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Resumo

E por demais conhecida a importancia que o vinho tem, desde longa data, na agricultura, na
gastronomia, na economia e na sociedade. Assim, nos ultimos séculos, a producédo de vinho
tem sofrido significativos progressos tornando-se, desta forma, objecto de interesse cientifico
que visa o conhecimento das inUmeras variaveis que alteram o processo de vinificagéo.

Leveduras e bactérias sdo responsaveis pelas fermentacdes alcodlica e malolactica mas
desempenham também um papel central na deterioracéo de alimentos e bebidas. Deste modo,
demonstra-se essencial ter um melhor conhecimento da microbiota das uvas e do ambiente
microbiolégico da adega, para estabelecer a origem das leveduras de deterioracdo dos vinhos,
as suas rotas de contaminacao, 0s seus pontos criticos, e, claro, do seu controlo.

Nesta dissertacdo, procedeu-se a avaliagdo microbiolégica dos procedimentos de higiene
em diversas areas criticas de contaminagao de uma adega (Quinta Monte d’Oiro), enquadradas
nos pré-requisitos de um sistema de HACCP. Em dois periodos do mesmo ano, apds 0s
procedimentos de higiene, fez-se a analise de microrganismos existentes nos equipamentos.
Para uma melhor compreenséo da flora microbiana, e na tentativa de conhecer as vias/fontes
de contaminagdo, foram utilizados métodos fenotipicos e técnicas moleculares que permitiram,
deste modo, identificar e/ou diferenciar as espécies ou estirpes responsaveis pela
contaminagéo/degradacéo do produto final.

Este trabalho foi dividido em trés fases, procedendo-se inicialmente a recolha e inoculagao
das amostras, e purificacdo e caracterizagdo morfol6gica e bioquimica dos isolados; permitindo
agrupar os isolados com base nas suas caracteristicas fenotipicas. Numa segunda etapa,
identificaram-se 14 espécies diferentes de leveduras através da técnica de RFLP-PCR e da
sequenciacdo da regido D1/D2 do rDNA 26S. As espécies que mais se evidenciam foram
Hanseniaspora uvarum, Pichia menbranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa e Candida
ishiwadae, por terem capacidade de causar maus paladares e por algumas delas se
encontrarem em concentragdes elevadas nos respectivos locais de amostragem. Finalmente,
procedeu-se a identificagdo das bactérias, utilizando-se o método do csM13-PCR. Numa
analise global, consideraram-se as estirpes de cada ‘cluster’ (ao nivel de 77%) formados pelos
perfis de csM13-PCR ‘fingerprinting’. Apo6s analise conjunta dos resultados obtidos pela
abordagem polifasica permitida pelos perfis de csM13-PCR, sequenciacdo de rDNA 16S a
partir de alguns isolados de cada ‘cluster’ e tipificacdo morfolégica foi possivel a identificagcao
de isolados revelando 18 espécies diferentes.

De acordo com o objectivo principal desta dissertacdo, e na sequéncia da estratégia
adoptada, foi exequivel retirar ilacdes sobre o nivel de higiene dos equipamentos, matérias e
outros elementos existentes na adega e quais 0s principais pontos criticos que se deve ter em
conta para evitar contaminacfes enolégicas e recomendacdes ao melhoramento do plano de
HACCP implementado nesta adega.

"Ce sont les qui ont le micrébios dernier mot"

(Louis Pasteur)

Palavras-Chave: Vinificagdo, Quinta Monte dOiro, Microrganismos contaminantes e de deterioracao,
RFLP-PCR, csM13-PCR ‘fingerprinting’, Sequenciacdo de rDNA 16S, HACCP, Pontos criticos.



Abstract

The importance of the wine in agriculture, food, economy and society it is well known for a
long time. In the last centuries, the wine production has progress significantly and becoming the
subject of scientific interest in order to understand the many variables that affect the
winemaking process.

Yeasts and bacteria are responsible for the alcoholic and malolactic fermentations but also
play a central role in the deterioration of foods and drinks. Thus, it is essential to have a better
knowledge of the microbiota of the grapes and of the microbial environment of the wine cellar to
establish the origin of the wine deterioration microorganisms, their routes of contamination,
critical points, and of course it’s control.

In this dissertation, we proceeded to the microbiological evaluation of hygiene procedures in
several critical areas of contamination of a wine cellar (Quinta Monte d'Oiro), framed in the
prerequisites of a HACCP system. In two periods of the same year, after the hygiene
procedures, the analysis of microorganisms in the equipment was performed. For
characterization of the microbial flora and an insight of the routes/sources of contamination, we
applied phenotypic methods and molecular techniques that allowed to identify and/or
differentiate the species or strains responsible for the contamination/degradation of the final
product.

This work was divided into three phases. The collection and inoculation of samples,
purification, biochemical and morphological characterization of isolates allowed grouping the
isolates based on phenotypic characteristics.

In a second step, we identified 14 different species of yeasts based on the PCR-RFLP
technique and by sequencing D1/D2 region of 26S rDNA.

The species that were more noted were Hanseniaspora uvarum, Pichia menbranifaciens,
Rhodotorula mucilaginosa and Candida ishiwadae due to their potential to cause bad taste and
also because some of them are in high concentrations in the respective sampling sites.

Finally, we proceeded to the identification of bacteria using the csM13-PCR fingerprinting
and evaluated the clusters formed at 77% similarity. The polyphasic approach by the csM13-
PCR profiles, sequencing of 16S rDNA for some isolates of each csM13-PCR cluster and
morphological typification, allowed the identification of isolates, revealing 18 different species.

According to the main objective of this dissertation, and following the adopted strategy, it
was feasible to conclude about the level of hygiene of the equipments, raw materials and other
elements in the cellar and identify the main critical points that should be taken into account to
avoid oenological contamination as well as some recommendations to improve the HACCP plan

implemented in the cellar.

"Ce sont les qui ont le micrébios dernier mot"
(Louis Pasteur)

Keywords: Winemaking, Quinta Monte d'Oiro, Contamination and spoilage microorganisms, PCR-
RFLP, csM13-PCR, Fingerprinting', 16S rDNA sequencing, HACCP, Critical points.
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1. Introducéo

A arte da vinificag@o pode ser vista como uma das tecnologias mais antigas da humanidade,
inclusive anterior a producédo de pao (Ribéreau-Gayon, 1985), o que comprova que a evolugéo
do vinho acompanha a da civilizacdo ha ja milhares de anos. Apesar de pouco se saber sobre
a histéria inicial do vinho e da sua exacta localizacdo, através de vestigios arqueoldgicos é
possivel apontar que a producdo do vinho remonta a 6000 A.C. nas regibes do Caucaso e
Mesopotamia. Assim, ao longo dos tempos, foram encontradas diversas referéncias e vestigios
da domesticagdo de vinhas e da producgéo de vinho em distintos pontos do globo (Kdnig, 2009).

A evolugédo da vinha e do vinho em Portugal remonta a tempos bem antigos, sendo provavel
que tenha sido introduzida através do império romano (século 11l A.C.). Posteriormente, com a
fundacé@o de Portugal, o vinho tornou-se um produto de exceléncia até aos dias de hoje.
Actualmente, estéo reconhecidas e protegidas 32 Denominagfes de Origem Controlada e oito
Indicagbes Geogréaficas em Portugal (http://www.ivv.pt). A Quinta do Monte d’'Oiro, localizada
na Estremadura, na regido de Alenquer, insere-se num vasto aglomerado de excelentes
adegas existentes em Portugal. Esta adega € uma referéncia desde o séc. XVII na producao de
vinhos notaveis entrando, em 2006, numa nhova fase da sua histéria ao produzir vinhos
provenientes de agricultura bioldégica. As amostras utilizadas ao longo deste estudo foram
provenientes desta quinta.

Hoje em dia, o vinho é sin6nimo de cultura e de um determinado estilo de vida
complementando a comida, entretenimento e artes. Desempenha um papel enorme na
economia de inimeras nagdes, estando estimada uma producéo de mais de 26 mil milhdes de
litros de vinho anualmente. Os produtores modernos oferecem uma vasta variedade de vinhos
durante todo ano, independentemente da localizacdo ou estacdo do ano. Uma acrescida
competicdo a nivel de mercado levou a uma elevada diversificagdo de produto e inovacao nas
técnicas ancestrais (Pretorius, 2000). O produto final é o resultado de uma miriade de
interac¢8es sensoriais influenciadas por inUmeras variaveis. Entre estas, encontram-se a casta
da uva, as condi¢6es geograficas e ambientais do cultivo, o microbioma da uva e as praticas de
fermentacdo de vinificacdo (Fleet, 2003; Konig et al., 2009). Desta forma, torna-se evidente que
0s microrganismos tém um papel predominante na determinacdo da constituicdo quimica do
vinho, ja que afecta a qualidade da uva antes da vindima e durante a fermentacdo. Os avan¢os
da segunda metade do século XX mostraram, claramente, que a fermentacdo do mosto de
uvas e a producédo de vinho nao é tao simples como Pasteur, o fundador da enologia moderna,
sugeriu ha mais de um século. Assim, em 1866, Pasteur demonstrou que as leveduras eram
responsaveis por metabolizar os agucares das uvas (glucose e frutose) e outros compostos
formando etanol, diéxido de carbono e centenas de produtos secundarios que, colectivamente,
contribuem para a subtileza e individualidade do vinho (Fleet, 2003). A partir de entdo, ficou
claro que as fermentacdes alcodlicas realizadas espontaneamente ndo sao provocadas pela
accdo de uma Unica levedura, e sim que se tratam do resultado da accdo combinada de
diversas espécies de leveduras, que crescem em diferentes propor¢cdes, ao longo de uma

fermentacéao.



1.1 O microbioma da uva e do vinho

A conversdo do mosto de uva em vinho € um processo ecolégico e bioguimico complexo
gue envolve a interacgdo de muitas espécies microbianas. Esta transformacdo depende de
diversos agentes como leveduras, bactérias, fungos filamentosos, assim como de micoviroses
e bacteriéfagos, que afectam uvas e microrganismos associados a um processo de vinificacdo
(Fleet, 1993 & 2001; Moreno-Arribas & Polo, 2005). Verifica-se, portanto, que o microbioma
autoctone (nativo) é altamente variavel. Isolamentos das leveduras existentes nas superficies
das uvas revelam uma predominéncia de espécies pertencentes aos géneros Hanseniaspora,
Candida, Metschnikowia, Cryptococcus, Pichia, Kluyveromyces, Aureobasidium, Torulaspora e
Rhodotorula. Por seu lado, Saccharomyces cerevisiae, a principal espécie usada nas
fermentacdes alcodlicas, € a mais apta e a escolhida para consumir acucares fermentaveis e,
portanto, assegurar esse processo, embora se encontre em baixas concentracdes celulares na
uva (<50 ufc/ml) (Catalufia, 1984; Fleet et al., 1984; Heard & Fleet 1985; Joshi & Pandey, 1999;
Fleet, 2001).

Concebeu-se também que a presenca de determinadas bactérias, particularmente as
bactérias lacticas (predominantemente Oenococcus oeni), tem um papel predominante no
processo bioldgico da vinificagéo, visto que sdo as responsaveis por um processo secundario,
nomeadamente a fermentagcdo malolactica (van Rensburg & Pretorius, 2000; Alexandre et al.,
2004; Moreno-Arribas & Polo, 2005; Renouf et al., 2007).

Os estudos sobre a dindmica, quantificagdo e composi¢do da microbiota responsavel pelas
fermentacbes espontdneas mostram diferengcas tanto qualitativas como quantitativas das
leveduras isoladas de uma mesma area vitivinicola. Diversos factores encontram-se na origem
desta variabilidade afectando a predominéncia das leveduras na superficie das uvas e,
consequentemente, a sua presenga/auséncia no mosto. Salientam-se o método de vindima; as
diferencas do ecossistema, como a composi¢édo do solo, condi¢des climaticas e variedade das
uvas; possiveis contaminac¢des ao longo de todo processo e as circunstancias de transporte
(temperatura, distancia e sulfitacéo).

Estas diferengas ocorrem ndo somente entre diferentes regides, mas também dentro da
mesma regido, em diferentes vindimas, prejudicando a qualidade e reprodutibilidade na
obtencdo do vinho (Lopes et al., 2002). Para além de diminuir a reprodutibilidade do vinho,
estas leveduras tém uma influéncia no aroma, tornando-se desta forma um produto altamente
variavel (Fleet, 2001). Para além disso, podem ainda ocorrer fermentagdes interrompidas (nao
conversdo total do aglUcar em etanol), potenciando o aparecimento de microrganismos
contaminantes que podem levar a vultos prejuizos econémicos ao produtor vinicola, visto que
vinhos com elevado teor de agucar residual (> 2 g/L) sdo altamente susceptiveis a deterioragao
microbiolégica. Fermentacdes alcodlicas lentas ou incompletas sdo o calcanhar de Aquiles da
industria endloga (McGuire, 2010).

A contaminacao na industria vinica tem uma elevada importancia, visto que pode ocorrer em
diversos niveis: nas proprias uvas, no transporte das diversas matérias-primas; na atmosfera

da adega, nos trabalhadores, nos equipamentos, nas superficies sujas, na ma monitorizacéo



das condicdes a que o produto é sujeito; no engarrafamento/rolhas e acidentes que podem
ocorrer no processo de armazenamento (Peppler, 1976; Panezai, 1984). Estes tipos de
contaminantes podem inicialmente manter-se estaticos, mas variar durante o processo,
dependendo principalmente dos seguintes factores: natureza da matéria-prima (uvas),
condicbes da colheita, tipo de fermentacdo, processamento e operagBes tecnoldgicas
[clarificacdo, contacto com as peliculas, trasfega, termovinificacdo e adicdo de substancias
preservantes, a estabilizacdo por frio, entre outros (Wibowo et al., 1985)], engarrafamento e
condi¢cdes de armazenamento.

Assim, a presenca de microrganismos em produtos alimentares pode ter trés
consequéncias: 0s microrganismos podem ser patogénicos e pdr em risco a saude publica
(problema ausente em vinhos); os microrganismos podem alterar as caracteristicas
organolépticas dos produtos, até ao ponto destes serem considerados inaceitaveis; e algumas
espécies podem conferir aos produtos caracteristicas desejadas, como € 0 caso da
fermentacéo de alguns alimentos e bebidas (Fleet, 1992).

A deteccao de microrganismos ao longo do processo de fabrico de alimentos é uma area da
microbiologia alimentar que tem merecido particular atencéo, dadas as possiveis repercussoes
a nivel da preservagdo de alimentos e de saude publica. Neste sentido, a implementagéo de
programas que englobam a avaliacdo de riscos de contaminacfes e a deteccdo de pontos
criticos (‘Hazard Analysis Critical Control Point’, HACCP) em linhas de produc¢éo contribuiu para
uma melhoria significativa da qualidade microbiolégica dos alimentos.

A deterioracdo de alimentos por microrganismos ndo patogénicos como, por exemplo,
fungos e leveduras, foi sempre considerado como um “inconveniente” desagradavel. Contudo,
o vinho, por si s6, apresenta caracteristicas, tais como o pH baixo, teor alcodlico e didxido de
enxofre, que Ihe conferem resisténcia a um elevado ndmero de microrganismos, impedindo
mesmo o crescimento dos microrganismos patogénicos (Rosa, 2008). Posto isto, esta bebida
raramente levanta problemas de saude publica mas existem determinados microrganismos,
nomeadamente, leveduras, que sao responsaveis por sérios danos nas caracteristicas
organolépticas do vinho.

O crescimento de determinadas espécies de leveduras, em algumas circunstancias, pode
aumentar a complexidade do vinho, outras ha em que a sua distribuicdo pode ser desastrosa
(Serranito, 2004). Existem também algumas leveduras que, quando produzem determinados
compostos em baixa concentracdo, favorecem a complexidade aromatica do vinho; mas
quando essa concentracdo é elevada, torna o vinho completamente depreciado (Chatonnet et
al., 1992 e 1993). Uma vez que este produto se preza pela qualidade, as boas praticas ao
longo de todo o processo produtivo limitam o desenvolvimento de microrganismos no vinho, e
consequentemente, limitam alteracdes organolépticas, garantindo a qualidade do produto,
satisfacdo do consumidor e salvaguarda da marca (Rosa, 2008).

A higienizacdo dos equipamentos enolégicos pode considerar-se um exemplo dos pré-
requisitos no ambito do HACCP, que mais influencia a qualidade do vinho. O conjunto de

procedimentos, detergentes e anti-sépticos utilizados nas praticas de higiene, convergem no



sentido de diminuir, ou até mesmo eliminar por completo, microrganismos responsaveis pela
deterioracédo dos vinhos.

