo, e comecaram a alcalinizar o meio somente apoés 72 a 96 horas de

incubacéo.

Cinco das oito estirpes de Z. bisporus mostraram resposta idéntica as estirpes
de Z. bailii, alcalinizando o meio de cultura ap6s um periodo de incubagdo de 48 horas,
e apresentaram igualmente um bom crescimento em meio soélido. As trés estirpes que

nao alcalinizaram o meio de cultura apos 48 horas de incubagéo (Z. bisporus IGC
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T5335, IGC 5336 e IGC 5337) viraram a cor do indicador quando o tempo de incubacéo

foi prolongado para 120 horas.

As estirpes que em ensaios anteriores se comportaram como falso positivas (Z.
rouxii IGC 4194 e ISA 1220, Zygosaccharomyces sp. ISA 1213, S.cerevisiae IGC 4543
e D. hansenii INETI CL 18), foram eliminadas como tal apdés 48 horas de incubacgédo. As
duas estirpes de Z. rouxii acima referidas e a estirpe de S. cerevisiae IGC 4543
comecaram a alcalinizar, tanto o meio solido como o meio liquido, apenas apds um

periodo de incubacéo de 96 a 120 horas.

As restantes leveduras apresentaram respostas negativas tanto no meio liquido
como no meio solido, mesmo para um periodo de incubacédo de 120 horas. Nenhuma
destas leveduras foi capaz de crescer no presente meio de cultura tdo rapidamente
como Z. bailii e Z. bisporus. O crescimento das restantes leveduras no meio sélido
ocorreu em forma de um biofilme, mas com pouca biomassa, ou em col6nias
individualizadas, em conformidade com o descrito nas notas da tabela 3.15.
Relativamente a morfologia da biomassa desenvolvida na area da gota podémos
distinguir basicamente duas situa¢gfes. Por um lado, o desenvolvimento de um relevo a
volta da gota, como ja foi mencionado para o caso de Z. bailii, mas que se verificou
também para a grande maioria das estirpes de S. cerevisiae, e para algumas estirpes de
outras espécies. Por outro lado, observamos que algumas estirpes de |. orientalis, P.
membranaefaciens e P. anomala conduziam a formagéo de coldnias que apresentaram
um aspecto esponjoso na margem. Observamos casos pontuais em que o indicador
verde de bromocresol foi aparentemente incorporado nas células, conferindo ao biofilme
(ou as colénias) uma cor verde, com tonalidades varidveis consoante a estirpe

(resultados nao apresentados).

Em resumo, e em comparacdo com os resultados obtidos no meio misto
contendo glucose (0,1 %, p/v) e &cido férmico (0,3 %, v/v), podemos constatar que o
aumento da concentracdo do acido férmico de 0,3 para 0,4 % (v/v) aumentou o tempo
de resposta de uma estirpe falso positiva (Z. rouxii ISA 4194) observada no meio misto
com 0,3 % (v/v) de acido férmico. Por outro lado, 0 aumento da concentracdo de acido
férmico provocou também um atraso na resposta positiva por parte das duas estirpes
Z.bailii ISA 1095 e IGC T5167.
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. Meios de cultura com 0,5 % de acido

Por Gltimo tentou-se ainda avaliar o efeito do aumento de concentracdo de acido
férmico de 0,4 para 0,5 % (v/v) na presenca de 0,1 % (p/v) de glucose a pH 4,5, no
tempo de resposta. Estes ensaios foram realizados em meio liquido, utilizando
microplacas. De forma anéloga aos ensaios realizados no meio contendo 0,3 % (v/v) de
acido férmico, a concentracdo celular inicial correspondia ao “inéculo fraco”. A tabela
3.16 apresenta os resultados experimentais obtidos no meio com 0,1 % (p/v) de glucose

e 0,5 % (v/v) de acido formico.

O aumento de concentracdo do acido no meio traduziu-se no aparecimento de
mais uma resposta falso negativa ao fim de 48 horas de incubacéo (Z. bailii ISA 1025).
As restantes espécies ndo alcalinizaram o meio de cultura, nem ap6s o tempo de
incubacdo total de 5 dias (120 horas). Assim, os resultados obtidos indicaram
novamente que o aumento de concentracdo de acido férmico de 0,4 para 0,5 % (v/v)
permitira, a partida, definir um meio especifico para Z. bailii. Sera, no entanto, necessario
avaliar a resposta das estirpes de Z. bisporus neste meio. Por Gltimo, outro aspecto a ter
em conta e que ira ser discutido na seccdo 3.3, € a avaliacdo da recuperacdo das

células inoculadas neste meio de cultura.
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Tabela 3.16

Resposta de vérias leveduras no meio de cultura contendo glucose
(0,1%, p/v) e &cido férmico (0,5 %, v/v) a pH 4,5 (F0,5 G0,1(4,5)), durante
48 horas de incubagéo a 30°C.

Tempo de incubacao (horas)
Estirpe 24 48 120
Zygosaccharomyces bailii ISA 1206 av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4267 av a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1023 av a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 % \Y a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1095 v \ a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1148 \ a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1212 % a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1214 % a a
Zygosaccharomyces bailii ISA 1265 a a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4227 av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC 4531 av a a
Zygosaccharomyces bailii IGC T 5167 v \ a
Zygosaccharomyces sp. ISA 1213 v \ \
Zygosaccharomyces sp. IGC 2899 v \ v
Zygosaccharomyces rouxii IGC 4194 v \ v
Zygosaccharomyces rouxii ISA 1220 v \ \
Zygosaccharomyces florentinus IGC 4169 v \ \
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-1 v \ v
Saccharomyces cerevisiae CBS 1872-2 v Y v
Saccharomyces cerevisiae IGC T 2608 v \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 2917 v \ Y
Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC 3507 11l v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC 3970 v \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 3977 v \ Y
Saccharomyces cerevisiae IGC 4017 v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC 4022 v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC 4023 v \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4024 v \ Y
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC T 4455 v \ v
Saccharomyces cerevisiae IGC 4543 v \ \
Saccharomyces cerevisiae IGC 4891 v \ Y
Saccharomyces cerevisiae CBS 5494 v \ W
Saccharomyces cerevisiae CBS 5495 \ \Y \Y
Saccharomyces bayanus IGC T 4456 v \ \
Saccharomyces pastorianus IGC 4579 v \ Y
Saccharomyces pastorianus IGC T 4601 v \ \
Pichia membranaefaciens IGC 2487 v \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 2582 \ v \Y
Pichia membranaefaciens IGC 3796 \ \ \Y
Pichia membranaefaciens IGC 4475 v v \Y
Pichia membranaefaciens IGC 4829 \ \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 4875 \ v \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5013 \ \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5017 v v \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5019 \ \Y \Y
Pichia membranaefaciens IGC 5122 \ v \Y
Pichia anomala IGC 4121 \ \ \Y
Dekkera anomala IGC 5133 v v \
Dekkera bruxellensis IGC 4179 \ \Y \Y
Debaryomyces hansenii IGC 2968 v \ \
Debaryomyces hansenii INETI CL18 v \ \
Issatchenkia orientalis IGC 3806 v v \
Kluyveromyces marxianus IGC 3886 \ \Y \Y
Rhodotorula mucilaginosa IGC 5166 v \ \
Torulaspora delbrueckii ISA 1229 v \ \

Notas: Y
av
a

]

verde
azul esverdeado
azul

resposta falso negativa (Z. bailii).
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3.3 Validacao do meio de cultura com glucose e acido
formico como diferencial para Zygosaccharomyces

bailii

Na continuacdo do trabalho anteriormente apresentado, realizamos ainda
experiéncias com a finalidade de, por um lado, validar os meios de cultura
desenvolvidos, e, por outro lado, comparar o seu comportamento com meios de cultura

ja anteriormente descritos para o isolamento selectivo de Zygosaccharomyces bailii.