Devido ao consideravel aumento da producéo de alimentos e bebidas nas Ultimas décadas,
a sua deterioracdo tornou-se um problema econémico de grande preocupacao para a industria
alimentar, nomeadamente vinica. Esta é actualmente confrontada com um consumidor cada
vez mais exigente, preferindo vinhos com melhores qualidades organolépticas. Este facto tem
também contribuido para uma maior preocupacéo por parte da inddstria vinica, devido a acgao
dos inumeros microrganismos provocarem elevados riscos de degradacdo (Schuller, 1998) o
que tem levado a inddstria vinica a investir em diversas técnicas e métodos de analise
microbiolégica e molecular.

1.2 Leveduras e bactérias como agentes de alteracdo do vinho

De forma muito geral, entende-se por Biodiversidade ou diversidade bioldgica a diversidade
da natureza viva. Embora néo exista uma definicdo exacta e consensual, a biodiversidade pode
ser rudimentarmente descrita como uma medida da diversidade relativa entre organismos
presentes em diferentes ecossistemas. Esta definicdo inclui diversidade dentro de espécie,
entre espécies e diversidade comparativa entre ecossistemas (McGuire, 2010). Assim, verifica-
se que, durante o processo de vinificagdo, a existéncia de culturas mistas (leveduras, fungos
filamentosos, bactérias acéticas e lacticas, bacteri6fagos) promove o estabelecimento de
relacdes antagonisticas e sinergisticas entre os diferentes microrganismos (Wibowo et al.,
1985; Fleet, 2003; Arnick & Henick-Kling, 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006).

Na maioria dos casos, os compostos dos alimentos/bebidas constituem uma fonte de
carbono e/ou energia para o crescimento microbiano, permitindo a proliferacdo dos
microrganismos presentes. Este processo provoca alteracdes do préprio alimento/bebida,
nomeadamente a producdo de maus sabores devido a degradacdo 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 alteracoes.

Assim, muitas espécies de fungos, leveduras e bactérias sdo conhecidas na indastria
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 (Sculler, 1998). A presenca destes microrganismos em
tais ambientes estd, fundamentalmente, associada a factores intrinsecos e extrinsecos. Os
factores intrinsecos sdo os que derivam da natureza e composi¢cdo do produto (actividade da
agua, inibidores e nutrientes disponiveis, pH, acidez, potencial redox) e como comenta Panezai
(1984), ndo sdo faceis de alterar. Os factores extrinsecos séo variaveis introduzidas durante o
processamento, engarrafamento, armazenamento e distribuicAo, nomeadamente, a
temperatura, filtracGes, compostos fisico-quimicos, natureza (estado fisico e numero de
microrganismos contaminantes). Estes devem ser de facil controlo (Batchelor, 1984). Em 1991,

Deak refere que existem também factores implicitos que condicionam a actividade microbiana.



Esses factores referem-se aos atributos fisiol6gicos, adquiridos através de seleccdo natural,
apresentados pelos microrganismos que conseguem sobreviver sob certas condicfes
ambientais (factores intrinsecos e extrinsecos). Além disso, os efeitos antagénicos e
sinergéticos entre membros de uma populacdo sdo também factores implicitos de grande
importancia (Pina, 2000).

Compreende-se por alteragdo microbiana de um vinho uma mudanga na sua composig&do
guimica normal por accédo de determinados microrganismos. As leveduras desempenham um
papel central no que diz respeito a deterioragdo de alimentos e bebidas, que na maior parte
apresentam uma elevada acidez e uma reduzida actividade da agua. Algumas espécies sao
inclusive capazes de danificar alimentos que sao produzidos de acordo com as boas praticas
de fabrico (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003). O vinho constitui um meio muito apropriado para
0 desenvolvimento de um grande numero de microrganismos; a sua rigueza em acidos
organicos, aminoacidos, residuos de acuUcares, factores de crescimento e sais minerais
contribuem em muito para esse desenvolvimento. Todavia, existem trés factores que limitam o
desenvolvimento de determinados microrganismos no vinho: o teor alcodlico, uma vez que o
etanol, em determinadas concentracdes € um excelente anti-séptico; pH baixo (normalmente
inferior a 3,5) apesar de, por vezes, o crescimento de leveduras poder alterar o pH inicial do
substrato para um valor favoravel ao seu crescimento (em geral 4-6,5) (Mislivec et al., 1992) e
as baixas temperaturas a que esta bebida esta sujeita apds a época de vinificacédo, paralisam
um vasto leque de seres microbianos (Lepe e Leal, 1992). Para além destes parametros,
existem outras caracteristicas do vinho que se destacam particularmente, como o diéxido de
enxofre, oxigénio e didxido de carbono.

Desde ha milénios que Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada intencionalmente ou
inadvertidamente na producdo de vinhos. No entanto, existem outras leveduras presentes nos
processos iniciais de estagios fermentativos que podem influenciar as principais caracteristicas
enoldgicas de cada zona produtora de vinho, tal como as propriedades organolépticas finais do
vinho (Pretorius et al., 1999; Ganga & Martinez, 2004; Estevinho et al., 2005). Esses géneros
incluem  Kloeckera, Cryptococcus, Torulaspora, Hanseniaspora, Candida, Pichia,
Zygosaccharomyces, Metschnikowia, Issatchenkia e Rhodotorula. Assim, a flora microbiana na
superficie das uvas é muito diversificada (Martini et al., 1996) e no mosto é variavel ao longo da
fermentacdo alcodlica. Observa-se uma sucessdao de populagbes cujo crescimento e
eliminagdo é promovido pela alteracao das condicdes fisico-quimicas associadas a converséo
do mosto em vinho. Os taxonomistas reconhecem, actualmente, 600 espécies de leveduras,
das quais aproximadamente 20% sé&o facilmente isoladas de vinhos, mosto de uva ou ambiente
de adega. Contudo, s6 algumas parecem assumir um papel significativo como agentes de
alteracao (Loureiro, 1996). As leveduras que tém a capacidade de se desenvolver no vinho
designam-se normalmente por leveduras de contaminacéo. As leveduras contaminantes podem
conduzir a formacédo de aromas desagradaveis no vinho, como é o caso do acetato de etilo ou
de outros ésteres volateis. O sabor também pode sofrer alteracdes devido a utilizacéo de acido

lactico ou acido citrico pelas leveduras contaminantes, que se encontram fisiologicamente bem



adaptadas as condicdes presentes nas bebidas alcodlicas. Assim, estas leveduras
contaminantes provocam um concomitante aumento do pH, criando deste modo condicfes
favoraveis para o desenvolvimento de bactérias (Thomas, 1993). O organograma da Figura 1

redne todos os tipos de leveduras que podem ser isoladas do vinho.

Leveduras de contaminagao

Leveduras de alteragdo ou Leveduras adventicias ou
deterioragdo inocentes

Leveduras sensu lacto Leveduras sensu stricto

Figura 1- Tipos de leveduras de contaminagao do vinho (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 1993).

As leveduras adventicias ou inocentes surgem esporadicamente no vinho, ndo tendo a
capacidade de crescimento. Contrariamente, as leveduras de alteracdo (Tabela 1, em Anexo)
crescem facilmente no produto em questdo, provocando alteracées na sua constituicdo e nas
suas caracteristicas organolépticas (Malfeito-Ferreira & Loureiro, 1995).

Nos casos das bebidas que sofrem fermentag&o alcodlica, o conceito de alteracdo por
leveduras tem um significado mais complexo do que no caso dos alimentos ndo fermentados.
Nas bebidas alcodlicas a actividade das leveduras é essencial durante o processo de
fermentacdo, contrariamente, nos alimentos ndo fermentados qualquer levedura com
capacidade de alterar sensorialmente estes alimentos pode ser vista como levedura de
alteracdo. Na industria enolégica, onde o processo de fermentacdo alcodlica ocorre na
presenca de muitas espécies de leveduras e bactérias (estas Ultimas, sdo maioritariamente
lacticas e acéticas), é muito dificil tracar uma linha entre a actividade benéfica da fermentagéo
e a actuacédo das leveduras de alteracdo. Por esta razdo, raramente se observam altera¢gdes do
vinho durante este processo, sendo na maioria das vezes observadas durante o
armazenamento, envelhecimento ou processo de engarrafamento (Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003).

Conforme consta na Figura 1, as leveduras de alteracdo podem ainda ser subdivididas em
leveduras de alteragcdo sensu lato e leveduras de alteracdo sensu stricto (Loureiro & Malfeito-
Ferreira, 1993). As primeiras englobam as espécies capazes de alterar as caracteristicas
organolépticas do vinho, independentemente da sua resisténcia aos processos tecnolégicos de
estabilizacdo e aos varios tipos de conservantes usados na industria. As leveduras sensu
stricto sdo as mais perigosas, uma vez que dispdem de mecanismos de grande resisténcia a
condicbes ambientais de stress, podendo mesmo afectar vinhos que foram processados e
engarrafados de acordo com as boas praticas de fabrico (Loureiro, 1994).

No caso de bebidas alcodlicas, como por exemplo vinhos, ndo existem normas legislativas
relativamente aos pardmetros microbiolégicos, dado que os vinhos ndo costumam ser
contaminados por microrganismos patogénicos. Além disso, embora a presenca de leveduras
de deterioracéo seja indesejavel, ndo constitui um potencial risco para a saide do consumidor,
como seria no caso da ingestdo de microrganismos patogénicos. Mas, por outro lado, como o

consumidor é cada vez mais exigente em relagdo a qualidade do produto, as adegas podem



optar por fixar normas internas no ambito do seu sistema de controlo de qualidade (Schuller,
1998). Na maioria das adegas da Australia, por exemplo, o vinho é aceitavel quando nao
apresenta leveduras numa garrafa de 750 mL. Algumas adegas toleram até 30 leveduras em
750 mL do produto. Quando a analise rotineira indica a possivel presenca de Saccharomyces
cerevisiae e Hanseniaspora ou Zygosaccharomyces bailii, os resultados deverdo ser
confirmados por um especialista antes da implementacdo de um plano de ac¢do, com o
objectivo de identificar a possivel origem das leveduras contaminantes e de as eliminar
(Andrews, 1992).

No entanto, sabe-se que ao longo de toda a vida de um vinho existem determinadas
alteragcfes na sua composicdo quimica que lhe séo favoraveis. Normalmente, essas alteracdes
acontecem durante a fase de estagio e posteriormente na fase de envelhecimento, tendo as
leveduras um papel determinante na formacéo de compostos arométicos benéficos.

Contudo, existem algumas alteragbes negativas em que o produto fica muito danificado,
levando a depreciacéo por parte dos consumidores e a consequentes perdas econémicas para
0s produtores. As principais alteracfes pela accdo de leveduras, que pdem em causa a
gualidade do vinho, sé@o a refermentacdo, a formacdo de biofilmes (também conhecidos por
véus) e a producao de fendis volateis (Pina, 2000).

A levedura S. cerevisiae € considerada a principal responséavel pela fermentagéo alcodlica e
consequente transformagdo do mosto em vinho. Mas, por outro lado, também pode ter o papel
de microrganismo de refermentacdo, principalmente quando 0s vinhos apresentam uma
quantidade de aclcares residuais superior a 2 g/L. Esta alteracdo, que é notada pela producéo
de diéxido de carbono e ocorréncia de turvagcédo, advém da permanéncia de algumas leveduras
activas, muitas vezes, mesmo apos o engarrafamento (Kunkee & Bisson, 1993). Tendo isto em
conta, as leveduras responsaveis (Tabela 1, Anexo) podem surgir apenas no final da
fermentacdo, como Saccharomyces spp., ou de contaminacdo, nomeadamente
Zygosaccharomyces bailii (Gomes, 2000).

A formacédo de biofilmes na superficie do vinho acontece, normalmente, durante o seu
armazenamento em barricas, depdsitos e garrafas com excessiva camada de ar, sendo as
leveduras dos géneros Hansenula, Kloeckera, Pichia, Metchikowia e Debaryomyces, as
responsaveis por este tipo de alteracao (Kunkee & Bisson, 1993). A producéo de fendis volateis
nos vinhos tem origem microbiana e estad normalmente associada a condi¢bes de dificil
higienizacao dos equipamentos. Como exemplo, as barricas de madeira, devido a sua estrutura
e a porosidade do préprio material, sdo muito dificeis de higienizar correctamente (Gomes,
2000). No entanto, muitos efeitos prejudiciais podem ocorrer antes mesmo da fermentacao [e.g.
acetato de etilo produzido por Pichia anomala (Plata et al., 2003) ou na fase inicial de
fermentacdo (e.g. a producdo de acetato por Kloeckera apiculata / Hansaniaspora uvarum
(Romano et al., 1992)].

Apesar de as leveduras assumirem um papel preponderante na contaminacdo e nas
possiveis alteragdes do vinho, espécies de bactérias (principalmente lactico e acético) ndo

estao isentas de uma possivel propagacéo nefasta na industria de vinho.



As bactérias acéticas sdo as responsaveis pela fermentacao acética (transformacdo do
etanol por oxidacdo em acido acético) conferindo o gosto caracteristico de vinagre.
Inicialmente, as bactérias acéticas foram designadas por Micoderma vini. Depois, em relagao
ao aspecto morfolégico, foram classificadas em trés espécies: Bacterium aceti, Bacterium
pasteurianum e Bacterium kurtzingianus. Somente em 1898 foram classificadas como sendo do
género Acetobacter. Actualmente, as bactérias acéticas pertencem a familia
Pseudomonodaceae; aos géneros Acetobacter e Gluconobacter. As principais espécies de
bactérias acéticas sdo: Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter xylinum,
Acetobacter schitzenbachii e Gluconobacter oxydans. Estas sdo particularmente instaveis,
com variagcdes de propriedades bioquimicas e um acentuado polimorfismo. As principais
espécies de Acetobacter apresentam-se nas formas de bastonetes e cocos, formando cadeias
e filamentos.

Para além destas, existem também as bactérias do &cido lactico (BAL) que sdo usualmente
incluidas no grupo das gram positivos, formando bacilos ou cocos, ndo formam enddésporos e
sdo imoveis (ou raramente mdveis). Sao microrganismos quimioorganotréficos com
metabolismo estritamente fermentativo (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Wood e Holzapfel, 1995).
As BAL tém um potencial de aplicacdo muito diversificado e sdo extremamente importantes na
fermentacéo de diversos produtos alimentares (Chambel, 2001). Estas podem encontrar-se em
ambientes muito diversos (e.g. alimentos e bebidas fermentados, plantas, frutos, solo, dguas
residuais) e também fazem parte da microflora dos tractos respiratorio, intestinal e genital do
homem e de animais (Wood & Holzapfel, 1995; Chambel, 2001). No vinho, este grupo de
microrganismos é responsavel por um processo fermentativo secundario e esta envolvido na
libertacdo de compostos arométicos. Ocasionalmente, a producdo de metabolitos indesejaveis
por parte destes microrganismos pode provocar alteracdes das propriedades organolépticas e
das caracteristicas toxicolégicas/higiénicas do produto final (Lonvaud-Funel, 1999). De acordo
com os dados obtidos por Lafon-Lafourcade et al. (1983), no final da maturacéo das uvas as
BAL isoladas sdo pouco diversificadas e bastante reduzidas em namero (10o a 10* ufc/mL),
aumentando ligeiramente apds a prensagem e encontrando-se no mosto de 10% a 10* ufc/mL
(Wibowo et al., 1985; Lonvaud-Funel, 1995; Lonvaud-Funel, 1999). As principais espécies de
BAL ja referenciadas por diversos investigadores como tendo sido isoladas nesta fase do
processo de vinificagdo s&o: Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, Lb. brevis, Lb.
confusus, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus e Oenococcus oeni (esta Ultima
€ a espécie que domina nesta fase e realiza a fermentagao malo-lactica) (Costello et al., 1983;
Lafon-Lafourcade et al., 1983; Fleet et al., 1984; Pardo e Zufiiga 1992; Fleet, 1993; Fugelsang,
1997).

As leveduras, por competirem pelos nutrientes e por produzirem substancias inibidoras
(etanol, SO,, acidos gordos de cadeia média), retardam o crescimento das BAL durante a
fermentacdo alcodlica (Wibowo et al., 1985; Carreté et al., 2002; Carreté et al., 2006; Ribérau-
Gayon et al.,, 2006). Contudo, as leveduras também podem ter um papel estimulante no

crescimento das BAL e na actividade malo-lactica (Capucho & San Romao, 1994).



1.3 Sistema de HACCP em adega

Durante muito tempo, o conceito do controlo de qualidade na inddstria alimentar baseou-se
apenas no controlo do produto final. A aplicacdo do conceito ‘Hazard Analysis Critical Control
Point’ (HACCP), que pode ser designado por analise de risco e definicdo de pontos criticos,
constitui um sistema preventivo para a garantia de qualidade. A utilizacdo 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.

Para implantar o sistema HACCP numa empresa € preciso aplicar os sete principios
estabelecidos pelo Codex Alimentarius, que é o Comité Conjunto ‘Food and Agriculture
Organization/World Health Organization’ (FAO/WHO), cuja fungdo principal é estabelecer
normas e padrbes para alimentos. Para além deste comité, outras entidades redigiram normas
e directivas para a higiene e qualidade dos produtos. Os perigos a seguranca alimentar séo
classificados em microbiolégicos, quimicos e fisicos (Guia, 2000). Na vinificagdo, 0s perigos
microbiolégicos referem-se aqueles relacionados com as “doengcas do vinho” e a
microrganismos deteriorantes, oriundos do ambiente, dos equipamentos usados no processo e
dos trabalhadores da é&rea vinicola. Assim, uma incontrolada proliferacdo de microrganismos
pode, eventualmente, levar a uma deterioracdo do produto e, consequentemente, a perdas
econdmicas elevadas. No vinho ha um risco reduzido de contaminacao por patogéneos, devido
ao seu baixo pH, ao alto teor alcodlico e a presenca de dioxido de enxofre. O dioxido de
enxofre tem sido considerado uma importante ferramenta no controlo do crescimento
microbiano. Contudo, a sua adi¢cao no vinho tem vindo a diminuir nos dltimos anos, facilitando
disseminagdo de microrganismos quando as praticas de higiene ndo sao eficientes. A
higienizacdo dos equipamentos € uma tarefa que, ao ser bem executada, permite a redugéo da
maioria dos problemas microbianos. Esta prética € usualmente definida como um procedimento
que permite reduzir o nimero de células viaveis a um nivel aceitavel, distinguindo-se da
esterilizagdo que tem por objectivo a eliminacdo da totalidade das células viaveis.
Adicionalmente, a higienizacdo tem um segundo objectivo que € eliminar os ambientes
propicios ao crescimento dos microrganismos (Fugelsang, 1997). A higiene deve ser preventiva
em detrimento de uma abordagem correctiva podendo-se, na maioria dos casos, evitar
procedimentos agressivos para os materiais, com custos economicos elevados. As instalacdes
da adega e os equipamentos devem ser limpos regularmente de acordo com os procedimentos
estabelecidos nos planos de higiene. Estes planos definem os procedimentos a executar, a sua
periodicidade, os produtos e 0s respectivos parametros de utilizacdo. Por sua vez, inserem-se
no sistema de autocontrolo e responsabilizam os dirigentes pelas tarefas de higiene na adega
(Rosa, 2008).

Determinados equipamentos de adega apresentam uma estrutura complexa nas
canalizagbes de passagem do vinho, que dificulta muitas vezes a eficiéncia da higienizacéo.
Isto deve-se ao facto de existirem estreitamentos, onde pode haver facilidade de acumulagéo
de residuos de vinho, com o consequente crescimento de microrganismos que, numa posterior

utilizacdo dos equipamentos, se disseminam no vinho.



Analise de risco
A primeira intervencéo na elaboracédo de um sistema de HACCP é a descrigdo completa do

produto, o0 modo da sua utilizacdo, bem como a elaboracédo de um diagrama de fluxo detalhado
relativamente ao seu processo de producdo. Neste diagrama, devem ser especificadas
possiveis origens de riscos e alguns destes encontram-se inseridos nos seguintes pontos:
e Matérias-primas ou ingredientes que podem apresentar microrganismos ou
metabolitos indesejaveis;
e O potencial de contaminagéo nas varias fases de processamento;
e Produtos intermediarios que permitam o crescimento ou a sobrevivéncia de
microrganismos;
e Medidas de controlo de riscos como, por exemplo, a introducéo de processos
letais ou bacteriostéticos.
Identificagdo de pontos criticos de controlo
Os pontos criticos de controlo, por definicdo, referem-se aos locais ou processos
tecnoldgicos onde é possivel exercer controlo sobre os riscos anteriormente identificados, com
0 objectivo de os minimizar ou eliminar. Um dado processo de aquecimento ou de reducéo de
pH pode ser identificado como ponto critico (Schuller, 1998)
Estabelecimento de critérios para os pontos criticos de controlo
Para cada um dos pontos devem definir-se critérios de avaliagdo, bem como limites criticos
que indicam se o processo tecnoldgico esta a decorrer conforme planeado. Possiveis critérios
podem ser, por exemplo, a temperatura, pH, actividade da agua, concentracao de sal ou a
textura de um produto intermediario.
Processos de monitorizag@o de pontos criticos de controlo
A introducdo de processos de monitorizacdo (no caso ideal, serdo processos de
monitorizacdo continua) permite a deteccdo de eventuais desvios de limites criticos
previamente estabelecidos. Em geral, os critérios microbiol6gicos ndo sdo aplicados em
processos de monitorizacdo, devido ao longo periodo de tempo desde a inoculagdo até a
obtencgédo de resultados. Pode aplicar-se este tipo de analise na avaliagdo da matéria-prima. O
actual desenvolvimento de métodos microbiolégicos rapidos, em especial na deteccdo de
bactérias especificas, vai constituir futuramente uma ferramenta valiosa no processo de
monitorizacao de pontos criticos (Vanne et al., 1996).
Registos e verificacfes nos sistemas de HACCP
O sistema HACCP deve ser documentado e sempre actualizado, incluindo todo o sistema
de monitorizagéo, intervencdes e alteracdes. O bom funcionamento do sistema HACCP deve
ser controlado por inspecgdes periédicas, que incluem a verificagdo dos processos de limpeza
do equipamento, bem como dos produtos intermediarios e produtos finais, por analises
microbiolégicas detalhadas, que fornecem informag8es quantitativas e qualitativas (Pichhardt
1993; Adams & Moss 1995).
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Parametros a ter em conta na higienizacdo de uma adega
Um parametro muito importante para a higiene de uma adega é a qualidade da agua. Este

solvente universal é o principal recurso quando se efectua uma higienizacdo, servindo tanto
para a aplicacdo dos detergentes e anti-sépticos como para o0 enxaguamento dos
equipamentos. Sendo assim, parte-se do principio que a agua deve estar isenta de
microrganismos patogénicos e de deterioracdo do vinho. Aguas com muito célcio e/ou
magnésio, ou seja aguas de dureza elevada, interferem com a eficiéncia dos detergentes
(particularmente os bicarbonatos), contribuindo para a formacédo de precipitados. Além deste
aspecto, a agua ndo podera também ter sabores ou cheiros estranhos e nédo ultrapassar o
ndmero de bactérias superior a 50 ufc/100ml, nem conter bactérias coliformes (Pina, 2000). A
Quinta Monte d’Oiro possui filtros esterilizantes em todas as saidas de agua, assim como,
procede as diversas andlises rotineiras, para que, desta forma, a agua seja utilizada com
seguranca e em diversas tarefas e actividades enoldgicas.

Alguns precipitados apresentam estrutura ideal a acumulagdo de residuos orgéanicos e,
consequentemente, de microrganismos tornando a higienizacdo mais dificil (Zoecklein et al.,
1999). Para aumentar a eficiéncia da higienizacdo convém que os materiais utilizados nos
equipamentos apresentem uma superficie higiénica, ou seja, superficie em que a adeséo da
sujidade ndo acontec¢a facilmente. O aco inoxidavel de baixa rugosidade esta considerado
como o melhor material higiénico, uma vez que a sua formagéo € constituida por fissuras de
menor tamanho e, por sua vez, menor acumulacéo de sujidades e menor tempo de limpeza. O
cimento é um material de revestimento ainda muito encontrado e o facto de ser muito rugoso
dificulta a sua higienizacéo. E também de ter em conta que este material é rico em ferro e
célcio, constituintes inconvenientes para o vinho. Normalmente este material € revestido com
resinas ‘epoxi’ pois, para além de facilitar as operacdes de higiene, evitam possiveis causas
férricas, assim como formacéo de cristais neutros de tartarato de célcio (Rosa, 2008).

Um outro material contactado pelo vinho é a madeira. Maioritariamente de carvalho, este
material é bastante utilizado nos vinhos tintos e em alguns brancos. A madeira é, de facto,
muito dificil de higienizar, uma vez que este material € constituido por inmeros poros que
facilmente acumulam sujidades, formando um habitat propicio ao desenvolvimento de
determinados microrganismos de contaminacdo (Yap, 2008). A sujidade orgéanica resulta dos
residuos de vinho, leveduras, bactérias e fungos, pigmentos e tartaratos. Durante a
fermentacdo alcodlica algumas substancias formadas por processos bioquimicos e fisicos
precipitam e aderem as paredes interiores dos tanques. Quimicamente, sdo residuos de
fermentacdo, proteinas, produtos de decomposicdo de proteinas precipitadas, normalmente
combinados com taninos. Quando os residuos resultam dos sais que compdem a dureza
temporéaria da agua estamos perante uma sujidade inorganica. Os sais de célcio e magnésio
presentes na agua reagem com o0s componentes do mosto originados pela fermentacao e
formam oxalatos insoluveis de calcio e magnésio. Estes contaminantes combinam-se
frequentemente com a sujidade organica (Rosa, 2008).

Com o uso dos equipamentos de adega, nomeadamente os que entram em contacto com o

vinho e/ou mosto, aumenta a facilidade de acumulacdo de sujidade e potencial propagacéo de
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microrganismos. As operacdes de lavagem consistem em remover essa sujidade e devem ser
feitas imediatamente apds a utilizacdo dos equipamentos, recorrendo ao uso de quimicos
eficientemente adequados e compativeis com os materiais. Certas adegas utilizam a técnica de
limpeza preliminar, em que a remocao da maior quantidade dos detritos é efectuada antes do
recurso aos detergentes. Pode ser necesséria a utilizagdo manual de escovas, no entanto, é
importante ter em conta a resisténcia dos materiais a accdo mecanica. Os detergentes séo,
posteriormente, adicionados com o intuito de eliminar os depdsitos ndo visiveis (Fugelsang,
1997). Outro factor a ter em conta, no que diz respeito a eficiéncia da lavagem, é o tempo de
contacto, que quanto maior, melhor a qualidade da limpeza. Porém, devem ter-se em
consideragdo as necessidades da producdo, que normalmente exigem higienizacdes rapidas
gue garantam a mais rapida disponibilizacdo do equipamento para producao.

Uma vez removida a maior quantidade de residuos utilizam-se os detergentes, com o
objectivo de solubilizar os detritos mais dificeis de remover. Cada detergente tem propriedades
de accdo Unicas, o que permite seleccionar o quimico em funcdo do tipo de sujidade. O
incremento da temperatura da &gua e a sua aplicacdo no processo a alta presséo
proporcionam uma melhoria no desempenho, redu¢do da quantidade de agua utilizada e no
tempo do procedimento. A formulagdo de um determinado detergente é, normalmente,
composta por diferentes componentes e possuem diferentes finalidades nas operacdes de
lavagem. Os que mais se destacam sdo os alcalinos, polifosfatos (quelantes), agentes
tensioactivos e os acidos.

A higienizacdo é uma importante operacdo que deve ser feita apdés a limpeza dos
equipamentos. Apesar da maioria dos microrganismos serem eliminados durante o processo de
limpeza, assim como os residuos que lhes servem de suporte, € muito importante considerar
gque 0S microrganismos que restam representam uma elevada percentagem e risco. A
higienizacdo serve para eliminar todos os microrganismos resistentes aos procedimentos de
limpeza.

Na industria enoldgica € comum a utilizacdo de produtos com acgdo combinada detergente
e anti-séptica, pois tornam as operac6es de higiene menos morosas. Contudo, a sua eficiéncia
€ inferior quando comparada com os procedimentos de higiene em que os passos de limpeza e
desinfeccdo sdo executados em separado e com produtos especificos a cada operagdo. Os
produtos mais utilizados na actualidade s&o derivados de cloro, iodo, componentes
guaternarios de amonia e o dioxido de enxofre (SO,).

Existem ainda determinados procedimentos que permitem higienizar fisicamente, sem se
recorrer ao uso de produtos quimicos; o vapor de agua, a aplicagdo de raios ultravioleta, o
ozono (O3) e, mais recentemente, os ultra-sons sdo 0s principais métodos de higienizacédo
fisica (Yap, 2008).

Os anti-sépticos alcalino-clorados, embora com tendéncia de abandono progressivo nos
Gltimos anos devido ao serem potenciadores de problemas organolépticos no vinho, continuam
a ser muito usados e reconhecidos pelo facto de eliminarem todos os microrganismos,

bacteriéfagos e esporos (Fugelsang, 1997).
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O dioxido de enxofre, composto muito utilizado na indUstria enolégica como agente inibidor
do desenvolvimento de microrganismos no vinho, pode também ser utilizado como anti-séptico
de equipamentos. Porém, a sua eficiéncia estd muito dependente do pH, das caracteristicas
fisicas das superficies e do nivel de detritos organicos (Fugelsang, 1997).

Posto isto, existe um elevado nimero de técnicas e produtos quimicos, levando a
possibilidade do enologo poder optar pela conjugacéo que considere mais eficiente. A Quinta
Monte d’Oiro aplica algumas das técnicas e produtos usados actualmente e que foram
anteriormente referenciados, respeitando todos os procedimentos auto implementados.

Relativamente a procedimentos de higiene, a adega pode ser dividida em cinco zonas:
material de vindima e recepcdo de uvas; vinificagdo e armazenagem (Cubas); sala de
barricas/estagio; laboratério e Armazém. O presente trabalho teve como objectivo estudar
somente as zonas de vinificagdo, armazenagem e laboratorio. A maioria dos equipamentos a
higienizar numa adega requerem procedimentos denominados ‘clean in place’ (CIP). Este é
geralmente utilizado em situacdes em que a limpeza manual ndo pode ser realizada facilmente,
ou mesmo em situacBes de total impossibilidade de alcance manual. Este sistema permite a
higienizacdo das partes e pecas de uma instalagdo de produgcdo de uma inddstria, sem
necessidade de desmontagem dos equipamentos e tubulagfes, através da circulagdo da
solugdo quimica. Basicamente, um sistema CIP é composto por bombas centrifugas radiais
(provocam tubulacdes para avango e retorno de solucéo), tanque de solugdo CIP (onde é
armazenada a solucao de limpeza) e dispositivos aspersores (Forni, 2008).

Normalmente, o ciclo de higienizacdo é composto pelas etapas de pré-enxaguamento,
aplicacdo de detergente, eliminacdo do detergente por enxaguamento, aplicacdo do anti-
séptico e enxaguamento final. Nalguns casos, em que se utilizam bases fortes, é aplicado acido
citrico, que actua como neutralizante de pH antes do enxaguamento final. Nas cubas de
armazenamento pode ser utilizado o sistema de limpeza CIP mas existem determinados pontos
nos quais a possibilidade de acumulacédo de sujidade é maior. Sdo exemplos as torneiras de
amostra, escalas, juntas e valvulas. Nestes locais, pode recorrer-se ao auxilio de escovas
apropriadas para o procedimento. Na higienizacdo de barricas existem determinados
equipamentos que permitem efectuar uma boa limpeza e eliminar parcialmente a carga
microbiana. Actuam com o auxilio de dgua a elevada temperatura e pressdo por meio de um
aspersor rotativo que € introduzido dentro da barrica. O equipamento permite variar
bruscamente a temperatura da dgua, sendo efectuados diversos ciclos consoante o estado de
sujidade da barrica.

A zona de enchimento é a area onde o vinho entra, pela ultima vez, em contacto com os
equipamentos, sendo por isso uma zona onde os cuidados de higiene sdo muito importantes,
quer a nivel de circuitos internos (membranas/filtros, bicos de enchimento, o injector de azoto e
a rolhadora) quer dos exteriores dos equipamentos. A aplicacdo de um sistema de limpeza CIP
permite um melhoramento na totalidade do procedimento de higiene, contudo pode néo ser
eficaz (Rosa, 2008).

13



Existem, dentro do ambito da enologia, determinadas técnicas de monitorizacdo que
permitem verificar a qualidade dos procedimentos de higiene. O principal objectivo &, sem
davida, tentar pesquisar deficiéncias nos procedimentos, para se pdr de parte os problemas
que advém do desenvolvimento de microrganismos ndo desejaveis. Também deve ser sempre
controlada a qualidade da Gltima agua do enxaguamento final do processo, com o intuito de se
verificar se resta algum quimico no equipamento no final do procedimento que possa depois
ser arrastado pelo vinho. Este tipo de controlo deve ser efectuado em laboratério ou na adega
através de kits apropriados. Parte-se do principio que, quando aplicados os procedimentos de
higiene, os resultados serdo uma reducdo significativa na populacdo microbiana do
equipamento. Contudo, dependendo do grau de acumulagcdo dos detritos e do esforgo
despendido na limpeza, os procedimentos poderdo ndo ser eficientes. O método mais simples
para a avaliagdo das operacgfes de higiene é o sensorial, podendo verificar-se irregularidades
através da visdo, tacto e olfacto. Contudo, esta avaliagdo sensorial rapida serve simplesmente
para um controlo basico e impreciso e ndo pode ser aplicada a todos os equipamentos. Para
um controlo preciso deve recorrer-se a analises microbiolégicas. Neste tipo de analises,
utilizam-se normalmente zaragatoas de algodao para recolher os microrganismos, utilizando-se
uma area de recolha padrdo. Contudo, estes métodos apresentam algumas limitacdes que
tornam a contagem dificil, entre as quais: a natureza das superficies (mais problematicas as
irregulares); definicdo da area de recolha de amostra; a quantidade de pressdo exercida na
zaragatoa durante a recolha; o tempo que demora todo o processo e a incerteza da recolha da
totalidade dos microrganismos na superficie.