A validacéo contemplou abordagens quantitativas, que incluiram o espalhamento
em placa, a filtracio em membrana e a metodologia segundo Miles-Misra (ver 2.4). O
namero de unidades formadoras de col6nias (ufc) desenvolvidos num meio de cultura
selectivo/diferencial foi comparado com o valor obtido num meio de cultura geral,
seleccionado como meio de referéncia. Assim a percentagem de recuperacdo foi
calculada relativamente ao meio de referéncia. Estes ensaios foram realizados com
quatro estirpes seleccionadas da bateria inicialmente utilizada, homeadamente Z. bailii
IGC 4806, S. cerevisiae IGC 4072, P. membranaefaciens IGC 2487 e D. anomala IGC
5133. Esta escolha teve como critério o facto de se tratarem de espécies mais
frequentemente associadas a vinhos contaminados. Realizaram-se ainda ensaios com
culturas mistas das estirpes referidas anteriormente, com o objectivo de simular o caso
concreto de uma contaminacéo e de avaliar a recuperagdo de Z. bailii num determinado
meio de cultura na presenca de outras leveduras. A realizacdo dos ensaios com culturas
mistas também nos permitiu estudar a possibilidade de distinguir morfologicamente as

varias leveduras nos diferentes meios de cultura.
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3.3.1 Seleccao do meio de referéncia mais adequado ao calculo da

percentagem de recuperagao de Zygosaccharomyces bailii

Uma vez que estdo actualmente disponiveis no mercado um elevado nimero de
meios de cultura gerais utilizados no isolamento de leveduras (tabela 1.6), tornou-se
necessario comparar as respostas das espécies seleccionadas nesses diferentes meios.
Tal comparacdo permitir-nos-ia identificar o meio de cultura mais adequado para ser
utilizado como meio de referéncia no calculo da percentagem de recuperacdo. Em
trabalhos publicados respeitantes ao desenvolvimento de meios selectivos para Z. bailii
e outras leveduras resistentes a conservantes quimicos (Makdesi e Beuchat, 1996 a,
1996 b; Hocking, 1996), foram utilizados como meios de referéncia o meio de extracto
de levedura e malte (Yeast Extract Malt Agar, YMA) e 0 meio de extracto de malte (Malt
Extract Agar, MEA), ambos descritos na seccdo 2.2.1. Com o0s ensaios descritos nesta
seccdo pretendemos verificar se existiam diferencas de crescimento entre os referidos
meios de cultura considerados gerais, para as quatro leveduras seleccionadas.
Testamos também o meio WLN, dado que se trata de um meio de cultura geral,
vulgarmente utilizado no isolamento de leveduras de vinhos. Os resultados obtidos pela

técnica do espalhamento em placa sdo apresentados na tabela 3.17.

Tabela 3.17 Percentagem de recuperacao (%) de quatro estirpes de leveduras, quando
inoculadas em meios de cultura comparativamente com a obtida em YEPD
apos 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.

YEPD  Meio com extracto de levedura, peptona e glucose.
YMA Meio de extracto de levedura e malte.

MEA Meio de extracto de malte.

WLN "Wallerstein Laboratory Nutrient Agar".

Estirpe YEPD YMA MEA WLN
Zygosaccharomyces bailii ISA 4806 100 109 105 103
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 100 98 91 108
Pichia membranaefaciens IGC 2487 100 97 110 88
Dekkera anomala IGC 5133 100 117 113 101

Pela andlise dos valores apresentados na tabela 3.17, verificAmos que néo

existem diferencgas significativas entre os meios testados e o meio YEPD, pelo que este
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Ultimo foi seleccionado como meio de referéncia para o célculo de percentagem de

recupera¢do nos meios de cultura desenvolvidos no presente trabalho.

3.3.2 Reformulacao do meio de cultura contendo glucose e acido
férmico para efeitos de validagao

Os meios de cultura mistos desenvolvidos na sec¢éo anterior, baseados no meio
mineral, contendo glucose e/ou acido férmico em varias proporcdes, poderdo ter
algumas limitacdes na sua utilizagdo de rotina no ambito de andlises de controlo
microbiologico. Com efeito, a necessidade de adicionar solu¢des de vitaminas e
oligoelementos, por exemplo, € inconveniente, dado que pode traduzir-se numa
diminuicdo do tempo de armazenamento do meio preparado. Assim, sera desejavel
disp6r de um meio de cultura que se mantenha estavel sob a forma desidratada, ao qual
serd apenas necessario adicionar o acido férmico e a glucose na concentracdo

adequada.

Para tal, tentAmos tirar partido de informagao existente em diferentes trabalhos
publicados recentemente (Makdesi e Beuchat, 1996 a,1996 b) respeitantes a optimiza-
¢do de meios de cultura para Z. bailii. Estes autores utilizaram um meio de cultura que
designaremos como meio rico, suplementado com acido acético como agente selectivo,
em concentracdes variaveis. Uma outra estratégia utilizada por aqueles autores para
aumentar a selectividade do meio, consistiu na substituicdo da glucose do meio rico pela
frutose, uma vez que Z. bailii € uma levedura fructofilica. Assim, e com o objectivo de
adaptar a preparacdo do meio com glucose e acido férmico a sua utilizagdo pratica no
controlo microbiolégico, testamos meios a base de extracto de malte e acido formico.
Estes meios com valor de pH inicial de 4,5 apés autoclavagem, foram suplementados
com &cido férmico (pH 4,5), nas concentracdes adequadas (0,3% ou 0,4% v/v). Com o
objectivo de aumentar a selectividade, adiciondAmos aos referidos meios cicloheximida a
concentragdo de 0,0004% (p/v), conforme descrito no ponto 2.2.2. O meio de extracto de

malte a pH 4,5 (2.2.1) foi utilizado como controlo.
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Paralelamente e com o objectivo de termos uma base de comparacéo, testamos

0 comportamento dos meios propostos por Makdesi e Beuchat (1996 a, 1996 b) e

Hocking (1996) para as quatro leveduras seleccionadas.

A percentagem de recuperacao nos diferentes meios foi calculada a partir dos

resultados obtidos pela técnica do espalhamento em placa, utilizando o meio YEPD

como referéncia (tabela 3.18 e figura 3.3).

Tabela 3.18 Percentagem de recuperagao (%) de alguns meios de cultura em comparagao com o meio
YEPD apés 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.
TGYAC Meio de triptona com glucose, extracto de levedura e acido acético (0,3%, v/v).
TFYAC Meio de triptona com frutose, extracto de levedura e acido acético (0,3%, v/v).
TGYA  Meio de triptona com glucose, extracto de levedura e &cido acético (0,5%, v/v).
MEAA  Meio de extracto de malte com acido acético (0,5%, v/v).
MEA4,5 Meio de extracto de malte a pH 4,5.
MF0,3 Meio de extracto de malte com &cido férmico (0,3%, v/v).
MFO0,3A Meio de extracto de malte com &cido féormico (0,3%, v/v) e cicloheximida.
MFO0,4  Meio de extracto de malte com acido férmico (0,4%, v/v).
MFO0,4A Meio de extracto de malte com acido férmico (0,4%, v/v) e cicloheximida.