E também de se ter em conta o facto de as superficies terem fungos filamentosos
provenientes da atmosfera da adega que, ao contaminarem as amostras, influenciam os
resultados das analises.

Os métodos de recolha de amostras por zaragatoa envolvem a aplicacdo de um algodéo
esterilizado sobre uma superficie e transferido para um diluente, que é posteriormente agitado
para se separarem as células viaveis da zaragatoa. O diluente é depois filtrado por uma
membrana com tamanho de poro muito reduzido (0,45 um), sendo essa membrana transferida
para um meio de cultura apropriado. Nas superficies lisas pode recolher-se a amostra de
microrganismos por placas de contacto, ou seja, pressionando placas com um meio de cultura
especifico contra as superficies higienizadas. Em teoria, as células viaveis sao transferidas
directamente para a placa. Contudo, o tempo de contacto entre a superficie e 0 meio € uma
variavel que afecta o sucesso dos resultados (Fugelsang, 1997). Neste trabalho, para além da
andlise de superficies analisaram-se aguas de enxaguamento. Estas séo recolhidas apés o
equipamento ter sofrido uma acg¢é@o quimica para sua higienizacdo e ocorrer 0 enxaguamento

final (3% lavagem, com agua).
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1.4 Técnicas e métodos de analise microbioldgica

Na area da vinificagdo, € de extrema importancia pratica a identificacdo correcta e a
diferenciagdo ou tipificacdo dos microrganismos envolvidos nas diferentes etapas de
processamento, desde a matéria-prima até ao produto final, incluindo quer os responsaveis por
processos fermentativos, quer os contaminantes ou os microrganismos de deterioracao (Inés,
2007).

A escolha de um desenho de um meio de cultura torna-se fundamental e de elevada
importancia apesar de, na pratica, considerar-se que ndo existe um meio de cultura ideal que
satisfaca todos os requisitos para uma enumeracédo e identificacdo de toda flora dos alimentos
elou bebidas (Hocking & Pitt, 1992; Baumgart, 1993). No entanto, existe um elevado nimero
de meios de cultura que permitem avaliar com uma boa aproximacdo as popula¢cbes de
leveduras/bactérias presentes num determinado produto. Assim, 0os meios de cultura para o
isolamento de microrganismos podem ser classificados como meios de cultura gerais ou de
selectivos. Os primeiros permitem o desenvolvimento da maior parte dos principais grupos de
microrganismos. No entanto, € importante salientar que ndo se dispde de um meio "universal"
que permita a recuperacdo de qualquer tipo de microrganismo com elevada eficiéncia e a sua
composicdo devera ser, sempre que possivel, a mais parecida com as caracteristicas do
“habitat” natural dos microrganismos em estudo. Neste trabalho utilizou-se particularmente o
meio GYP (Leveduras) e o TSA-YE (bactérias). Posteriormente, usou-se um meio designado
DBDM, um meio de cultura selectivos e diferencial. Este meio selectivo permite a proliferagdo
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. Poder-se-4 ainda incorporar antibiéticos como
oxitetraciclina, clorotetraciclina, cloranfenicol, gentamicina e estreptomicina, incorporados nos
meios de cultura a concentragbes de 10 a 100 mg/L, sendo estes uns eficientes inibidores do
crescimento bacteriano. O cloranfenicol é 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, representando uma vantagem do ponto
de vista laboratorial para identificacdo de leveduras (Beuchat, 1993; Jarvis e Williams, 1987).

Actualmente, a indUstria alimentar necessita de recorrer a diversas técnicas e métodos de
analises microbiolégicas e moleculares que permitam a identificacdo de contaminantes. Estes
métodos podem ser utilizados na discriminacdo dos diferentes taxa (géneros, espécies e
estirpes) de microrganismos e que podem ser classificados em fenotipicos (classicos), que se
baseiam em caracteres morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos; e genotipicos (ou
moleculares), se tém como alvo os &cidos nucleicos.

Uma vez que os métodos convencionais/classicos, tradicionalmente usados na identificagcao
de espécies de microrganismos, conduzem, em alguns casos, a incorrectas classificagcdes de
espécies ou a falsas identificacdo ao nivel da estirpe, procedeu-se por parte da indUstria do
vinho a uma particular procura de técnicas moleculares. Assim, estas visam colmatar os

métodos classicos e, que sejam ao mesmo tempo, relativamente mais rapidas, simples, com
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maior fiabilidade e reprodutibilidade. Estas técnicas baseiam-se fundamentalmente na técnica
de amplificacdo de DNA por reaccdo em cadeia da polimerase (Swaninathan & Barrett, 1995;
van der Vossen et al., 1996).

Pode afirmar-se que a técnica de (‘polimerase chain reaction’ — PCR), constitui uma
ferramenta basica para inGOmeras metodologias de andlise do DNA, consistindo
fundamentalmente na amplificacdo de determinados segmentos de DNA. O processo € iniciado
com a desnaturacdo da dupla hélice da molécula de DNA por aplicacdo de temperatura
elevada. Ap6s o abaixamento da temperatura, dois oligonucleétidos de cadeia simples,
complementares as regides flanqueadoras do segmento que se quer amplificar e que
funcionam como iniciadores ou primers, ficam orientados de modo a que a sintese de DNA
actue na regido limitada por estes e que lhes permita assim ligar-se a essas regides, dando
inicio & sintese do DNA por ac¢do de uma DNA polimerase termostavel (enzima Taq). Ciclos
de desnaturacdo, de ligacdo dos primers e de extensdo dos mesmos por accao da DNA
polimerase sdo repetidos varias vezes, resultando na amplificacdo do segmento alvo. A grande
vantagem da utilizacdo da técnica de PCR baseia-se na necessidade de uma pequena
quantidade de DNA para efectuar a analise, o qual ndo necessita de estar muito purificado. A
amplificacdo pode mesmo ser efectuada a partir de células lisadas sem posterior extrac¢éo ou
purificagdo do DNA (Casal et al., 2004).

As metodologias que tém por base o PCR permitem diferenciar microrganismos,
nomeadamente leveduras e bactérias, a diferentes niveis, que variam desde género a sub-
espécie (Ness et al.,1993), sendo o nivel de discriminacdo determinado pelo método utilizado
(van der Vossen et al., 1996). Assim sendo, o poder discriminante de um método de
diferenciagdo ou tipificacdo define a sua capacidade para distinguir entre isolados muito
semelhantes da mesma espécie, reconhecendo cada isolado ndo relacionado como Unico, e
depende da variabilidade do alvo para o qual estd direccionado no grupo particular de
microrganismos em estudo. O potencial identificativo de um meétodo de caracterizagdo é
determinado pela sua capacidade de permitir o posicionamento de isolados néo identificados
numa classificagdo pré-existente, i.e. permitir a discriminacao dos isolados de uma determinada
espécie relativamente a isolados pertencentes a espécies proximas. O potencial identificativo
de um método depende assim do grupo de microrganismos em estudo e do sistema de
classificacdo subjacente (Tenreiro, 1995; Chambel, 2001). Um determinado método pode ter
potencial identificativo e/ou poder discriminante e a selec¢do dos métodos a aplicar deve ser
feita tendo em consideragéo o seu poder discriminante no grupo particular de microrganismos
em estudo e o fim a que se destinam, identificacéo ou diferenciacéo (Inés et al., 2009).

O objectivo deste trabalho foi avaliar microbiologicamente os procedimentos de higiene, em
diversas areas criticas de contaminacdo de uma adega (Quinta Monte d’Oiro), enquadradas
nos pré-requisitos de um sistema de HACCP. Para isso, fez-se a analise de microrganismos
existentes nos equipamentos (depois de se efectuarem os procedimentos de higiene) em dois
periodos do mesmo ano, especificamente em Junho e Setembro 2010. Para uma melhor

compreensao da flora microbiana, e na tentativa de conhecer as vias/fontes de contaminacao,
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foi utilizado um agregado de métodos/técnicas, que permitiram, deste modo, identificar e/ou
diferenciar as espécies ou estirpes responsaveis pela contaminacédo/degradacdo do produto
final. Optou-se, portanto, pelos Métodos Fenotipicos Classicos (i) caracteristicas
morfolégicas, (i) com base em alguns itens do ‘Simplified Identification Method’ (Método de
Identificacdo Simplificado - SIM); e Técnicas Moleculares (ou genotipicos). Para leveduras foi
utilizada a técnica de andlise de polimorfismos de dimensao de fragmentos de restricdo apos
amplificacdo por PCR (PCR-RFLPs) enquanto que, nas bactérias foi utilizada a técnica de
amplificacdo de DNA pelo primer csM13 (M13-PCR ‘fingerprinting’). Posteriormente utilizou-se,
para ambos os microrganismos, a sequenciacdo parcial do rDNA (rDNA 16S para bactérias e
rDNA 26S para as levedura) que apesar de ser utilizada com objectivos diferentes, teve como

principal intuito a identificacdo desses isolados ao nivel da espécie.

Em 1994, Stackebrandt e Goebel apresentaram um estudo de correlacdo entre os
resultados obtidos por Sequenciacdo de rRNA 16S e hibridacdo DNA-DNA. De acordo com
este estudo, valores de homologia de rRNA 16S inferiores a 97% correspondem a valores de
semelhanca DNA-DNA inferiores a 50%, enquanto valores de homologia superiores a 97%
podem corresponder a valores de semelhanca DNA-DNA, que variam entre 10-100%. Apesar
de reconhecerem as vantagens praticas da sequenciacdo de rRNA em relagdo a hibridacao
DNA-DNA, estes autores concluem que o potencial de aplicacdo da analise de sequéncias de
rRNA 16S estd na determinacdo do nivel a partir do qual é necessario realizar ensaios de
hibridacdo DNA-DNA, que fixam em 97% de homologia. Estes autores propuseram ainda a
inclusdo da sequéncia de rRNA 16S numa descricdo polifasica de espécie. Actualmente, a
dimensdo das bases de dados disponiveis permite a identificacdo a nivel de espécie por
comparacdo de sequéncias de rDNA 16S (para valores de homologia superiores a 97%) (Inés
et al., 2009). Com o objectivo de identificar os isolados de algumas leveduras (Basidiomycota e
Ascomycota), procedeu-se a amplificagcdo por PCR da regido D1/D2 do gene do DNA
ribossomal da subunidade maior (rDNA 26S). A regido D1/D2 engloba uma porcédo de cerca de
600 nucledtidos e apresenta uma conservacao intra-especifica que a torna, hoje em dia, alvo
de exceléncia para identificacdo molecular de leveduras. Actualmente, um dos conceitos de
identificacdo de espécie de leveduras (Kurtzman & Robnett, 1998) define espécie como um
grupo de estripes que mostrem menos de 1% de diferengas nucleotidicas do dominio D2 (c.a
300 nucledtidos).

A técnica do ‘Restriction Fragment Length Polymorphisms’ (PCR-RFLPs) baseia-se na
amplificacdo de uma regido gendmica por PCR, seguida de digestdo com enzimas restricdo de
corte frequente (4-6 bp). A separacdo dos fragmentos obtidos € normalmente realizada por
electroforese convencional em gel de agarose (Inés et al., 2009). Neste trabalho, recorreu-se a
analise de restricdo da regido 5,8S-ITS do rRNA das leveduras vinicas, provindo uma
identificacdo ao nivel da espécie de isolados anteriormente analisados fenotipicamente. As

regides do complexo ITS (regibes codificantes e regides variaveis) e o gene 5,8S do rRNA séo
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extremamente Uteis para determinar relac6es geneoldgicas préoximas, uma vez que exibem
uma grande variabilidade interespecifica comparativamente com os genes rRNA 18S e rRNA
28S (Barata, 2008). Para além disso, devido a existéncia de sequéncias conservadas dentro
dessa regido, a baixa variacao intraespecifica revelou-se muito Util para a identificacdo ao nivel
da espécie (Valente et al., 1996). De referir ainda que quase todos os locais de restricdo que
permitiram a discriminacdo de estirpes individuais se encontrem localizados na regido

hipervariavel dos espagadores intergénicos.

Pelo seu lado, o PCR ‘fingerprinting’ € uma designacdo genérica aplicada a metodologias
baseadas em PCR e que originam um ‘fingerprint’ (impresséo digital) de cada microrganismo.
Existe uma grande diversidade de técnicas de PCR ‘fingerprint’, sendo comum a todas o facto
de se basearem na amplificacdo de diferentes regides do genoma por PCR, utilizando apenas
um Unico primer e em condigdes de PCR pouco restritas (‘low stringency’). Estas técnicas
podem ser agrupadas de acordo com a regido alvo do primer no genoma. Assim, nas técnicas
de ‘Random Amplified Polimorphic DNA’ (RAPD) e ‘Arbitrarely Primed PCR’ (AP-PCR) o primer
utilizado liga-se em diferentes regides do genoma, enquanto que nas restantes técnicas (BOX-,
ERIC-, REP-, M13-, ‘microsatellite-primed’-PCR) o primer é dirigido para sequéncias repetidas,
espalhadas pelo genoma. Deste modo, a ligacdo do primer a regides especificas permite a
amplificacdo de sequéncias gendémicas entre esses mini/microsatélites. Consoante o tipo de
sequéncia repetida, as técnicas adquirem designacdes diferentes (Inés, 2007).

Apo6s uma abordagem polifasica, baseada numa caracterizacdo fenética, foi utilizado neste
trabalho o M13-PCR ‘fingerprinting’ para agrupar os inumeros isolados de bactérias em
‘clusters’ de organismos com elevado nivel de semelhanca. A utilizacdo do primer csM13,
derivado da sequéncia ‘core’ do gene da proteina Ill da capside do bacteriéfago csM13,
detectada em copia multipla nos genomas bacterianos, permite a obtencdo de um ‘fingerprint’
complexo caracteristico de cada microrganismo. Esta técnica tem-se revelado uma ferramenta
utii na diferenciacdo de estirpes pertencentes a uma mesma espécie, apresentando
simultaneamente uma elevada reprodutibilidade (Gadanho, 2005; Valério et al., 2005; Chambel
et al.,, 2007). No entanto, em todas estas técnicas, o conteddo informativo fornecido por um
primer pode ser completamente diferente de uma espécie para outra. Assim, pode ser mais ou
menos discriminante, ja que depende da presenca, niumero e localizacdo de sequéncias
complementares ao primer no genoma dos microrganismos a caracterizar, o que causa, por
vezes, a falha de obtencao de alguns perfis de amplificacdo (van der Vossen et al., 1996; Inés,
2007). O produto final consiste numa série de fragmentos de massa molecular variavel que,
guando separados por electroforese em gel de agarose, geram perfis de bandas caracteristicos
do microrganismo (Soll, 2000). De salientar ainda que € uma técnica rapida, de razoavel

implementacéo e de relativos baixos custos.
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2. Material e Métodos

Sempre que ndo haja outra especificacdo, todos os tampdes e solucbes utilizados, bem
como as metodologias usadas, habituais na pratica da biologia molecular, estdo descritos em
Sambrook et al. (1989) e em Rodeia et al. (2011). De igual forma, todas as manipulacdes
microbioldgicas foram realizadas com os devidos cuidados de assépcia.

2.1 Recolha de amostras

Neste trabalho, ap6s um periodo/estagio de envolvimento pessoal na apreensdo das
diversas tarefas e metodologias de enologia praticadas na Quinta Monte d’Oiro, procedeu-se a
recolha de amostras, efectuadas durante duas visitas a adega, nomeadamente no dia 28/Julho
e 7/Setembro de 2010. Estes pontos de amostragem foram efectuados apds uma higienizagéo
dos equipamentos e afins, com o intuito de se contabilizar a redu¢éo da carga microbiana apés
a implementacéo do Plano de HACCP desenvolvido pela adega. Também foram recolhidas
amostras da agua da rede da adega, da agua de enxaguamento dos equipamentos e do
ambiente da sala de barricas através de placas de ambiente.

As recolhas (Tabela 2) foram efectuadas em zonas especificas dos equipamentos,
recipientes e acessorios de vindima, assim como objectos/materiais existentes nas areas de
vinificag&o e armazenagem da Quinta Monte d’Oiro.

Na maior parte dos equipamentos, em ambas amostragens, procedeu-se a recolha de
amostras através de zaragatoas, tendo em conta a area da superficie de passagem. Apods a
recolha, as zaragatoas foram colocadas em tubos de vidro, com tampa de algodao, contendo
10 mL de solucdo de Ringer, esterilizada. Procedeu-se ainda a recolha de &guas de
enxaguamento provenientes do Ultimo enxaguamento de cada processo de higienizagéo,
nomeadamente a 32 lavagem. Para além destas recolhas, ainda se empregaram placas de
impresséao/contacto com meios DBDM (selectivo para leveduras do género Dekkera) e placas
com meio GYP.

Foi também realizada uma amostragem ao ambiente da sala de barricas. Para este efeito
foram colocadas na sala seis placas de Petri abertas contendo meio YM-Agar durante 10 min.
Decorrido este tempo as placas foram fechadas e seladas com pelicula parafiime. Todas as
amostras foram transportadas em malas refrigeradas. Devido a impossibilidade de se
realizarem as analises no proprio dia, as amostras foram acondicionadas 4°C, e analisadas

sempre no dia a seguinte a recolha.
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Tabela 2. Locais de recolha das amostras e localizagio na adega. * As letras correspondem aos locais assinalados na

planta da adega apresentada em Anexo.

Data de
amostragem

Equipamentos

Pontos de Amostragem

Localizacao na
planta da adega *

28 de Julho
2010

CubalF

Torneira

Parede da Cuba

(a)

Cuba 23

Base

Torneira

Tampao/Borracha

Parede da Cuba

Camara-de-ar

(d)

Cuba 1

Provadeira

Torneira do Nivel

Base

(b)

Linha de
Enchimento

Bomba Peristéltica (unido da
mangueira, cima)

Bomba Peristéltica (unido da
mangueira, baixo)

Unido da Bomba (saida 1)

Unido da Bomba (saida 2)

(e)

Unido da mangueira

Mangueira

(f)

Material de
vindima

Balde

Recipiente/Caneco

(c)

7 de Setembro
2010

Cuba 1

Provadeira

Torneira do nivel

Base

(b)

Material de
vindima

Densimetro

Refractbmetro /termdmetro

(9)

Caixa de colheita 1

Caixa de colheita 2

Caixa de colheita 3

(h)

Tapete (uvas)

Tapete (escada)

(i)

Avental da Prensa

Prensa

(i)

Desengacador

Esmagador (vinho)

(h

Balde

(c)

Linha de
Enchimento

Bomba Peristéltica (unido da
mangueira, cima)

Bomba Peristaltica (unido da
mangueira, baixo)

Unido da Bomba (saida 1)

Unido da Bomba (saida 2)

(e)

Unido da mangueira

Mangueira

()
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2.2 Isolamento e purificacéo

O processo de isolamento dos microrganismos (leveduras e bactérias) aplicado esteve
directamente relacionado com o tipo de recolha.
Zaragatoas e 4guas de enxaguamento

Em todos os equipamentos e acessdrios de vindima em que se usaram as zaragatoas foram
utilizados trés meios de cultura para isolamento e quantificacao de leveduras e bactérias. Para
o isolamento e quantificagdo de leveduras totais foi utilizado o meio GYP (Wickerham)
composto por 5 g/L de extracto de levedura (Oxoid), 5 g/L de peptona (Oxoid), 20 g/L de
glucose (Merck) e 20 g/L de agar, pH 6,0. Para a detec¢éo de leveduras pertencentes ao
género Dekkera foi utilizado, posteriormente, um meio selectivo e diferencial desenvolvido no
Laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia (Rodrigues et al., 2001),
designado por DBDM (Dekkera/Brettanomyces differential medium). No isolamento e
guantificacdo de bactérias empregou-se 0 meio TSA-YE, constituido por 30 g/L de TSB
(Oxoid), 6 g/L de extracto de levedura (Oxoid) e 20 g/L de agar. Assim, os 10 mL de solucéo de
Ringer de cada recolha foram divididos em 5 mL para inocular em meio GYP e 5 mL para o
meio TSA-YE. Em ambas as situacdes, as solu¢des de Ringer foram agitadas vigorosamente e
depois filtradas com o auxilio de uma bomba de vacuo, através de filtros estéreis de didmetro
de poro igual a 0,2 um. Os filtros foram colocados sobre os meios TSA-YE e GYP. Procedeu-se
de forma equivalente para as aguas de enxaguamento filtrando 25 mL e inoculando em PCA,
com uma composi¢édo de 5 g/L de peptona de caseina, 2,5 g/L de extracto de levedura, 1 g/L
de dextrose e 15 g/L de agar e 25 mL GYP. A incubacgédo foi feita numa estufa a 25°C e o
crescimento foi acompanhado ao longo do tempo. No caso das placas de meio GYP, TSA-YE e
PCA os resultados foram anotados ao fim de 5 dias e nas placas de meio DBDM apo6s 12 dias.
Ambiente de sala de barricas

Em ambos os pontos de amostragem, realizou-se a uma amostragem ao ambiente da sala
de barricas e da adega (varios pontos aleatérios da adega, nomeadamente, junto as cubas).
Para este efeito foram colocadas, no conjunto das duas datas de amostragem, 8 placas
abertas contendo meio PCA, durante 10 min. Posteriormente, as placas foram fechadas e
seladas com pelicula parafilme. Apds o transporte, retirou-se o parafiime e foram incubadas a
25°C durante uma semana.
Placas de contacto

Os meios das placas de contacto/impressdo foram o GYP e o DMBM, com o intuito de
poder encontrar leveduras nas superficies planas dos diversos equipamentos. Procedeu-se a
nove amostras de recolha na 12 data de amostragem e seis na 22 data ponto de amostragem.
De salientar que deve exercer-se sempre a mesma “for¢ca” nas placas de contacto com a
superficie do material/equipamentos em questao para uniformizar os resultados das recolhas.

Apés o periodo de incubacdo, todas as placas foram examinadas tendo em conta as
diferentes morfologias das colénias, com o objectivo de se poder contar, agrupar e diferenciar o

maior nimero de coldnias. Este método de discriminacao apresenta algumas limitacdes, uma
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vez que espécies diferentes poderdao possuir caracteristicas morfolégicas idénticas, ou entao
essas caracteristicas serem diferentes e a espécie ser a mesma (Miller et al., 1978).

Para a purificacdo dos isolados foi utilizada a técnica de riscado em superficie (Rodeia,
2011). Com o auxilio de uma ansa de inoculacéo esterilizada, retirou-se a coldnia pretendida
para uma placa de Petri com o meio de cultura correspondente, ou seja, GYP se levedura ou
TSA-YE se bactéria. As placas foram a incubadas a 25°C e as culturas consideraram-se puras
ao fim de 4-5 repeticdes dos riscados, quando as colonias ja se apresentavam visualmente
homogéneas e isentas de quaisquer contaminagdes. As diferentes leveduras/bactérias isoladas
foram igualmente sujeitas a observacdo microscépica, na qual foram captadas imagens
fotograficas dos microrganismos que serviram de auxilio na identificacdo das vérias espécies.
As culturas foram mantidas a uma temperatura de 4°C até 15 dias, apds 0 que se repetiram os
riscados para manter as culturas frescas.
2.3Caracterizagcdo morfolégica e contagem das col6nias

Na observacéo e caracterizacdo morfolégica das colonias, apds 5 dias de incubagédo a 25°C
em TSA-YE, PCA e GYP, os parametros tidos em conta nas leveduras e bactérias foram o
tamanho, a forma, a margem, a elevacéo, a cor, a superficie, o brilho (Goncalves, 1996; Deék,
1996). No caso especifico das bactérias, a morfologia celular e a mobilidade/tipo flagelar foram
igualmente observadas.

Porém, ainda foram analisados alguns testes bioquimicos, nomeadamente, para as
leveduras teste da urease, crescimento em glucose, maltose, ciclohexamida 0,1%, nitrato,
cloreto de so6dio (NaCl) 10%, acido acético 1% e para as bactérias como o teste Gram,
Catalase e Oxidase.

Tendo em conta os diferentes parametros, foram sempre contadas todas as colbénias
existentes nas placas. Quando a contaminag¢do com fungos filamentosos era elevada, ndo se
podia tomar como verdadeiro o nimero de colbnias existentes, pois o crescimento dos fungos
filamentosos se sobrepor as col6nias em desenvolvimento. Para a deteccdo de Dekkera spp.
foram tidos em conta os par&metros expressivos que indicam claramente a sua presenca em
meio DBDM, tais como a mudanca de cor do meio de cultura de azul para amarelo e a
presenca de aroma fendlico (suor de cavalo). Também foi verificada a morfologia das col6nias,
tendo em conta que as deste género apresentam uma cor creme amarelada, mudando
frequentemente para uma coloracdo esverdeada com o aumento do periodo de incubacao
(Rodrigues et al., 2001). Igualmente teve-se em conta o0 lento crescimento destes
microrganismos, ficando as placas até 20 dias em estufa, para evitar quaisquer equivocos por
crescimentos morosos. Neste caso, todos os resultados relativamente a presenca de Dekkera
spp. foram negativos.

A contagem de leveduras totais foi baseada na norma internacional 1SO 18593, sendo os
resultados expressos em unidades formadoras de col6nias (ufc) por mL de suspensao inicial. A
férmula utilizada é expressa da seguinte forma:

Ns=NxF xD

A
em que,
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N é o nimero de unidades formadoras de coldnias existentes em 1 mL de liquido diluente;

F é o volume de diluente utilizado na recolha de cada amostra;

A é a area da superficie investigada por cm?;

D é o inverso da diluicéo utilizada.
Como no procedimento laboratorial sé foi utilizado metade do volume de cada tubo,
considerou-se que a area recolhida nos varios equipamentos também é metade da area na
gual se passou a zaragatoa. Nos casos em que ndo foi investigada uma area, ou seja, nos
utensilios em que foi impossivel determinar a area da superficie analisada, utilizou-se a
seguinte férmula:

Nsw =N x F xD
2.4 Métodos de identificacdo de espécies de leveduras

As leveduras isoladas e purificadas da Quinta Monte d’Oiro, foram separadas em dois
grandes grupos, Ascomycota e Basidiomycota, consoante, o teste da hidrélise da ureia, (apesar
de este meio ndo oferecer uma infalibilidade no resultado obtido, devido a falsos positivos,
entre outros). O seu meio amarelo com tons de laranja tem como constituintes a peptona 1 g/L,
glucose 1 g/L, NaCl 2 g/L, vermelho de fenol 12 mg e agar 20 g, a pH 6,8. Apds a pesagem, 0
meio € homogeneizado e cozido, seguindo-se posteriormente uma distribuicdo de 4,5 mL por
tubo e uma esterilizacdo no autoclave a 120°C durante 15 min. Quando ainda quente, adiciona-
se assepticamente 0,5 mL de uma solu¢cdo de ureia em Agua destilada a 20% (2 g/L),
previamente esterilizada por filtragdo. Agitam-se e inclinam-se os tubos. Depois do
arrefecimento do meio, o indculo é feito com uma ansada da suspensdo de células
procedentes das placas anteriormente purificadas. A incubacéo realiza-se a 25°C e a leitura
devera ser realizada ap6s 48 h e confirmada apés 5 dias, considerando-se o teste positivo para
Basidiomycota sempre que se observe a mudanca de cor de amarelo para rosa intenso. Caso a
tonalidade do meio se mantenha presume-se que a suspenséo de células é de Ascomycota.

Como ja foi anteriormente referido, os métodos moleculares, baseados na andlise de
polimorfismos na regido do DNA que codificam os genes do rRNA (5S, 5,8S, 18S, 26 e 28S) e
as regibes ITS ('Intergenic Transcribed Spacer') e IGS (‘Intergenic Spacer'), tém sido usados
com sucesso na maioria de identificacdo de leveduras. Assim, seguidamente a amplificagdo
destas regides e respectiva andlise dos fragmentos de restricdo dos produtos de amplificagcao
evidenciou-se que o RFLP-PCR é uma técnica viavel na identificacdo de leveduras,
nomeadamente as Ascomycota (Wyder & Puhan, 1997). Desta forma, devido a robustez da
parede das células Basidiomycota, optou-se apenas por se usar o método de PCR-RFLP,
através da regido 5,8S-ITS do gene rRNA nas Ascomycota. Os primers utilizados na reac¢éo
de PCR na amplificacdo da regido referida anteriormente foram: o primer directo ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e o primer reverso ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)

(Esteve-Zarzoso et al., 1999).
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Obtencédo dos lisados celulares e PCR de leveduras Ascomycota
Os lisados celulares foram obtidos por duas formas distintas, uma vez que algumas

leveduras (Basidiomycota) apresentaram uma membrana bastante resistente, o que impede a
obtencado do DNA.

O primeiro método foi directamente efectuado nos tubos de PCR que ja continham uma
mistura reaccional denominada master-mix. As células de cada isolado de levedura foram
recolhidas (1/2 ansada) a partir de uma colonia isolada na placa de meio de cultura (GYP),
contendo a cultura pura e jovem. Em seguida estas foram ressuspensas directamente no tubo

de PCR contendo 96 yL de master-mix.

Tabela 3 — Componentes da reaccdo de PCR (adaptado de Esteve-Zarzoso et al., 1999).

Componente / Concentracdo da solugao de Concentragéo
Mix trabalho final Volume
Master Mix Tampao (Green Go Taq Buffer) / 5x 1x 20 pL
MgCl; (Biotools) / 25 mM 2mM 4 pL
dNTPs mix (Promega) / 10 mM 0,2 mM 2L
Primer directo ITS1 /50 mM 0,5 uM 1L
Primer reverso ITS4 / 50 mM 0,5 uM 1L
Agua Mili-Q - 78 uL
Total 96 pL
Mix Taq Go Tag DNA Polimerase (Biotools) / 2,5 U/uL 25U 1pL
Agua Mili-Q - 3L
Volume total 100 pL

Os tubos foram colocados num termociclador, no qual foram submetidos a uma temperatura
inicial de 95°C, durante 15 min. Este tratamento térmico prévio a reac¢cdo de PCR permitiu o
rompimento das paredes celulares das leveduras, libertando o DNA, que ficou desta forma no
sobrenadante (master-mix). Depois deste processo, os tubos foram colocados em gelo
efectivando em seguida o programa de PCR. Na Tabela 3, constam todos os componentes da
reaccdo de amplificacdo de DNA (PCR), concentracBes e volumes utilizados por amostra. A
cada microtubo eppendorf, que ja continha o master-mix, foram adicionados 4 pL de Mix Taq e
foram efectuadas as reac¢fes de PCR num termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha).

No segundo método (somente para as leveduras em que ndo se libertou o DNA pelo
primeiro método), nomeadamente a amostra (23, 24, 25 e 26), adicionou-se ao protocolo
anterior uma accao quimica (solugdo de lise) e fisica (térmica). Ou seja, apds a preparacao
num tubo de PCR contendo 98 uL de master-mix (ja com a Taq polimerase incluida), procedeu-
se a preparacdo de uma solugéo de lise constituida com 25 pL de SDS 10%, 5 yL de NaOH 10
N e 970 pL de agua Mili-Q. Desta solugdo de lise, foi utilizado um volume de 50 pL por cada

amostra de levedura a identificar. Posteriormente, ressuspendeu-se bem a biomassa nos
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respectivos tubos de PCR com o auxilio de uma ansa descartavel estéril. Estes tubos foram
bem isolados com parafilme e colocados hum banho a 100°C durante 15 min. Apés esta accao
térmica, adicionou-se 2 uL de lisado a cada tubo de master-mix, correndo em seguida o
programa de PCR. As reac¢des de PCR constaram de 40 ciclos: desnaturacao a 94°C durante
1 min; emparelhamento a 55,5°C por 2 min; extensdo a 72°C durante 2 min. No final dos 40
ciclos, o termociclador efectuou uma etapa de extensdo complementar dos amplificados a uma
temperatura de 72° C, durante 10 min. Foi também efectuado um controlo negativo, que serviu
para verificar a auséncia de contaminacdes. O controlo negativo foi efectuado utilizando um
microtubo que foi sujeito a todas as condicbes do procedimento em que a amostra foi
substituida por igual volume de agua Mili-Q.

No final da reaccéo de PCR, para verificar o sucesso das amplificaces dos fragmentos, as
amostras foram sujeitas a uma electroforese em gel de agarose 1,4% em tampéao TAE 1x. No
procedimento, foram misturados 5 pL de cada amostra de PCR com 2 uL de tampao de
amostra [50% glicerol, 0,1% (m/v) de azul de bromofenol] e 3 pL de agua Mili-Q. O gel foi
carregado com as amostras e usou-se 8 uL de um marcador de massa molecular de 100 bp +
1,5 kb DNA ladder (Bioron, GmbH). O tempo de corrida foi de 70 min a 2,4 V/icm. Passado o
tempo da electroforese, o gel foi corado numa solugdo de TAE 1x com brometo de etidio (0,5
pg/mL), durante 30 min. No final, o gel foi visualizado no aparelho Bio-Rad Gel Doc 2000TM
(Bio-Rad Laboratories, Segrate, Mildo, ltalia), com o qual foi retirada uma fotografia sob ultra-
violeta.