Estirpe

TGYAC TFYAC TGYA

MEAA | MEA4,5 | MF0,3 MFO0,3A MF0,4 MFO,4A

Zygosaccharomyces bailii  1IGC 4806
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072

Pichia membranaefaciens 1GC 2487

Dekkera anomala IGC 5133

95 82 130
64 73 10
77 55 6

<02 <02 <02

108 104 82 68 7 9,5
<0,2 84 10 <0,002 0,47 <0,002
3 105 2,0 <0,006 0,04 <0,005

<0,2 115 [<0,002 <0,002 <0,002 <0,002

Nota: As areas sombreadas indicam resultados que se distinguem de modo significativo (p < 0,05)
io de referéncia.

dos valores obtidos no me

~ Z. bailii IGC 4806

0'k S. cerevisiae IGC 4072
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52 i 05 28 =

= F & = ,9 L s © itr

= L L s
=

=3 L

=

Figura 3.3 Percentagem de recuperagao (%) das espécies testadas em diferentes meios de

cultura utilizando o meio YEPD como meio de referéncia apés 96 horas de incubagao

a temperatura de 3

0°C.
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Os meios de cultura contendo acido acético a concentragdo de 0,3% (v/v)
(TGYAC e TFYAC) permitiram a percentagem de recuperacdo para Z. bailii similar a
obtida em meio YEPD. Ambos 0s meios ndo demonstraram a selectividade desejada,
uma vez que 50 a 70 % das células de S. cerevisiae IGC 4072 e P. membranaefaciens
IGC 2487 foram igualmente recuperadas nestes meios. Estes valores vém confirmar os
resultados de Makdesi e Beuchat (1996 b), que referiram que os dois meios néo
possuem a capacidade adequada de inibir o crescimento de outras leveduras. Das
estirpes testadas, apenas a levedura D. anomala IGC 5133 ndo cresceu nestes meios
de cultura. A substituicdo da glucose (no meio TGYAC) pela fructose (meio TFYAC) ndo

parece ter conduzido a um aumento da selectividade.

O aumento da concentragdo de &cido acético para 0,5% (v/v) (meio TGYA)
diminuiu de modo significativo a percentagem de recuperacdo das duas estirpes S.
cerevisiae IGC 4072 e P. membranaefaciens IGC 2487, para 10% e 6%,
respectivamente. Neste meio, a percentagem de recuperacao de Z. bailii IGC 4806 foi da
mesma ordem de grandeza que a observada no meio de referéncia. A levedura D.
anomala IGC 5133, pelo contrario, ndo cresceu no presente meio de cultura. A
selectividade mais elevada deste meio estara aparentemente associada a concentracéo

mais elevada de acido acético.

O meio de extracto de malte suplementado com 0,5% (v/v) de acido acético
(MEAA) apresentou a selectividade mais elevada em comparacdo com o meio TGYA. As
estirpes S. cerevisiae IGC 4072 e D. anomala IGC 5133 néo cresceram neste meio de
cultura, e a recuperacdo de P. membranaefaciens IGC 2487 foi reduzida para 3%. A
percentagem de recuperacdo de Z. bailii IGC 4806 neste meio ndo apresentou valores

significativamente distintos dos observados no meio YEPD.

No meio de extracto de malte a pH 4,5 (MEA4,5), todas as estirpes testadas
cresceram sem diferengas significativas em comparacdo com o meio YEPD. A adicdo de
acido férmico a concentracdo de 0,3% (v/v) diminuiu significativamente a percentagem
de recuperacdo das leveduras S. cerevisiae IGC 4072, P. membranaefaciens IGC 2487
e D. anomala IGC 5133, enquanto que a estirpe Z. baili IGC 4806 ndo foi

significativamente inibida por esta concentracéo de acido férmico.
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O aumento da concentragdo de &cido férmico para 0,4% (v/v) no meio MFO0,4
baixou a recuperagéo da levedura Z. bailii IGC 4806 para 77%, sendo significativamente
distinta do meio de referéncia. Para as restantes trés estirpes verificou-se um

crescimento muito reduzido, e uma percentagem de recuperagéo inferior a 1%.

Quando os meios contendo 0,3% ou 0,4% (v/v) de &cido férmico foram
suplementados com 0,0004% (p/v) de cicloheximida (MFO0,3A e MFO0,4A), néo
verificamos crescimento das leveduras S. cerevisiae IGC 4072, P. membranaefaciens
IGC 2487 e D. anomala IGC 5133. Estas condi¢cdes experimentais reduziram
significativamente a percentagem de recuperacdo da estirpe Z. bailii IGC 4806 para 68%
no meio MFO0,3A e 9,5% no meio MFO0,4A.

Resumindo, para os meios de cultura apresentados nesta seccdo podémos
constatar o seguinte, no que respeita a sua capacidade de recuperacao selectiva de Z.

bailii:

« Os meios TGYAC e TFYAC ndo possuem a selectividade pretendida, em

concordéancia com os resultados de Makdesi e Beuchat (1996 b).

e Trés (MFO0,3A, MF0,4 e MF0,4A) dos quatro meios com extracto de malte e
acido férmico apresentaram uma selectividade elevada. No entanto, apesar
de terem reprimido o crescimento das espécies S. cerevisiae, P.
membranaefaciens e D. anomala, ndo se afiguram como meios selectivos
adequados para a levedura Z. bailii, dado que a percentagem de recuperacao

desta espécie é reduzida.

» Podémos considerar os meios TGYA, MEAA e MF0,3 como meios adequados
para o isolamento selectivo de Z. bailii. Constatamos a existéncia de
diferencas entre estes trés meios relativamente a percentagem de
recuperagéo para Z. bailii, ndo sendo no entanto significativamente distintas
do meio de referéncia (YEPD). Dos trés meios acima referidos, o meio MEAA
revelou-se o mais eficiente na inibicdo do crescimento de S. cerevisiae,
enguanto que o meio MF0,3 apresentou maior capacidade de inibicdo de P.

membranaefaciens e D. anomala.
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3.3.3 Ensaios de validacao do meio desenvolvido e comparacao
com outros descritos na literatura para Zygosaccharomyces
bailii

Nesta parte do trabalho serdo apresentados resultados de ensaios de validagéo
de alguns meios ja anteriormente testados em forma liquida (ponto 3.2), nomeadamente
0S meios com substratos mistos (com base no meio mineral) contendo 0,1% (p/v) de
glucose, e acido férmico em concentracgdes de 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5% (v/v), pH 4,5. O meio
YEPD foi utilizado como meio de referéncia, de modo analogo aos ensaios apresentados
nos pontos anteriores. Neste grupo de ensaios testamos também o meio ZBA
(Zygosaccharomyces bailii selective medium) descrito por Erickson (1993), para efeitos

comparativos com o meio desenvolvido neste trabalho.

Na realizacdo de analises microbioldgicas de alimentos torna-se necessério a
escolha da metodologia mais adequada, em conformidade com o grau de contaminacao
esperado do produto a analisar, mas também com a consisténcia do préprio produto. Por

este motivo optamos por testar 0 meio aplicando as seguintes metodologias:

» O espalhamento em placa, que figura entre as técnicas mais frequentemente
utilizadas, e que é indicada na analise de alimentos e bebidas com elevado

namero de microrganismos;

* O método segundo Miles-Misra, € indicado quando se pretende obter uma
estimativa da carga microbiana. A vantagem desta metodologia consiste por
um lado, na economia de tempo de trabalho, dado que gotas da amostra (ou
de respectivas diluicBes) sdo aplicadas na superficie do meio sem serem
espalhadas, e por outro lado, o gasto de material é reduzido, dado que 4
diluicdes podem ser aplicadas numa Unica placa de Petri. Por vezes podem
surgir dificuldades na contagem das colénias, devido a area inoculada ser de

tamanho reduzido.