Restricdo dos fragmentos com as enzimas Cfol, Hinfl e Haelll

Com o objectivo de se tracar o perfil de restricdo das leveduras isoladas, cada amplificado
foi digerido (em separado) por trés enzimas de restricdo. Em cada tubo foram adicionados 15
ML do amplificado e 5 yL de mistura de enzima que foi composto por: 2 uL de tampao de
enzima, 2 pL de 4gua Mili-Q e 1 uL de enzima (Cfol, Hinfl ou Haelll) com uma concentracao de
10 U/uL. Os varios preparados foram incubados com agitacdo a 37°C, durante 5 h.

No final da incubacdo os vérios perfis de restricdo foram obtidos por electroforese. O
procedimento efectuado foi semelhante ao da reaccdo de amplificacdo, variando somente a
concentracdo do gel de agarose (3%) e as condi¢cfes da corrida (170 min a 2,4 V/cm). Foram
captadas as imagens fotograficas com o auxilio do mesmo aparelho utilizado nas
amplificacdes.

Para se determinar cada espécie a dimenséo, dos varios fragmentos obtidos pelo método
de PCR-RFLP, foram analisadas cuidadosamente e comparados com a base de dados da
CECT (Coleccao Espanhola de Cultivos Tipo).

Sequenciacao de leveduras Basidiomycota e algumas Ascomycota

Nas leveduras Basidiomycota, optou-se por uma estratégia diferente, visto que para além
das suas caracteristicas morfoldgicas, ainda se junta a escassez de base de dados (CECT),
referentes aos diversos perfis de restricdo caracteristicos de cada espécie de levedura. Assim
sendo, elegeu-se o0 método de sequenciagdo para identificar este grupo de leveduras. Para

além das Basidiomycota, algumas Ascomyceta para as quais se pretendia confirmar o
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resultado obtido pelos mapas dos fragmentos de restricdo, optou-se igualmente pelo uso da
sequenciacao.

Desta forma, as col6nias das Basidiomycota foram incubadas em 10 mL de meio liquido
GYP durante 4 dias. Apds esse periodo de incubacéo, os 10 mL de meio de cada levedura
foram centrifugados a 10000 rpm durante 10 min, o depdsito que resultou da centrifugacao
foram ressuspensos com 0,5 mL de SE (Sorbitol 1M, EDTA 0,1 M e pH 7,5) e transferido para
um microtubo eppendorf. Foram adicionados 20 pL de liticase a 5 mg/mL e a mistura foi
incubada durante 1 h a 37°C, com agitacdo constante. Em seguida, cada microtubo foi sujeito a
uma nova centrifugacéo a 13000 rpm, durante 1 min. Rejeitou-se o sobrenadante e o depésito
foi ressuspenso com 500 pL de TE (Tris-HCI 50 mM, EDTA 20 mM e pH 7,4) e 50 yL de SDS
10%. Cada tubo foi incubado por mais 30 min a 65°C. Em seguida, foram adicionados 200 uL
de KAc 5 M (60 mL de KAc 5 M; 11,5 mL de HAc; 28,5 mL de H,O e pH 5,5) e a mistura foi
incubada em gelo durante 1 h. Passado o tempo de incubagdo em gelo, cada tubo foi
novamente centrifugado a 13000 rpm, a uma temperatura de 4°C e durante 5 min. O
sobrenadante foi para um novo microtubo. Foram adicionados 750 pL de isopropanol, agitou-se
vigorosamente cada mistura e deixou-se a repousar durante 5 min & temperatura ambiente.
Centrifugou-se mais uma vez a 13000 rpm durante 10 min a 4°C, foi removido o sobrenadante
e deixou-se cada tubo aberto, até se evaporar todo o isopropanol. Foi ressuspenso o depdsito
em 300 yL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM e pH 7,4), foram adicionados 30 pyL de RNase
(500 pg/mL) e cada tubo foi incubado a 37°C durante 30 min. Depois da incubacgdo, foram
adicionados 30 pyL de NaAc 3 M (pH 6,9) e 200 uL de isopropanol. Cada tubo foi novamente
centrifugado a 13000 rpm, a uma temperatura de 4°C durante 10 min, removendo-se em
seguida os sobrenadantes e aguardou-se até o isopropanol evaporar. Para conservar as
amostras de DNA, o depésito resultante da centrifugacéo foi finalmente ressuspenso em 100
pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM e pH 7,4) (Struhl et al., 1979). Para se verificar se o
DNA foi realmente extraido das células, foi realizada uma electroforese em gel de agarose a
1,4% em tampéao TAE 1x, durante 70 min a 2,4 V/cm. Nos resultados em que, por este método,
houve libertacdo do DNA continuou-se com o protocolo PCR-RFLP e, uma vez que foi possivel
visualizar a quantidade de DNA obtida em cada levedura pela espessura da banda (obtida na
electroforese), utilizaram-se posteriormente diferentes volumes de DNA na reac¢éo de PCR.

Depois de se obter DNA das leveduras (Basidiomycota e Ascomycota), avangou-se para a
amplificagéo da regido “D1D2” do gene do rRNA 26S. Na amplificacdo do dominio variavel
D1/D2, foram usados os ‘primers’ NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGAGGAAAAG) e NL-4
(5GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (Kurtzman & Robneet, 1998). As reac¢Bes de amplificagéo
foram realizadas num volume de 50 uL com a composi¢ao apresentada na tabela 4.

Depois de realizada a Mistura, adicionou-se 5 puL de lisado/células de Ascomycota e 10 uL
de extraccdo de DNA (Basidiomycota) nos respectivos tubos de PCR, previamente
identificados e com a mix distribuida num volume de 16,4 pL. Neste caso, a variacdo de volume

de DNA foi regulada com a agua Mili-Q para perfazer um total de 50 yL de volume.
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Tabela 4 - Componentes da reaccdo de PCR (adaptado de Barata, 2010).

Componente / Concentracdo da solugéo de trabalho Concentracgéo final Volume
Tampéo (Buffer 5x Go Taq) 1x 10
MgCI2 (Biotools) / 25 mM 2mM 4 ul
dNTPs mix (Promega) / 10 mM 0,2 mM 1l
Primer NL1 / 50 mM 0,5 uM 0,5 pl
Primer NL4 / 50 mM 0,5 uM 0,5 pl
Tag DNA Polimerase (Biotools) 50U / pyL 2 Unidades 0,4l

Total 16,4 pl

As condicdes de amplificacdo no termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,

Alemanha), consistiram em: um ciclo inicial de 5 min a 94°C; 35 ciclos em 1min a 94°C, 1 min a
55°C, 1 min a 72°C e uma extensao final de 6 min a 72°C. Seguidamente, correu-se um gel
exactamente igual ao executado anteriormente, para a confirmacdo da extraccdo de DNA.
Deste modo, procedeu-se a sequenciacdo do amplificado nos sentidos ‘forward’ e ‘reverse’,
utilizando os respectivos ‘primers’. Assim, apos purificacdo dos produtos amplificados através
de um kit ‘Jetquick PCR product purification spin kit (Genomed, Alemanha), os fragmentos
foram tratados no Laboratério de Sequenciacdo e Analise de Fragmentos do ICAT-FCUL,
sendo sequenciados num sequenciador capilar automatico CEQ 2000XL DNA Analysis System
(Beckman Coulter) usando o kit * (DTCS - Dye Terminator Cycle Sequencer Start Kit’ (Beckman
Coulter). Em seguida, foram analisados os cromatogramas no ‘software’ do equipamento,
utilizando as opg¢bes de analise automatica disponiveis para produtos de PCR e procedendo a
truncagem das regides 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade. As sequéncias parciais editadas
foram exportadas para ficheiros de texto e trabalhados no programa “Bioedit”. Posteriormente,
procedeu-se a analise de homologia com sequéncias disponiveis em base de dados publicas
por BLAST nucleotidico, no site do ‘Nacional Center for Biotechnology Information’ (GenBank —

NCBI, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para identificacdo a nivel de espécie.
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2.5 Métodos de identificacdo de espécies de bactérias

Antes da evolucdo da era genémica e dos estudos taxondmicos actuais, a identificacdo das
diferentes espécies baseava-se em testes fenotipicos. Embora o fen6tipo possa muitas vezes
ser usado para identificar correctamente as espécies, os testes fenotipicos sédo de dificil
implementacdo, morosos e tal como demonstrado por andlises moleculares, muitas vezes
resultam em identificacdes incorrectas (Kurtzman, 1998; Foschio et al., 2004). Desta forma
optou-se, apés a purificacdo de culturas em meio TSA-YE, por observar e analisar alguns
parametros fenotipicos e bioquimicos, com o intuito de ter uma percepgéo da diversidade de
bactérias isoladas e diminuir o nUmero de isolados a analisar por métodos moleculares ao nao
incluir isolados com iguais caracteristicas fenotipicos e bioquimicas. A técnica de M13-PCR
‘fingerprinting’, foi aplicada para a formacgao/definicdo de ‘clusters’ de isolados. Em cada um
destes ‘clusters’ foi seleccionado um representante para posterior amplificacdo do seu rDNA
16S e sequenciagdo para identificacdo a nivel de espécie.

Lise das células e M13-PCR ‘fingerprinting’

Apos a confirmacdo da pureza dos isolados, refrescou-se a colénia em meio de cultura
TSA-YE e, apés crescimento, preparou-se num eppendorf uma suspensdo densa de células
num volume de 500 pL de agua esterilizada. Os tubos foram colocados a - 20°C durante um
dia. Assim, no dia seguinte colocaram-se os eppendorfs a 100°C durante 15 min. Deixou-se
arrefecer ligeiramente e procedeu-se a uma centrifugacdo de 5 min, a 100000 rpm. Recuperou-
se o0 sobrenadante para um novo tubo eppendorf.

Os perfis de M13-PCR’ fingerprinting’ apresentados neste estudo foram obtidos de acordo
com um protocolo adaptado de Meyer et al. (1993). As reaccdes de PCR foram realizadas
contendo DNA gendmico, 0,2 mM de cada desoxiribonucle6tido, 3 mM de cloreto de magnésio,
25 pmoles de primer csM13 (5 GAGGGTGGCGGTTCT 3’; Meyer et al., 1993) e 1 U de Taq
DNA polimerase, em 4gua desionizada (1x). Todos os reagentes foram adquiridos a Invitrogen.
As amplificacdes foram efectuadas num termociclador Biometra Tgradient de acordo com o
seguinte programa: (i) desnaturacdo inicial de 3 min a 94°C; (ii) 35 ciclos de 1 min de
desnaturagao a 94°C, 1 min de ‘annealing’ a 35°C e 2 min de extensdo a 72°C; e (iii) extenséo
final de 4 min a 72°C. Os perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ foram resolvidos por electroforese
em gel de 1,5% agarose (TBE 0,5x; 2,7 V/cm; 2h 30 min), em que se utilizou 1 kb plus DNA
Ladder (Invitrogen) como marcador de massa molecular.

Extraccdo de DNA gendmico

Visto que em algumas bactérias o DNA obtido por lise celular ndo foi suficiente para
conduzir a um perfil de amplificacdo por csM13, recorreu-se a um método de extracgdo de
DNA, nomeadamente uma adaptacdo do método de Pitcher et al. (1989) para bactérias Gram +
e Gram - descrito por Tenreiro (1995) para isolados de Oenococcus oeni. Existe uma grande
diversidade de sistemas comercializados actualmente e, na literatura, encontra-se descrita uma
multiplicidade de métodos de extraccdo de DNA direccionados para diferentes tipos de
células/amostras. A maioria dos protocolos de extraccdo de DNA gendmico disponiveis

consiste de trés fases: (i) lise celular, (ii) desproteinizacao e (iii) purificacdo. Em qualquer
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processo de extraccdo de DNA, é ainda necessario evitar a sua degradacdo enzimatica por
accao de nucleases celulares. Para tal, desde a fase inicial de recolha e lavagem das células,
recorre-se a utilizacdo de tampdes com pH apropriado a que geralmente sdo adicionados
agentes quelantes e/ou detergentes (Inés, 2007).

O processo de lise celular pode ser mais ou menos agressivo consoante o tipo de parede
celular das células alvo. Os métodos mais comuns envolvem hidrélise enzimatica,
destabilizacdo quimica (por calor ou adicdo de detergentes) ou quebra mecéanica (por ruptura
com micropérolas de vidro, sonicacdo ou ciclos de congelacdo/descongelacdo). A
desproteinizacdo é habitualmente realizada por extraccdo fendlica ou pela adicdo de agentes
desproteinizantes, como os sais de guanidina. A fase de purificac@o corresponde geralmente a
precipitagcdo a frio dos acidos nucleicos na presenca de um alcool e de sais, podendo incluir a
remocéo de RNA por degradacdo enzimatica (Sambrook et al., 1989).

Os extractos de DNA total foram preparados a partir de culturas em TSA-YE com 12-24 h.
As células foram recolhidas e lavadas duas vezes com TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0), por centrifugacdo a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. Os ‘pellets’ celulares foram
ressuspendidos em 250 pL de TE contendo 10 mg/ml de lisozima (Sigma) e incubados a 37°C
durante 1-2 h. Procedeu-se a adi¢cdo de 500 pL de reagente GES (5 M tiocianato de guanidina,
100 mM EDTA pH 8,0, 0,5% lauril sarcosinato de sédio), agitou-se por inversédo e realizou-se
uma incubagdo em gelo durante 10 min (confirmou-se a lise, verificando que a solucéo ficou
transparente). Apés adicdo de 250 pL de acetato de amoénio 10 M frio, e 10 min em gelo,
efectuou-se a extrac¢do com 1 mL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e misturaram-
se por inversdo. Posteriormente, centrifugou-se 10 min a 12000 rpm e recuperou-se o0
sobrenadante (evitou-se o arrastamento da interface) para um novo tubo eppendorf de 2 mL.
Seguidamente, adicionou-se isopropanol frio e misturou-se por inversdo com a formacéo de um
novelo, em alguns casos. Enrolaram-se os novelos de acidos nucleicos com uma ansa. Nos
casos em que ndo se observou novelos, centrifugou-se 10 min a 12000 rpm. Em seguida
lavaram-se os novelos ou pellets com 1mL de em etanol a 70%. Ap6és 10 min de secagem,
solubilizaram-se em 100 L de TE. Para avaliar a quantidade e qualidade de DNA observou-se
uma aliquota de 5 pL em gel de agarose.

Os extractos de DNA total foram conservados a 4-8°C e foram preparadas diluicdes em TE
com concentracdes apropriadas para utilizacdes posteriores (M13-PCR ‘fingerprinting’ e
amplificacdo de rDNA 16S). Posteriormente, aplicaram-se as condicbes de PCR e de
electroforese referidas no ponto anterior.

ApOs coloragdo com brometo de etideo (2-2,5 g/mL), em ambos os métodos, o DNA foi
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado com o sistema KODAK 1D (Kodak, Rochester, NY,
USA). As imagens foram analisadas no ‘software’ BioNumerics (Applied Maths, Kortijk,
Belgica). Apds normalizacao das imagens foram considerados todos os perfis e aplicado o
coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeracéo hierarquico, baseado na

média aritmética ndo ponderada (UPGMA). A avaliacdo da qualidade do dendrograma como
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representacdo da matriz de semelhanca foi efectuada pelo coeficiente de correlacéo
cofenética.
Sequenciacao parcial de rDNA 16S

Dependendo do grupo de bactérias em estudo e do grau de semelhanca existente entre as
espécies a discriminar, a sequenciacdo parcial do rDNA 16S pode permitir a identificacdo a
nivel de espécie ou pode ser necessario recorrer a sequenciagdo adicional no operao
ribossomal (Patel, 2001; Cai et al. 2003; Clarridge, 2004; Mignard & Flandrois, 2006).

A amplificacdo por PCR do rDNA 16S, que sera posteriormente sequenciado, foi realizada
com base no protocolo desenvolvido por Rodas et al. (2003), que consiste na amplificacdo por
PCR do rDNA 16S, directamente a partir de uma colbénia isolada, usando os ‘primers’
universais, como o0 104F (5 GGCGVAYGGGTGAGTAA 3’), 1392R (5 ACGGGCGGTGTGTRC
3) e 0907R (5' CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3’) (Muyzer et al., 1996). Neste estudo seguiu-se
o procedimento experimental descrito por estes autores com a substituicdo de PCR a partir de
colénia por utilizacéo de DNA genomico (ja disponivel).