» A filtracdo em membrana, que pode ser considerada como método ideal para
amostras liquidas, como por exemplo vinhos. A vantagem deste método

consiste em permitir a andlise de grandes volumes de amostra, desde que
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esta nao apresente sdélidos em suspenséo, que podem conduzir a colmatacéo
dos poros do filtro. Uma outra vantagem consiste no facto de que, pela
filtracdo, podem ser removidos possiveis compostos inibitérios contidos na

amostra.

O controlo microbioldgico dos vinhos sera possivelmente o sector mais relevante
em termos de aplicagdo pratica do(s) meio(s) de cultura desenvolvido(s) neste trabalho.
Por este motivo, os ensaios foram maioritariamente realizados pela técnica da filtracao
em membrana, comparativamente com os realizados por espalhamento em placa e
segundo a metodologia de Miles-Misra. Estas duas Ultimas metodologias deverdo ser

consideradas como complemento.

Escolhemos as mesmas estirpes utilizadas nos pontos anteriores para a
realizacdo dos ensaios (Z. baili IGC 4806, S. cerevisiae IGC 4072, P.
membranaefaciens IGC 2487 e D. anomala IGC 5133). De acordo com o ja referido
anteriormente, nos vinhos contaminados, a principal espécie contaminante Z. bailii
encontra-se frequentemente associada a outras leveduras. Por este motivo, e na
tentativa de simular o caso concreto de um vinho contaminado, prepardmos misturas de

varias estirpes em proporgées iguais.

* Filtragdo em membrana

Na tabela 3.20 e na figura 3.4 apresentamos os valores obtidos de percentagem

de recuperacao das culturas puras e mistas pela metodologia da filtragdo em membrana.
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Tabela 3.20 Percentagem de recuperacao (%) obtida pela metodologia de filtragio em membrana para
alguns meios de cultura com substratos mistos e do meio “Zygosaccharomyces bailii
selective medium” (ZBA, composigado conforme descrito na secgao 2.2.2) em comparagao
com o meio YEPD apés 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.

F0,2 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,2%, v/v) a pH 4,5
F0,3 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,3%, v/v) a pH 4,5
F0,4 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,4%, v/v) a pH 4,5
F0,5 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,5%, v/v) a pH 4,5

Meio de cultura
Estirpe ZBA F0,2G0,1 | F0,3G0,1 | F0,4G0,1 | F0,5G0,1
(4,5) (4,5) (4,5) (4,5)
Zb IGC 4806 72 82 78 65 42
Zb IGC 4806 + Sc IGC 4072 77 82 81 57 35
Zb IGC 4806 + Pm IGC 2487 + Da IGC 5133 82 99 94 67 34
S. cerevisiae IGC 4072 6 30 4 < 0,002 < 0,002
P. membranaefaciens IGC 2487 < 0,004 55 59 0,011 < 0,004
D. anomala IGC 5133 < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
Notas: Zb Zygosaccharomyces bailii

Sc Saccharomyces cerevisiae

Pm Pichia membranaefaciens

Da Dekkera anomala

As areas sombreadas indicam resultados que se distinguem de modo significativo (p < 0,05)
dos valores obtidos no meio de referéncia.

" IGC 4806 + IGC 2487 + IGC 5133
IGC 4806 + IGC 4072

404
304 Z. bailii IGC 4806
204 D. anomala IGC 5133

Percentagem de recuperacao
(%)

P. membranaefaciens IGC 2487

S. cerevisiae IGC 4072

e S
Q ; < Estirpe

=) — P
¢ B o ¢
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Meio de cultura
Figura 3.4: Percentagem de recuperagao (%) obtida pela metodologia de filtragdo em membrana

para alguns meios de cultura com substratos mistos e do meio “Zygosaccharomyces
bailii selective medium” (ZBA, composicao conforme descrito na secgédo 2.2.2) apés
96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.
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Ensaios com culturas puras

Nos meios de cultura com substratos mistos, a percentagem de recuperacdo da
levedura Z. bailii IGC 4806 (em cultura pura) diminuiu com o aumento da concentragdo
de &cido formico no meio, de 82% no meio F0,2 GO0,1(4,5) para 42% no meio F0,5
GO0,1(4,5). Este decréscimo da percentagem da recuperagdo com concentragdes
crescentes de 4cido féormico devera ser devido a um aumento da toxicidade do acido. No
entanto, apenas para o meio misto contendo 0,5 % (v/v) acido férmico, verificamos uma
diferenca significativa em comparagdo com os valores obtidos no meio de referéncia. No
meio ZBA, 72% das células crescidas no meio de referéncia foram recuperadas, e este
valor € comparavel aos 78% de células recuperadas no meio F0,3 G0,1(4,5). Neste meio
de cultura, ap6s 96 horas de incubagdo, as células de Z. bailii IGC 4806 formaram
colénias azuis, devido a alcalinizagdo do meio de cultura, e incorporacao do indicador na
biomassa celular. As colonias apresentaram um didmetro aproximado de 1 mm,
conforme ilustrado na figura 3.5 A. A cor do meio de cultura foi alterada para azul, que
ndo pode ser visualizado nesta figura, dado que o meio se encontra coberto pela
membrana filtrante. No meio ZBA, o tamanho das coldnias foi 2 a 3 vezes maior, e ao
longo do tempo de incubacgdo, a superficie das col6nias, inicialmente lisa, formou

estruturas caracteristicas, que sdo apresentadas na figura 3.5 B.

Figura 3.5 Morfologia de coldnias da levedura Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 nos meios de
cultura pela metodologia de filtragdo em membrana, apés 96 horas de incubagio a
temperatura de 30°C.

A Meio com substratos mistos com 0,3% (v/v) de acido férmico e 0,1% (p/v) de
glucose apH 4,5 (F0,3 G0,1(4,5)) e

B "Zygosaccharomyces bailii selective medium" (ZBA, composi¢cao conforme descrito
na secgao 2.2.2)
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A levedura S. cerevisiae IGC 4072 exibiu percentagens de recuperacao
significativamente mais baixas nos meios testados comparativamente com o meio de
referéncia. Cerca de 1/3 das células crescidas no meio de referéncia, foram recuperadas
no meio misto com 0,2% (v/v) de &cido formico. Quando a concentragdo de &cido foi
aumentada para 0,3% (v/v), a recuperagdo diminuiu para 4%, comparavel ao valor
observado no meio ZBA (6%). Nos meios contendo 0,4 ou 0,5% (v/v) de acido férmico,
nao se verificou crescimento. A morfologia das células crescidas tanto no meio FO,2
G0,1(4,5) como no meio ZBA era muito heterogénea, como se pode verificar na figura
3.6. Em ambos os meios, o tamanho das coldnias variava entre 0,2 e 1,0 mm, variando
também a cor das colonias. No meio misto contendo 0,2% de &cido formico observaram-
se colonias brancas, mas também colonias com tonalidades variadas de verde, o que
indicava que o indicador verde de bromocresol perece ser incorporado na biomassa, ndo
tendo ocorrido no entanto, alteracdo do pH inicial (4,5) do meio. No meio ZBA
observamos colénias com tonalidades diferentes de roxo acastanhado, que representa a

cor do meio de cultura.

Figura 3.6 Morfologia de colénias da levedura Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 nos meios de
cultura pela metodologia de filtragdo em membrana, apés 96 horas de incubagao a
temperatura de 30°C.

A Meio com substratos misto com 0,2% (v/v) de acido férmico e 0,1% (p/v) de glucose
a pH 4,5 (F0,2 G0,1(4,5)) e

B "Zygosaccharomyces bailii selective medium" (ZBA, composi¢ao conforme descrito
na secgao 2.2.2)
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Cerca 50% das células da estirpe P. membranaefaciens IGC 2487 recuperaram
no meio com substratos misto contendo 0,2% (v/v) de acido férmico. O aumento da
concentragdo do acido para 0,3 e 0,4% (v/v) reduziu a percentagem de recuparacao
para 5,9 e 0,011%, respectivamente. Assim, esta estirpe possui aparentemente uma
resisténcia ligeiramente maior ao acido férmico comparativamente com a levedura S.
cerevisiae 4072. No entanto, ndo verificAmos crescimento no meio ZBA, bem como no
meio misto contendo 0,5% (v/v) de &cido. As colénias que foram possiveis observar no
meio F0,2 GO0,1(4,5) (representadas na figura 3.7) mostraram uma cor verde muito
intensa, e um tamanho de cerca de 1 mm. Por vezes observamos colénias com o centro

verde escuro, rodeado de uma zona marginal mais clara (resultados ndo apresentados).

— T 1
%

—— 1 mm

Figura 3.7 Morfologia de colénias da levedura Pichia membranaefaciens IGC 2487 no meio com
substratos misto com 0,2% (v/v) de acido formico e 0,1% de glucose (p/v) a pH 4,5
(F0,2 GO0,1(4,5)) pela metodologia de filtragio em membrana, apés 96 horas de
incubagao a temperatura de 30°C.

A estirpe D. anomala IGC 5133 ndo cresceu em qualquer dos meios selectivos

para Z. bailii.

Ensaios com culturas mistas

Nos ensaios realizados com culturas mistas em proporc¢des iguais das diferentes
espécies (Z. bailii IGC 4806 + S. cerevisiae IGC 4072 ou Z. bailii IGC 4806 + P.

membranaefaciens IGC 2487 + D. anomala IGC 5133) foi possivel distinguir
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morfologicamente a levedura Z. bailii IGC 4806 da(s) restante(s) espécies. Assim, 0s
valores mencionados na tabela 3.20 reflectem apenas a recuperacéo da estirpe Z. bailii
IGC 4806. Pela analise desta tabela podemos constatar que as percentagens de
recuperacdo obtidas em culturas mistas sdo semelhantes aos valores verificados para a
estirpe Z. bailii IGC 4806 em cultura pura. Assim, a presenca de outras leveduras, nas

proporcdes testadas, ndo pareceu influenciar a percentagem de recuperacao.

O meio de cultura F0,2 G0,1(4,5) permitiu distinguir, com elevada seguranca,
entre as col6nias de Z. bailii IGC 4806 e S. cerevisiae IGC 4072, como se verifica na
figura 3.8. Enquanto que a estirpe Z. bailii IGC 4806 apresentava col6nias de cor azul, as
coldnias formadas por S. cerevisiae eram predominantemente brancas, as vezes com
um ligeiro tom azulado. Este tipo de col6nias "intermédias”, apresentando uma zona
central com uma tonaldade mais intensa, representava somente 1 a 2 % do numero total

de colénias.

Com o0 objectivo de aumentar a selectividade, os meios mistos foram
suplementados com cicloheximida na concentragdo de 0,0004% (p/v). VerificAmos uma
percentagem de recuperacgdo significativamente mais baixa quando comparado com o
meio de referéncia, sendo 48% para o meio misto com 0,2% (v/v) acido férmico, e 24%
para o meio contendo 0,3% acido formico (resultados ndo apresentados). No entanto, no
meio de extracto de malte com a mesma concentracdo de acido (0,3 %, v/v), a
percentagem de recuperacao foi de 68 %. Tal podera estar associado ao facto de se

tratar de um meio rico.

A selectividade do meio contendo glucose (0,1 %, p/v) e acido férmico (0,2 %,
v/v) foi consideravelmente melhorada pelo aumento da concentracdo do acido para 0,4
% (v/v). Este aumento ndo se traduziu numa diminuicdo da percentagem de recuperacao
significativamente diferente (p<0,05) da obtida para o meio de referéncia (tabela 3.20)

para a levedura Z. bailii.
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Figura 3.8 Morfologia de colonias das leveduras Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 e
Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 no meio com substratos mistos com 0,2% (v/v)
de acido férmico e 0,1% de glucose (p/v) a pH 4,5 (F0,2 G0,1(4,5)) pela metodologia de
filtracdo em membrana, apds 96 horas de incubacao a temperatura de 30°C.

Quando as culturas mistas de Z. bailii IGC 4806 e P. membranaefaciens IGC
2487 foram crescidas no meio de cultura misto contendo acido férmico na concentracao
de 0,2% (v/v), as células de Z. bailii formaram coldnias de cor azul (figura 3.9), de modo
idéntico ao observado para o caso de cultura pura (figura 3.5 A). A levedura P.
membranaefaciens IGC 2487 no entanto, apresentava nestas circunstancias col6nias de
cor azul escuro intenso. Em cultura pura, esta levedura deu origem a coldnias verdes
(figura 3.7). Aparentemente, esta estirpe, sem ter alcalinizado o meio, apenas incorporou
o indicador do meio de cultura, cuja cor virou para azul devido a alcalinizacdo provocada
por Z. bailii. Mesmo assim, a figura 3.9 mostra, que as referidas espécies poderam ser
facilmente distinguidas pela sua morfologia no que respeita a cor e ao tamanho das

coldnias.
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branaefaciens IGC 2487

bailii IGC 4806

Figura 3.9 Morfologia de colonias da levedura Zygosaccharomyces bailii IGC 4806 e Pichia
membranaefaciens IGC 2487 no meio com substratos mistos com 0,2% (v/v) de acido
formico e 0,1% de glucose (p/v) a pH 4,5 (F0,2 G0,1(4,5)) pela metodologia de filtragdo
em membrana, apds 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.

Erickson (1993), em ensaios realizados pela metodologia da filtracdo em
membrana também obteve percentagens de recuperagdo no meio ZBA para estirpes de
Z. bailii muito préximos do meio de referéncia. A percentagem de recuperacao obtida
por este autor podera ser explicada pelo facto de as trés estirpes de Z. bailii por ele
testadas, serem provenientes de alimentos acidificados. Assim, as referidas estirpes
estariam a partida adaptadas a meios acidificados, crescendo muito bem no meio ZBA,

gue contém &cido acético.

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho confirmaram os resultados de
Makdesi e Beuchat (1996 a, 1996 b), pois ndo detectaram diferencas significativas entre
a recuperacao de células de Z. baili num meio de cultura geral e no meio ZBA. A
recuperagdo de varias estirpes de Z. bailii inoculadas, em diferentes alimentos, variou
consoante o alimento inoculado, e também consoante 0 meio de cultura utilizado. No
caso dos vinhos por exemplo, houve estirpes que apresentaram no meio ZBA uma
percentagem de recuperacdo de 100%, mas outras apenas de 75%. Por outro lado, em
ensaios com células de Z. bailii, que foram sujeitas ao “stress” térmico, a recuperacao
baixou significativamente. Para o isolamento de células que sofreram condi¢cdes de
“stress”, 0s autores sugerem a utilizagdo do meio TGYAC, que evidenciou uma
percentagem de recuperacdo (100%) significativamente superior ao meio ZBA, apesar

do meio TGYAC néo possuir a selectividade desejada. Estes autores recomendam ainda
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a optimizacdo de um meio de cultura que seja capaz de recuperar tanto células nédo
afectadas de Z. bailii, como células sujeitas a “stress”, inibindo ao mesmo tempo e de

modo eficiente o crescimento de outras leveduras.