As reacc¢les de PCR foram realizadas com DNA gendmico (extraido pelo nas condi¢es
descritas anteriormente), 0,2 mM de cada desoxiribonucleétido, 3 mM de cloreto de magnésio,
30 pmoles de cada ‘primer e 1 U de Tag DNA polimerase em agua desionizada (1x). O
programa de amplificacdo consistiu num passo inicial de desnaturacdo de 3 min a 95°C,
seguido de 35 ciclos de 45 s a 95°C, 45 s a 52°C e 5 min a 72°C e de um ciclo final de
extensdo de 5 min a 72°C. Todos os reagentes foram adquiridos & Invitrogen e as
amplificacBes foram efectuadas num termociclador Biometra Tgradient.

A amplificacdo do rDNA 16S foi confirmada por electroforese em gel de 1,2% de agarose
(TBE 0,5x%; 3 V/cm; 50 min). O marcador de massa molecular utilizado foi 1 kb plus DNA Ladder
(Invitrogen) e os perfis de rDNA 16S foram visualizados por coloragdo com brometo de etideo
(2-2,5 g/mL), com a aquisicdo de imagem utilizando o sistema KODAK 1D.

Seguidamente, os produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial
baseado em colunas de silica (JETQUICK Spin Column Technique; Genomed) e analisados no
Laboratério de Sequenciacdo e Analise de Fragmentos do ICAT-FCUL onde foram
sequenciados, utilizando o método de terminag&o didesoxi com marcagdo por fluorescéncia
(DTCS - Dye Terminator Cycle Sequencer Start Kit, Beckman Coulter). Os cromatogramas
obtidos a partir do sequenciador automatico CEQ 2000-XL (Beckman Coulter) foram analisados
no ‘software’ do equipamento, utilizando as opc¢des de analise automatica disponiveis para
produtos de PCR e procedendo a truncagem das regides 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade.

As sequéncias parciais de rDNA 16S editadas foram exportadas para ficheiros de texto e
trabalhadas no Bioedit. Procedeu-se depois a comparagcdo com sequéncias disponiveis nas
bases de dados publicas (GenBank) utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990). A
identificacdo a nivel de espécie foi realizada de acordo com o critério de homologia maxima.
Para cada sequéncia identificada, foram seleccionadas as trés sequéncias com que
apresentava maior percentagem de homologia e, sempre que possivel, a sequéncia da estirpe

tipo da espécie identificada.
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3. Resultados e discussao
3.1 Avaliacéo da eficiéncia dos procedimentos de higienizacao utilizados

na adega

No contexto desta dissertacdo, tentou avaliar-se a eficiéncia dos procedimentos de
higienizagdo praticados pela Quinta do Monte d’Oiro, através de andlises microbioldgicas
especificas aos diversos equipamentos das distintas areas da adega. O isolamento de
bactérias e leveduras e a sua identificacdo a nivel de espécie com base num percurso
polifasico de caracterizagdo fenética e molecular permitiu essa avaliacao.

A abordagem reflectiu-se numa estratégia de agrupamento e identificacdo dos isolados
através da aplicacéo de metodologias com elevado potencial discriminante, de modo a permitir
ndo sO a identificacdo a nivel de espécie, como também a caracterizagdo da diversidade
presente na adega em estudo.

Para pesquisar a carga microbiana presente na adega, apds aplicagdo dos procedimentos
de higienizac¢éo, foram efectuadas varias amostragens através de diversos métodos, referidos
no ponto 2.2, que conduziram ao isolamento de leveduras e bactérias totais. Sendo, ao mesmo
tempo, procurada a presenca de leveduras do género Dekkera, através do meio diferencial
DBDM, uma vez que este Ultimo género é considerado como um dos mais prejudiciais ao
vinho. De facto, ndo se verificou a presenca de nenhuma espécie do género Dekkera em
nenhuma amostra recolhida na adega, inclusive nas cubas e nos outros locais de
armazenamento do vinho, propicio ao desenvolvimento deste tipo de leveduras.

Os resultados das contagens de leveduras e bactérias totais (ufc/cmz) das amostras dos
equipamentos encontram-se na Tabela 5, tal como a origem da recolha nos equipamentos e 0s
pontos de amostragem.

Numa primeira andlise dos resultados, constata-se que o0 numero de microrganismos
existentes nos diversos equipamentos ndo é, de maneira nenhuma elevado. Contudo,
subsistem algumas excepg¢fes que retratam alguma ineficacia nos procedimentos de higiene,
como é o caso das unioes da bomba / mangueiras, as tampas, as torneiras e as borrachas das
cubas. Existem algumas explicacdes plausiveis para os dados, entre as quais se salienta a
existéncia de zonas de facil acumulacdo de detritos de vinho, que permitindo o
desenvolvimento de microrganismos. Nestes casos, depreende-se que existe um consideravel
namero de microrganismos mesmo depois da higienizac¢édo. Por outro lado, ndo se pode pér de
parte a ideia das limitacdes do método utilizado, anteriormente descrito em procedimentos de

higiene e monitorizac&o (ponto 1.3), e que pode ter ocasionado um erro de amostragem.
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Tabela 5- Contagem de bactérias e leveduras, provenientes de varios equipamentos existentes na adega Quinta do

Monte d’Oiro, em que SC (sem crescimento / auséncia de microrganismos) e TNTC (Too numerous to count)

ufe/10 cm? Cédigo dos isolados
. Ponto de Data de /
Equipamentos .
amostragem amostragem | Bactérias | Leveduras Bactérias | Leveduras
(TSA-YE) (GYP)
Torneira TNTC TNTC 1 21
Cuba1F Parede da Cuba 29-07-2010 18 <1 2 sC
<1 <1 SC SC
Provadeira TNTC <1 3 SC
29-07-2010 TNTC <1 4 SC
Cuba 1 Torneira do nivel 536 380 5 20
Base 30 <1 21 SC
Provadora 417 <1 34 SC
Torneira nivel 07-09-2010 226 <1 33 SC
Base <1 <1 SC SC
Base TNTC <1 17 SC
Torneira TNTC <1 16 SC
Cuba 23 Tampao/Borracha 28-07-2010 <1 <1 SC SC
Parede da cuba 20 40 18 SC
Camera de ar 22 <1 22 SC
o TNTC <1 6 SC
Bomba peristéltica TNTC pr) 7 SC
Unido da mangueira 16 <1 9 SC
9 10 <1 10 sC
Unido da bomba (saida TNTC <1 12 SC
28-07-201
1) 8-07-2010 8 <1 13 SC
Unido da bomba (saida 11 <1 14 SC
2) 19 <1 15 sC
Linha de Mangueira <1 <1 SC SC
Enchimento Unido da mangueira <1 <1 SC SC
Bomba peristaltica 42 <1 8 SC
Unido da mangueira <1 <1 SC SC
Unido da bomba (saida
1) ( 07-09-2010 9 <1 11 sC
Unido da bg)mba (saida <1 <1 sC sc
Mangueira TNTC <1 41 SC
Unido da mangueira <1 <1 SC SC
Balde 9 <1 23
28-07-2010 20 <1 19 SC
Recioi
(Recipiente/Caneca) 10 ey 20
. TNTC 31
Densimetro 252 TNTC 22 19
319 <1 36 SC
Refratometro 102 <1 37 SC
/Termémetro <1 58 SC 27
TNTC <1 39 SC
Caixa de colheita TNTC <1 27 SC
Material e vermelha 1 22 <1 28 SC
acessorios de Caixa de colheita
vindima vermelha 2 TNTC <1 29 SC
Caixa de colheita 07-09-2010
vermelha 3 TNTC <1 44 SC
Tapete (uvas) <1 <1 SC SC
Tapete (escada) 25 <1 30 SC
Avental da prensa 43 <1 40 SC
Prensa 0 <1 SC SC
Esmagador (vinho) <1 <1 SC SC
11 17
Balde TNTC <1 43 SC
10 18
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Tabela 6-Contagem de leveduras provenientes das Aguas de enxaguamento e placas de contacto.

Aguas de enxaguamento
Ponto de Data de ufc/10 cm? (leveduras) Cédigo dos isolados
amostragem amostragem
PCA DBDM PCA DBDM
Cuba 1-F <1 <1 SC SC
<1 83 SC 22
Cuba 1 <1 TNTC SC 23
uba 28-07-2010 <1 54 SC 25
<1 150 SC 26
Bomba <1 <1 SC SC
Balde TNTC <1 26 SC
TNTC 46
Caixa vermelha 12 TNTC 47 24
07-09-2010 23 48
Balde TNTC <1l 49 SC
Placas de impressdo
Ponto de Data de ufc/10 cm? (leveduras) Cédigo dos isolados
amostragem amostragem
GYP | DBDM GYP DBDM
28-07-2010 No 1 ponto de amostragem néo se obtiveram resultados, devido a
auséncia de crescimento de microrganismos.
Caixa Uvas (vermelha 1) 11 <1 24 (Bactéria) * SC
Caixa Uvas (vermelha 2) 15 <1 2 SC
6 L. 3
Prensa TNTC 25 (Bactéria) *
20 4
Balde <1 <1 SC SC
TNTC TNTC 6 8
Desengacador
07-09-2010 TNTC TNTC 7 9
Tapete (humedecido 9 <1 10 ac
com uvas) 16 <1 11
Caixas (com uvas) <1 <1 SC SC
Esmagador (lamina) <1 <1 SC SC
. TNTC 12
Tapete (humedecido 7 2 50 (Bactéria) * 13
com uvas)
TNTC 15

excepcdes, onde isolaram-se bactérias em meio GYP.

Em algumas amostragens, verificou-se a impossibilidade de contabilizar o nimero total de
microrganismos, devido a inUmeras contaminag¢des ocorridas por fungos filamentosos que, ao
cobrirem completamente as placas de Petri, impediram a contagem de leveduras e bactérias
que se encontravam em crescimento. Devido ao facto de os fungos filamentosos serem,
geralmente, contaminantes por via aérea, considerou-se que ocorreu uma deposi¢cdo nas
superficies dos varios equipamentos durante o tempo em que estes ndo estavam a ser
utilizados. Contudo, a higienizagdo do interior dos equipamentos foi eficaz a nivel destes
fungos. Durante o periodo de recolha das amostras, foi constatado que a adega se encontrava
em perfeitas condicdes de higiene, tanto a nivel de equipamentos como de pavimentos. Na
altura, a empresa encontrava-se a terminar todos os processos de implementacdo do sistema

HACCP, estando a parte dos pré-requisitos de higiene dos equipamentos ja a funcionar em
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plenitude. Nunca foram encontrados residuos de vinho, ou seja, locais ideais para o
desenvolvimento de leveduras de alteragdo, tornando a partida menor a probabilidade de
desenvolvimento destas no produto final.

As analises realizadas as placas de ambiente apresentaram, na sua maioria, a presenca de
bolores e fungos filamentosos. E, desta forma, foi impossivel em ambos pontos de amostragem
isolar leveduras ou bactérias.

ApOs a contagem total de colonias, procedeu-se a observacdo mais detalhada dos isolados
de leveduras e bactérias que, posteriormente, foram agrupados em 8 e em 15 tipos,
respectivamente, de acordo com as caracteristicas morfoloégicas das coldnias. As analises
fenéticas destes isolados ndo tiveram como principal intuito a identificagdo dos isolados, mas
sim o melhor conhecimento da diversidade das amostras e 0 agrupamento de algumas
amostras. Estes isolados foram assim numerados e agrupados (Quadro 1 e 2, Anexos) para
posterior tipificacdo molecular.

3.2 Identificac&o de leveduras

Um dos objectivos deste trabalho, foi tentar conhecer a flora das leveduras existente na
adega, uma vez que existem varias estirpes que sdo extremamente prejudiciais ao vinho.
Primeiramente, todas as coldnias de leveduras com morfologia diferente foram observadas ao
microscopio, repicadas, purificadas e, por Ultimo, fotografadas. Em relagdo a morfologia das
coldnias, ao longo do estudo, foi comprovado que em fungao do meio de cultura utilizado (GYP
e DBDM) a mesma espécie de levedura (e.g. Hanseniaspora guilliermondii) apresenta uma
morfologia diferente, mostrando ainda que o meio DBDM, né&o é totalmente selectivo para o
género Dekkera uma vez que o meio permite o crescimento de leveduras de outras espécies.

A identificacdo das leveduras foi efectuada através do método PCR-RFLP, com a aplicacao
das enzimas de restricdo Cfol, Haelll e Hinfl.

Nas Figuras 2, a titulo exemplificativo, sédo apresentados os perfis de amplificacdo, obtidos
com os ‘primer’ ITS-1 e ITS-2, de isolados de leveduras (Ascomycota), obtidos nas duas visitas

realizadas a adega.

Figura 2 - Electroforese em Gel de agarose de alguns produtos de amplificagdo obtidos com o ‘primer’ ITS1 e ITS2. M
corresponde ao marcador de massas moleculares 1kb plus DNA ladder (Bioron, GmbH).



Seguidamente a amplificagdo por PCR, procedeu-se & identificacdo das leveduras através
do método PCR-RFLP, com a aplicacdo das enzimas de restricdo Cfol, Haelll e Hinfl. Na
Figura (3) encontram-se os perfis de restricdo obtidos para algumas das leveduras isoladas na
adega. Pode observar-se que os isolados 3 e 23 possuem um perfil de bandas diferente,
indicando serem espécies de leveduras diferentes. No entanto, o isolado 23 tem o mesmo peffil

de bandas que os isolados 24, 25 e 26, representando isolados da mesma espécie.
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Figura 3- Electroforese em gel de agarose com os perfis de bandas obtidos pela restricdo dos fragmentos amplificados
por PCR de algumas leveduras isoladas, nomeadamente 3, 23, 24, 25 e 26 pelas enzimas de restricdo Cfol, Haelll e
Hinfl. M corresponde ao marcador de massas moleculares 1kb plus DNA ladder (Bioron, GmbH).

Na Tabela 6, constam as dimensdes dos amplificados pela reaccdo de PCR, tal como as
dimensbes dos fragmentos resultantes da ac¢do das enzimas de restricdo, pertencentes as
leveduras Ascomycota. As espécies foram identificadas por andlise pormenorizada da
dimenséo dos fragmentos, sendo posteriormente comparadas com a base de dados da CECT.
Apresenta-se igualmente a identificacao a nivel de espécie obtida por sequenciacdo da regido
D1/D2 do rDNA 26S.



Tabela 6- Perfis de restricao das vérias leveduras obtidos com as enzimas Cfol, Haelll e Hinfl e as identificacdes das
respectivas espécies. Identificagdo da espécie por sequenciacio da regido D1/D2 do rDNA 26S. *Amplificado

PCR (pb).
Teste da PCR
S, Urease Fragmentos de restrigdo (pb) Espécies de
S8 s g Leveduras através
g S § 5] AP* de sequenciagdo
o~| E S Cfo | Hinf | Hae IlI Espécie D1/D2 (espécie)
o o
i3
guilliermondii
i uvarum
o | x 475 | 315-315- | 340-180- 75 Hanseniaspora : Hanseniaspora
100 160-70 opuntiae opuntiae
Seq. Acesso (NCBI)
AB617980.1
guilliermondii
Hanseniaspora uvarum Hanseniaspora
3 X 780 | 320-120-50 | 380-200-170 | 780 opuntiae guilliermondii
Seq. Acesso (NCBI)
EF585437.1
4 X 650 320-320 | 320-150-120 600 Zygoascus hellenicus | --meeeeeeeee-
6 | X 450 | 130-100-80 | 230-100-100 | 45% lssatchenkia terricola | ~---eeeeeee
7 X Seq. Acesso (NCBI) HQ149318.1 Issatchenkia
terricola
8 | Xx 680 | 340-340 |360-170-130| 650 Zygoascus hellenicus |
9 X 520 | 210-190-80 | 230-160-150 | 390-90 Issatchenkia orientalis | = -------meee-
10 X 650 320-320 | 360-170-120 630 Zygoascus hellenicus | = --meemeeeeee-
11 X Seq. Acesso (NCBI) FN428887.1 Pichia crribbica
Pichia
12 X Seq. Acesso (NCBI) HQ262393.1 kudriavzenvii
13 X 650 330-330 | 360-170-120 630 Zygoascus hellenicus | —eeeemeeeeee
15 X Seq. Acesso (NCBI) HM450997.1 Zygoascus
meyerae
17 X 410 210-100 210-200 i%% Metschnikowia pulcherrima | = --------meme-
guilliermondii
Hanseniaspora uvarum
330-330- 360-200- opuntiae Hanseniaspora
18 X s 115 170-80 s P uvarum
seq. Acesso (NCBI)
HQ149311.1
Rhodotorula
19 X Seq. Acesso (NCBI) EU642620.1 mucilaginosa
Pichia
20 X Seq. Acesso (NCBI) DQ104717.1 menbranifaciens
21 X Seq. Acesso (NCBI) FR772353.1 Wickerhamomyces
anomalus
22 X Seq. Acesso (NCBI) DQ862841.1 Rhodotorula
mucilaginosa
23 X 700 600 320-320 590-80
700 600 320-320 590-80
24 X e .
Seq. Acesso (NCBI) HM988722.1 Candida 'Sh")"c‘)’r‘;‘i‘?;‘faou Candida | 1 dida ishiwadae
25 700 600 320-320 590-80
26 700 600 320-320 590-80
27 X Seq. Acesso (NCBI) HQ199214.1 Wickerhamomyces
anomalus
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Nesta pesquisa, a flora das leveduras da adega foi relativamente pouco diversa, uma vez
que s6 se conseguiram isolar e identificar 14 espécies diferentes. Embora nao existam valores-
guia para este tipo de indastria, a andlise destes resultados permitiu classificar os
procedimentos de higiene como aceitaveis, apesar de se encontrarem algumas leveduras nos
materiais e equipamentos em analise, visto ndo terem sido isoladas espécies perigosas para a
estabilidade dos vinhos (Lourerio e Malfeito-Ferreira, 2003). As leveduras encontradas na sua
pluralidade podem ser consideradas adventicias ou inocentes mas ndo pertencendo, na sua
maioria, a Tabela | (Anexo). No entanto, certos autores afirmam que, aparentemente, alguns
microrganismos isolados ndo detém a capacidade de prosperarem em vinhos (Dias et al.,
2003).