Em termos globais, os resultados obtidos nesta sec¢do sugerem, que nos meios
de cultura com substratos mistos contendo acido férmico a concentragéo de 0,2, 0,3 ou
0,4 % (viv) a percentagem de recuperacdo de Z. baili IGC 4806 né&o foi
significativamente diferente da obtida no meio ZBA, utilizando a metodologia da filtracdo
em membrana. Estes meios de cultura actuaram de forma selectiva, dado que inibiram
em medidas diferentes o crescimento das restantes leveduras testadas. Por outro lado,
evidenciaram-se como meios diferenciais, dado que permitiram a distincdo de leveduras
acompanhantes tanto pela morfologia, como pela cor das coldnias. No entanto, o meio
ZBA nao possibilitou a sua distin¢do pela cor. Erickson (1993) faz apenas referéncia que
outras leveduras recuperadas no meio ZBA, como por exemplo Hansenula anomala,
Hansenula mrakii, P. membranaefaciens e Pichia terricola foram distinguidas pela
morfologia das colénias. E de conhecimento geral que a identificacdo de uma
determinada levedura apenas pela sua morfologia no meio de cultura, estd sujeita a
interpretacfes erradas. O desenvolvimento de meios que permitem a diferenciacéo de
espécies pela cor € uma grande vantagem, facilitando decisivamente a interpretacédo de
resultados. Por este motivo verifica-se actualmente uma tendéncia acentuada no

mercado para o desenvolvimento e a comercializacdo de tais meios de cultura.

Quando se pretende utilizar um determinado meio de cultura para analises
microbiolégicas rotineiras, 0s custos associados a este produto sdo um aspecto
fundamental. A férmula do meio ZBA inclui uma elevada quantidade de “Sabouraud
Dextrose Agar”, tornando o meio consideravelmente mais caro do que o meio misto com
acido.

Consideramos, pelos motivos acima referidos, 0 meio misto contendo 0,4% (v/v)

de acido ideal para o isolamento e enumeragéo da levedura Z. bailii.

Com o objectivo de aprofundar a aplicabilidade do meio de cultura no caso
concreto da indastria alimentar, achamos conveniente isolar e enumerar leveduras da
espécie Z. bailii a partir de vinhos e alimentos contaminados, quer aplicando o meio

misto contendo 0,1 % (p/v) de glucose e 0,4 % (v/v) de acido férmico, quer aplicando
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outros meios de cultura como termo de comparacdo. Neste contexto, deveriamos
também avaliar a aplicabilidade do meio para a enumeracdo de células sujeitas a
condicbes de “stress”, uma vez que os estudos de Makdesi e Beuchat (1996 b)

revelaram que o meio TGYAC ndo possui a selectividade desejada.

* Espalhamento em placa

Os resultados obtidos por esta metodologia encontram-se resumidos na tabela
3.21 bem como na figura 3.10. A percentagem de recuperac¢do da levedura Z. bailii IGC
4806 (tanto em cultura pura como em cultura mista com as estirpes S. cerevisiae IGC
4072 ou P. membranaefaciens e D. anomala IGC 5133) no meio ZBA ficou
compreendida entre 55 e 69%. Para o meio com substratos misto com acido férmico
(0,2%v/v) e glucose (0,1% p/v), a percentagem situou-se na ordem de 72 a 102 %. Com
0 aumento progressivo da concentracdo de &cido formico verificAmos um decréscimo
desta percentagem para valores compreendidos entre 69 a 84 % (0,3% v/v acido
férmico), 54 a 61% (0,4% v/v acido férmico) e 31 a 40% (0,5% v/v acido férmico).
Apenas para 0 meio contendo 0,5% (v/v) de acido férmico verificamos uma percentagem
de recuperacao significativamente diferente da do meio de referéncia. Estes resultados

foram semelhantes aos obtidos pela metodologia da filtragdo em membrana.

A estirpe S. cerevisiae IGC 4072 nao cresceu no meio ZBA, tendo-se verificado
a sua recuperagdo nos meios contendo 0,2 % (v/v) de acido. Para a estirpe P.
membranaefaciens IGC 2487 verificou-se a diminuigdo da percentagem de recuperagdo
com o aumento da concentracdo do acido, e a estirpe D. anomala IGC 5133 nao cresceu

em nenhum dos meios testados.

Relativamente a morfologia e a cor das colonias nos diferentes meios,
confirmaram-se de um modo geral as observagfes descritas na metodologia da filtracéo
em membrana. Surgiram algumas dificuldades na determinagcdo do ndmero de colénias
de S. cerevisiae IGC 4072 e Z. balilii IGC 4806 quando testadas em cultura mista, devido
a cor azul do meio alcalinizado. Com esta “cor de fundo”, as colonias de S. cerevisiae
apareciam frequentemente azul claro, dificultando a sua distingdo das coldnias azuis de
Z. bailii. Neste aspecto, a utilizacdo de um filtro branco na filtracdo em membrana

permitiu uma discriminagdo mais objectiva dos dois tipos de colénias.
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Tabela 3.21 Percentagem de recuperacado (%) obtida pela metodologia de espalhamento em placa
para alguns meios de cultura com substratos mistos e do meio “Zygosaccharomyces
bailii selective medium” (ZBA, composicdo conforme descrito na secgido 2.2.2) em
comparagao com o meio YEPD apés 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.

F0,2 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e &cido férmico (0,2%, v/v) a pH 4,5.
F0,3 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido formico (0,3%, v/v) a pH 4,5.
F0,4 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,4%, v/v) a pH 4,5.
F0,5 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,5%, v/v) a pH 4,5.
Meio de cultura
Estirpe ZBA F0,2G0,1 | F0,3G0,1 | F0,4G0,1 | F0,5G0,1
(4,5) (4,5) (4,5) (4,5)
Z. bailii IGC 4806 69 102 84 58 40
Zb IGC 4806 + Sc IGC 4072 63 99 84 61 31
Zb IGC 4806 + Pm IGC 2487 + Da IGC 5133 55 72 69 54 32
S. cerevisiae IGC 4072 <0,02 35 <0,02 < 0,02 <0,02
P. membranaefaciens IGC 2487 <0,003 48 6,7 0,4 0,003
D. anomala IGC 5133 < 0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003
Notas: Zb Zygosaccharomyces bailii
Sc Saccharomyces cerevisiae
Pm Pichia membranaefaciens
Da Dekkera anomala

As areas sombreadas indicam resultados que se distinguem de modo significativo (p < 0,05)
dos valores obtidos no meio de referéncia.

Percentagem de recuperacao
(%)

Figura 3.10

~ Z. bailii IGC 4806
IGC 4806 + IGC 4072

404
30 IGC 4806 + IGC 2487 + IGC 5133
204 D. anomala IGC 5133

P. membranaefaciens IGC 2487

S. cerevisiae IGC 4072

ZBA

Estirpe

F0,2G0,1
F0,3G0,1
F0,4G0,1
F0,5G0,1

Meio de cultura

Percentagem de recuperagdao (%) obtida pela metodologia de espalhamento em
placa, para alguns meios de cultura com substratos mistos em comparagdo com o
meio “Zygosaccharomyces bailii selective medium” (ZBA, composicdo conforme
descrito na secg¢ao 2.2.2) apés 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.
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* Metodologia de Miles - Misra

A tabela 3.22 e a figura 3.11 mostram a recuperacao das leveduras testadas nos
varios meios, aplicando a metodologia de Miles-Misra. Para a levedura Z. bailii IGC
4806, tanto em cultura pura como em cultura mista, verificou-se um comportamento
analogo ao observado para as duas metodologias descritas anteriormente. A ordem dos
meios testados em termos da percentagem de recuperagdo obtida foi a seguinte: FO,2
G0,1(4,5) = F0,3 G0,1(4,5) > ZBA = F0,4 G0,1(4,5) = F0,5 G0,1(4,5).

A recuperacdo das restantes trés estirpes foi inibida (D. anomala IGC 5133) ou
significativamente reduzida. A estirpe P. membranaefaciens IGC 2487 revelou uma
maior resisténcia ao acido formico do que a levedura S. cerevisiae IGC 4072, sendo as
respectivas percentagens de recuperacdo similares as obtidas pelas metodologias
descritas anteriormente. As coldnias observadas apresentaram uma morfologia idéntica
a ilustrada nas figuras 3.5 a 3.8. A dificuldade na distingcdo entre as espécies Z. bailii IGC

4806 e S. cerevisiae IGC 4072 foi idéntica a obtida no caso do espalhamento em placa.

Tabela 3.22 Percentagem de recuperacado (%) obtida pela metodologia de Miles-Misra para alguns
meios de cultura com substratos mistos e do meio “Zygosaccharomyces bailii selective
medium” (ZBA, composic¢do conforme descrito na secgio 2.2.2) em comparagdo com o
meio YEPD apés 96 horas de incubagao a temperatura de 30°C.

F0,2 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e &cido férmico (0,2%, v/v) a pH 4,5.
F0,3 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido formico (0,3%, v/v) a pH 4,5.
F0,4 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e acido férmico (0,4%, v/v) a pH 4,5.
F0,5 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1%, p/v) e &cido férmico (0,5%, v/v) a pH 4,5.

Meio de cultura
Estirpe ZBA F0,2G0,1 | F0,3G0,1 | F0,4G0,1 | F0,5G0,1
(4,5) (4,5) (4,5) (4,5)
Z. bailii IGC 4806 62 88 95 62 33
Zb IGC 4806 + Sc IGC 4072 50 93 81 55 39
Zb IGC 4806 + Pm IGC 2487 + Da IGC 5133 68 99 69 50 37
S. cerevisiae IGC 4072 < 0,002 22 9 < 0,002 < 0,002
P. membranaefaciens IGC 2487 < 0,003 52 24 2,6 0,04
D. anomala IGC 5133 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002
Notas: Zb Zygosaccharomyces bailii
Sc Saccharomyces cerevisiae
Pm Pichia membranaefaciens
Da Dekkera anomala

As areas sombreadas indicam resultados que se distinguem de modo significativo (p < 0,05)
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dos valores obtidos no meio de referéncia.

Percentagem de recuperacao
(%)

Figura 3.11
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Percentagem de recuperacdo (%) obtida pela metodologia de Miles-Misra
para alguns meios de cultura com substratos mistos e para o meio
“Zygosaccharomyces bailii selective medium” (ZBA, composi¢cdo conforme
descrito na secgdo 2.2.2) ) apés 96 horas de incubagao a temperatura de

30°C.
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3.4 O caso concreto da aplicacao do meio de cultura

desenvolvido a amostras de vinho contaminado

A validagcao de um meio de cultura tera de passar obviamente, pela aplicacéo do
meio desenvolvido a “casos concretos”, ou seja, pela utilizagdo do meio no controlo
microbiolégico de amostras contaminadas. Assim, na Ultima parte do trabalho
apresentamos os resultados de uma analise realizada a duas amostras de Vinho Verde
que se apresentavam contaminados. As amostras eram provenientes da mesma adega
e do mesmo vinho, mas de cubas diferentes (cuba A e cuba B), tratando-se
aparentemente de um problema de refermentacéo, associado a condi¢cdes de higiene
deficientes durante a producdo do vinho. Estas analises foram efectuadas pela
metodologia da filtracdo em membrana, utilizando volumes diferentes de amostra. Os

meios de cultura que se utilizaram foram os seguintes:

Meio YEPD como meio de cultura geral;

* Meio WLN - meio de cultura geral, para a pesquisa de leveduras em amostras

de vinho;

* Meio WLD - meio de cultura para a pesquisa de leveduras ndo-fermentativas
em amostras de vinho. (Este meio corresponde ao meio WLN suplementado

com cicloheximida na concentracéo de 0,0004 %, p/v);
* Meio F0,4 GO0,1(4,5) - meio de cultura selectivo para a pesquisa da levedura
Z. bailii.

A tabela 3.23 mostra os resultados obtidos nos meios referidos nas duas
amostras de vinho apdés a amostragem (antes da refrigeracdo) e a seguir ao
armazenamento a 4°C durante 5 meses (ap0és refrigeracao). Os valores apresentados

representam médias de filtragGes efectuadas em duplicado.
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Tabela 3.23 Analise de amostras de vinho contaminado - nUmero de ufc por ml em placas
com varios meios de cultura, apés 96 horas de incubagao a 30° C.
YEPD Meio com extracto de levedura, peptona e glucose.
WLN "Wallerstein Laboratory Nutrient Medium".
WLD "Wallerstein Laboratory Differential Medium".
F0,4 G0,1(4,5) Meio mineral com glucose (0,1% p/v) e acido férmico (0,4%,
viv) a pH 4,5.
Meio de cultura Cuba A Cuba B
antes refrigeracéo | apos refrigeragdo | antes refrigeracdo | apos refrigeragao
YEPD - 107 - 85
WLN 685 73 620 2
WLD 10 3 200 2
F0,4G0,1(4,5) 75 O 0 90 O 0
+
170 @

Notas: ufc
(W]
(2)

unidades formadoras de colénias

nao determinado

coldnias de cor creme-amarelado

coldnias de cor azul, tipicas de Zygosaccharomyces bailii

Antes da refrigeracdo, as populacdes de leveduras presentes nas duas cubas

apresentaram uma capacidade de crescimento no meio WLN da mesma ordem de

grandeza. No entanto, as principais diferencas foram encontradas quando os meios de

cultura foram o WLD e o F0,4 G0,1(4,5). Na cuba A, s6 10 leveduras foram capazes de

crescer no meio WLD, e no meio F0,4 G0,1(4,5) detectaram-se apenas 75 coldnias de

cor creme-amarelado. Na cuba B, houve 20 vezes mais leveduras capazes de crescer

no meio WLD, quando comparado com a cuba A.

No meio contendo acido férmico registou-se também um nimero mais elevado

de colénias na cuba B comparativamente a cuba A. As col6nias isoladas a partir da

amostra retirada da cuba B apresentavam duas morfologias distintas:

e por um lado as coldnias branco-amareladas, idénticas as obtidas na cuba A,

« e por outro lado colbnias pequenas com cerca 1 mm didmetro e de cor azul.

Cada uma destas colbnias tipicas foi isolada, purificada, e confirmada pela

técnica de “Polymerase Chain Reaction” (PCR), recorrendo a "primers" especificos, no
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Laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia. As colénias de cor azul
correspondiam a espécie Z. bailii, enquanto que as coldnias branco-amareladas ndo. E
de admitir que as leveduras isoladas no meio WLD (cuba B) fossem da espécie Z. bailii,
pois esta levedura cresce na presenga de cicloheximida (ponto 3.3.2), e o nimero de
colénias neste meio correspondeu aproximadamente ao nimero de col6nias obtidas no

meio F0,4 GO0,1(4,5) com uma morfologia idéntica as de Z. bailii.

Apo6s o periodo de refrigeracdo detectamos nas duas amostras um numero de
leveduras no meio YEPD da mesma ordem de grandeza. A refrigeracdo provocou a
diminuicdo drastica de leveduras desenvolvidas no meio WLD para cerca de 10% (cuba
A) ou 0,3% (cuba B) do valor inicial, e eliminou a populacdo capaz de se desenvolver no
meio F0,4 G0,1(4,5). Aparentemente, no caso da cuba A tratou-se de uma populagéo de
leveduras, que conseguiram recuperar no meio WLN ap6s um periodo de 5 meses a
baixas temperaturas, enquanto o mesmo meio nao se revelou com igual eficacia quando
passamos para a cuba B, apés o mesmo tempo de refrigeracdo. Estes resultados séo
consistentes com os obtidos pela técnica de PCR, sugerindo tratar-se de populacfes

distintas nas duas amostras.

O facto de termos encontrado populagfes distintas nas duas cubas, onde se
encontrava 0 mesmo vinho, pode indicar que a contaminacdo do vinho ocorreu
possivelmente a partir de cubas contaminadas, que poderdo ser consideradas como
ponto critico na producdo de vinhos. Este caso confirma a necessidade de que o
controlo microbiolégico ndo se pode limitar ao produto final, uma vez que este é
insuficiente para garantir a qualidade do vinho. Neste sentido, seria recomendavel que
os referidos meios fossem testados no dmbito de um sistema de qualidade (como por

exemplo HACCP) na adega, incluindo os pontos criticos mais relevantes.

Os resultados destes ensaios revelaram dois aspectos importantes no controlo

microbioldgico de vinhos:

* Na avaliagdo da flora ndo-fermentativa, o0 meio com substratos misto
contendo glucose e acido férmico a concentracéo de 0,1 % (p/v) e 0,4% (v/v)
respectivamente, parece constituir o meio ideal para o isolamento de
leveduras da espécie Zygosaccharomyces bailii, permitindo distinguir

facilmente esta levedura de outras espécies. De igual modo verificou-se que
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a recuperacdo neste meio foi superior ao meio WLD, o que constituiu uma

situacdo desejavel no controlo microbiolégico de vinhos.

* O meio YEPD permitiu a recuperagdo de um maior numero de leveduras
comparativamente ao meio WLN apos um periodo de refrigeracdo de 5
meses a 4°C. O meio YEPD seria um meio aconselhado para a avaliacdo da
flora de leveduras, quando o processo de fabrico do vinho passa por
processos tecnolégicos que podem criar condicdes de "stress" para estes

microrganismos.

Achamos importante estender os estudos sobre a recuperacdo da flora de
leveduras contaminantes em diferentes meios de cultura incluindo também vinhos
artificialmente contaminados. A contaminacdo pela levedura Z. bailii € de tal modo
perigosa para o vinho que apenas uma célula por garrafa pode ser suficiente para
provocar a turvacdo e/ou refermentacdo do vinho (Thomas, 1993). Este facto justifica o
prosseguimento de testes de aplicabilidade de meios com o objectivo de determinar o

limite de deteccdo desta levedura (na presenca/auséncia de outras leveduras).
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

De acordo com os objectivos e plano geral da tese, os estudos desenvolvidos
foram dirigidos no sentido de desenvolver um meio de cultura selectivo/diferencial para a

deteccdo da levedura de contaminacgdo alimentar Zygosacharomyces bailii.

Os estudos realizados na primeira parte do trabalho levaram a formulagao de
dois meios de cultura mineral, contendo glucose (0,1 %, p/v) e &acido férmico (0,3 ou 0,4
%, vlv), a pH 4,5, que permitiram a deteccdo de Z. bailii, mas também de Z. bisporus,
pela mudanga da cor do indicador incorporado no meio de cultura (liquido ou sélido),
apos 48 horas de incubacao a 30°C. Esta resposta especifica ndo foi detectada pelas
restantes 18 espécies incluidas no conjunto de leveduras testadas. Uma vez que Z.
bisporus a semelhanca de Z. bailii é considerada um importante agente causador de
deterioracdo alimentar, ndo achamos necessario a alteracdo da composi¢cdo do meio no

sentido de eliminar as respostas falso positivas de Z. bisporus.

Na segunda parte do trabalho, na validacdo dos meios de cultura acima
referidos, foi possivel demonstrar a sua equivaléncia em termos de percentagem de
recuperacdo e de selectividade a meios de cultura j4 anteriormente descritos para a
deteccdo e enumeracdo de Z. bailii. A percentagem de recuperacdo no meio contendo
glucose (0,1 %, p/v) e acido férmico (0,2, 0,3 ou 0,4 %, v/v) ndo foi significativamente
diferente (p<0,05) do meio de referéncia. O aumento da concentracédo do acido para 0,5
% (v/v) reduziu a recuperacdo de Z. bailii para 30-40%. A grande vantagem do meio
desenvolvido consiste na sua capacidade de diferenciar, pela cor, as coldnias de Z. bailii
de outras leveduras. Esta caracteristica, que ndo se verifica para os meios descritos

anteriormente, facilita decisivamente a pesquisa desta levedura quando presente em
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culturas mistas. Na analise microbioloégica de amostras de vinhos contaminados, o meio
contendo glucose (0,1 %, p/v) e acido férmico (0,4 %, v/v) evidenciou a sua acgédo
diferencial dado que permitiu distinguir as col6nias de Z. bailii das restantes leveduras

presentes.

Em geral, na pesquisa de leveduras em alimentos, o tempo de incubag&o
aconselhado situa-se entre 3 a 5 dias. Os meios de cultura com substratos mistos, nas
condigBes experimentais testadas, permitiram a deteccdo de Z. bailii apés 4 dias de
incubacdo. Para a inddstria alimentar €, no entanto, importante, dispér de metodologias
mais rapidas para a detec¢do de microrganismos contaminantes, e neste sentido
achamos conveniente que sejam desenvolvidos estudos com o objectivo de reduzir o

tempo de incubacéo.

Em termos de perspectivas futuras julgamos importante que 0s meios
desenvolvidos sejam caracterizados (comparativamente com outros meios de cultura ja

existentes), no sentido de avaliar:

¢ a sua aplicabilidade no isolamento de Z. baili de diferentes produtos
alimentares contaminados, para além do vinho;

e apercentagem de recuperacgéo de células sujeitas a condicdes de "stress";

e a capacidade de crescimento, nestes meios, de bactérias associadas a

produtos alimentares deteriorados.

No ambito de um sistema de controlo de qualidade na inddstria alimentar, que
tenha em consideragdo problemas associados a deterioracdo de produtos pela levedura

Z. bailii, devem colocar-se as seguintes questdes:
(1) E possivel detectar a presenca de Z. bailii?
(2) Qual é o grau de contaminacédo com a levedura Z. bailii?

(3) E possivel detectar outras leveduras associadas a Z. bailii?

O meio de cultura desenvolvido no presente trabalho parece permitir responder

as questdes anteriormente colocadas.

119



Consideragdes finais

No futuro, a aplicacdo de metodologias moleculares permitird proporcionar a
industria alimentar ferramentas mais eficazes (maior sensibilidade e rapidez) do que as
convencionalmente utilizadas no controlo microbiolégico de alimentos. No entanto, tal
ndo significa que se ponha de parte o desenvolvimento de novos meios de cultura
selectivos/diferenciais. Com efeito, a aplicagdo de técnicas moleculares apesar de
extremamente prometedoras, implica frequentemente uma etapa de pré-enriquecimento
da amostra, pela utilizagdo de um meio de cultura selectivo. Pensamos assim que o
desenvolvimento de novas metodologias para o controlo microbiolégico de alimentos
terd que, dada a sua complementariedade, contemplar as abordagens classicas e

moleculares.
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