As leveduras encontradas em maiores quantidades, e em mais locais de amostragem,
foram Candida ishiwadae, Hanseniaspora guilliermondii, Zigoascus hellenicus e Rhodotorula
mucilaginosa, havendo muitas situagcdes em que o nimero de coldnias excedeu as 300 ufc por
placa, tornado impossivel a sua contagem.

Atendendo a Tabela | (Anexo), as Unicas leveduras que podem ser consideradas como
preocupantes sdo Pichia menbranifaciens, Hanseniaspora uvarum e Candida ishiwadae, uma
vez que produzem fendis volateis, ésteres (aroma) e véu.

De salientar que o teste da urease, apesar de rapido e de facil execucéo, ndo se evidenciou
muito fiavel visto que se obtiveram falsos positivos (em relacdo a alguns Basidiomycota).
Através da sequenciacdo, foi entdo possivel verificar que os isolados 7, 11, 12 e 20 eram
efectivamente Ascomycota.
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3.3 Identificacdo de Bactérias

A amplificagdo por PCR com o ‘primer’ csM13 conduziu a perfis polimorficos de bandas, que
permitiram a comparacdo dos diversos isolados de bactérias analisadas. Como se pode
observar, na figura 4, cada perfil consiste num padrdo de bandas complexo, identificativo de

cada microrganismo, e que pode ser utilizado para a diferenciacdo de estirpes.
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Figura 4- Gel de agarose com perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ obtidos em 20 isolados (1 a 20). M corresponde ao
marcador de massas moleculares, 1kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Procedeu-se a andlise densitométrica dos perfis com recurso ao ‘software’ BioNumerics 6.5
construindo-se um dendrograma global (Figura 5), representativo das relagbes de proximidade
genomica entre isolados. A reprodutibilidade do método foi estimada como sendo o valor médio
de semelhanga a que se agruparam os perfis de cada par de réplicas (77%), num dendrograma

construido apenas com base na analise dos perfis de 10% dos isolados.

A andlise do dendrograma obtido e a organizagdo em grandes grupos tiveram como
objectivo a redugdo do numero de estirpes a caracterizar por sequenciacdo do rDNA 16S, uma
metodologia mais dispendiosa que acarretaria uma inviabilidade econémica do estudo, se
aplicada a todos os isolados.

Apbs a definigdo dos ‘clusters’ seleccionou-se como representantes uma ou mais estirpes

de cada ‘cluster’ de forma a incluir estirpes com caracteristicas fenotipicas distintas.
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Figura 5- Dendrograma dos 46 isolados de bactérias, baseado nos perfis obtidos com o ‘primer’ csM13 utilizando o
coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeracdo UPGMA. Estdo indicados os diferentes ‘clusters’
determinados no dendrograma com base nos quais foram seleccionados os isolados inicialmente sequenciados (5%).
Inclui também, os diversos tipos morfolégicos (I a XIV), os meios de isolamento e a identificacdo dos isolados (c6digo
de isolado). A linha a vermelho representa o valor médio de reprodutibilidade (77%). p=0,85.
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3.4 Comparacgao dos microrganismos identificados nos dois periodos de

amostragem.

Na tabela 7, encontram-se todos os microrganismos isolados e identificados associados a

sua proveniéncia. Devido a auséncia do material e/ou ocupacéo deste (aquando da recolha das

amostras), foi impossivel comparar todos os pontos de amostragem, nos dois periodos (antes e

durante a vindima). Contudo, verificou-se alteracdo na flora microbiana (excepto na bomba

peristéltica). Averiguou-se também que, no periodo de vindimas, existe uma predominancia de

leveduras. Constatou-se ainda que mesmo apds a desinfeccao e lavagem das cubas, estas

continuam a possuir contaminantes, especialmente bactérias, apesar de serem pouco

“alarmantes” para a industria vinica.

Tabela 7- Microrganismos isolados em ambiente de adega, em que as bactérias se encontram a azul e as leveduras a
verde. ND (n&o determinado, devido a auséncia/ocupag¢édo dos equipamentos em questdo).

Antes da vindima

Origem

Durante a vindima

Sanguibacter inilinus
Staphylococcus epidermidis

Provadora Proteus mirabilis
SRS Cuba 1
Bacillus circulan Torneira nivel Enterobacter aerogenes
Staphylococcus epidermidis Base
Staphylogggﬁliss zz|derm|d|s Bomba Peristaltica Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus pasteuri i .
Acinetobacter sp. Uniéo da Mangueira
Acinetobacter sp. Lmha de Unido da Bomba
Baccilus sp. Enchimento (sal'da l) Bacillus sp.
Staphylococcus pasteuri Unido da Bomba
Staphylococcus sp. (saida 2)
- Mangueira Staphylococcus scuri
Pantoea agglomerans
Bacillus sp Balde Enterobacter aerogenes
Sanguibacter keddlel .
Pantoea agglomerans (Recipiente/CANECO) ND
Brevundimonas naejangsanensis
Densimetro Bacillus subtilus
Refratémetro Staphylococcus scuri
It smet Microbacterium sp,
€rmometro Bacillus circulans
Desengagador
Acinetobacter sp.
Prensa
Avental da prensa Proteus mirabilis
ND Caixa de colheita Staphylococcus scuri
lha 1 Bacillus cereus
vermelna Sanguibacter keddlell
Material e ) ) Bacillus cereus
acessorios de Caixa de colheita Cellulomonas sp.
vindima vermelha 2
Caixa de colheita )
vermelha 3 Staphylococcus scuri
Gluconobacter japonicus
Tapete rolante
(humedecido com
uvas)
Enterobacter aerogenes CubalFE Torneira ND
Base
Staphylococcus sp. Torneira
Py P Cuba 23 ND

Pantoea agglomerans

Bacillus sp.

Parede da cuba

Camera de ar
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4. Conclusdes gerais e perspectivas futuras

De acordo com o0s objectivos e plano geral da tese, os estudos desenvolvidos foram
dirigidos no sentido de avaliar, através de utilizacdo de técnicas microbioldgicas, a eficiéncia de
um sistema de HACCP numa adega. Desta forma o trabalho foi dividido em trés grandes fases.

Os estudos realizados na primeira fase basearam-se na recolha, purificacdo e aplicacdo de
critérios morfol6gicos e bioquimicos, que permitiram agrupar e obter um conhecimento prévio
de cada isolado a nivel morfolégico, através das suas caracteristicas fenotipicas.

A segunda fase do trabalho, incidiu-se sobre a avaliacdo da flora e a identificagcdo das
leveduras existentes na adega. Devido a sua versatilidade nutricional, estas podem ser
encontradas em 'habitats’ ecolégicos muito variados. A versatilidade fisioldgica das leveduras,
bem como a sua capacidade em tolerar condi¢cdes adversas ao crescimento, tornam algumas
espécies "especialistas" em termos de ‘habitats’ ecoldgicos que seriam, no presente caso, a
vinha, o vinho e a adega. Assim, apds andlise dos resultados, constatou-se a nédo deteccao do
género Dekkera nos varios pontos de amostragem. No entanto, foram identificadas 14 espécies
diferentes de leveduras, nomeadamente Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Zygoascus hellenicus, Zygoascus meyerae, Issatchenkia
terricola, Issatchenkia orientalis, Metschnikowia pulcherrima, Pichia crribbica, Pichia
kudriavzenvii, Pichia menbranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa, Candida ishiwadae e
Wickerhamomyces anomalus, através do método do RFLP-PCR e da sequenciacdo do rDNA
16S. Raramente estes microrganismos tém capacidade de alterar o vinho visto que sdo, na sua
maioria, de origem ambiental ou oriundos da pelicula da uva. Porém, deste aglomerado
evidenciam-se as espécies Hanseniaspora uvarum, Pichia menbranifaciens, Rhodotorula
mucilaginosa e Candida ishiwadae, por terem uma certa capacidade de causar maus paladares
e por algumas delas se encontrarem em concentracdes elevadas nos respectivos locais de
amostragem.

De salientar que o teste da urease ndo permite uma separacdo correcta das leveduras
pertencentes aos Filos Ascomycota e Basidiomycota e que a restricdo dos fragmentos com
enzimas permite uma identificacdo ao nivel de espécie. Em alguns casos, esta Ultima
abordagem so permite identificacé@o a nivel do género.

Por fim, e ndo menos importante, procedeu-se a identificacdo de bactérias, aplicando o
método do csM13-PCR'Fingerprinting’, devido a sua grande capacidade de diferenciar de forma
rapida e facil os isolados, por gerar perfis suficientemente distintos. De uma forma geral, os
perfis séo constituidos por um elevado nimero de fragmentos facilmente detectaveis. Contudo,
em alguns isolados o perfil ndo apresenta um grande nimero de bandas, o que leva
posteriormente a um errado agrupamento destes isolados, por parte da andlise. Estas
auséncias/presencas de bandas, podem dever-se apenas a variagbes na concentracdo de
DNA molde usado na reaccéo (Ferndndez-Espinar et al. 2001). O recurso ao ‘software’
BioNumerics, permitiu um maior nivel de diferenciacdo do que a simples observacédo directa
dos perfis em gel. No entanto, a sua elevada sensibilidade pode ser uma desvantagem.

Variagbes na coloracdo do gel, na qualidade da fotografia ou na normalizacdo dos géis,
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aquando da sua introducédo no software, podem levar a variag6es cumulativas no resultado final
que, por vezes, resultam numa maior diferenciacdo. Tendo em conta que o coeficiente de
Pearson é um coeficiente com capacidade de avaliacdo de caracteres qualitativos, a
auséncia/presenca de bandas ténues adquire uma importancia acrescida, e é determinante nao
s6 na qualidade de perfis discriminativos, mas também nos valores dos indices de semelhanca
entre estes, durante a constru¢éo de dendrogramas.

Numa andlise global, considerando as estirpes de cada ‘cluster’ (ao nivel de 77%) formado
pelos perfis de csM13-PCR f‘fingerprinting’ e a identificagdo ao nivel de espécie obtida pela
molécula de rDNA 16S ndo apresentaram uma concordancia total. Esta observacao foi
fundamentada pela analise morfoldgica dos isolados. Apds a sequenciacdo de mais alguns
isolados de cada ‘cluster’, a andlise conjunta dos resultados obtidos pela abordagem polifasica
permitida pelos perfis de csM13, sequenciagdo de rDNA 16S e tipificagdo morfoldgica permitiu
a identificacdo de isolados e conduziu a identificacdo de 18 espécies diferentes.

Visto que a este nivel, as bactérias potencialmente perigosas ao vinho sdo as acéticas e as
lacticas, nesta dissertagdo, a Unica que causa mais apreensdo € do género Gluconobacter
(isolado 50), que se encontra no grupo das bactérias lacticas. Porém, todas as outras bactérias
isoladas, apesar de se encontrarem na adega, ndo se propagam no vinho aquando a sua
fermentacéo.

Em situacBes pontuais, os procedimentos de higienizacdo ndo mostraram ser totalmente
eficazes na eliminacdo de todos os microrganismos, uma vez que existem microrganismos em
alguns pontos dos véarios equipamentos analisados. Todavia, as condi¢cdes de higiene
encontradas na adega ajudam a concluir que € uma empresa alimentar, que estad muito bem
colocada a este nivel, e que o risco de contaminacdo dos vinhos é reduzido, aguando da
aplicacdo das metodologias do HACCP.

Uma dificuldade que surgiu na analise dos resultados foi que nem sempre as amostragens
eram do mesmo ponto de origem. Isto deveu-se a diversos factores, tais como: auséncia do
material no inicio da recolha, ocupacgéo deste na segunda amostragem, desconhecimento da
existéncia de algum deste material de vindima. Contudo, conclui-se que a flora microbiana se
alterou nos dois momentos de analise, antes e durante a vindima.

Como era expectavel, o “fluxo” de microrganismos encontrados nas amostragens foi
diminuindo consoante o avancar ou evolucdo do processo de vinificacdo, assim como se
observou um maior nimero de leveduras na segunda amostragem (ja no periodo de vindimas),

em relagdo a primeira amostragem.

A higienizacdo dos equipamentos é uma pratica que permite reduzir o nimero de células
viaveis a um nivel aceitavel e permite ainda eliminar os ambientes propicios ao crescimento
dos microrganismos. Com os resultados auferidos, conclui-se que ainda se podem melhorar
alguns aspectos do plano de HACCP desta adega: (i) implementar novas técnicas e
equipamentos de lavagem e desinfeccao; (ii) evitar adquirir equipamentos que apresentam uma
estrutura complexa nas canalizacdes de passagem do vinho, o que dificulta muitas vezes a

eficiéncia da higienizacao; (iii) evitar correntes de ar e controlar entradas e saidas de ar, para
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evitar contaminacdes aéreas/ambientais; (iv) aplicar de forma mais eficaz e eficiente os
diversos factores que condicionam a higienizacao (temperatura, tempo, concentracdo e accao
mecanica); (v) aplicar testes microbioldégicos mais rapidos e eficientes, com a finalidade de
identificar microrganismos existentes apos higienizacado e, simultaneamente, diagnosticar quais
as vias e fontes de contaminacéo.

Um grande vinho é conseguido através de um infindavel conjunto de pormenores e a
higiene é sem sombra de dividas um factor incontornavel ligado a qualidade organoléptica do
vinho e a imagem de marca do produtor. No entanto, uma abordagem preventiva e

racionalizada de todos procedimentos é sempre 0 mais aconselhavel.

Recomeca... se puderes, sem angustia e sem pressa e 0s passos que deres, nesse caminho
duro do futuro, d4-os em liberdade, enquanto ndo alcances ndo descanses, de nenhum fruto

gueiras s6 metade.

(Miguel Torga)
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Il 4 Circular Inteira Convexa Branca Lisa Brilhante Ascomyceta + + + - + 48 11% 13e
. . . 23;24;25e
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Vi 2 Punctiforme Inteira Convexa Branca Lisa Malte Ascomyceta + - - - + 17
VIl 4 | Circular /Oval | Inteira Convexa Branca Rugosa Malte Ascomyceta + - - - - 6;7e9

Quadro 1 — Tipos morfologicos das coldnias de leveduras isoladas.
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Quadro 2 — Tipos morfologicos das coldnias de bactérias isoladas.
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Tabela 1- Leveduras de alteragdo mais representativas do vinho (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 1995). V- Vinificagdo; A- Armazenamento; E- Engarrafamento

Espécies

Problema/Composto

Ocorréncia®

Espécies oxidativas
Pichia anomala
Pichia menbranifaciens

Dekkera bruxellensis

Candida sp.

Espécies fermentativas
Kloeckera apiculata
Hanseniaspora uvarum
Saccharomycodes ludwigii

saccharomyces sp. (S. cerevisiae)

Zygosaccharomyces sp. (Z. bailli, Z. bisporus, Z.

rouxii, Z. microelipsoides)
Torulaspora delbrueckii
Schizosaccharomycodes pombe

Vérias espécies

Véu; cheiro (acetato de etilo)

Véu; cheiro (ésteres)

Cheiro a suor de cavalo e a rato; aumento da acidez volatil

(etilfenol, piridinas e acido acético

Véu; cheiro (ésteres)

Cheiro (ésteres)
Cheiro (ésteres)
Escurecimento; cheiro (acetaldeido)
Escurecimento; refermentacéo

Sedimentos; escurecimento; refermentacéo

Sedimentos; escurecimento; refermentacao
Cheiro; perda de acidez fixa; aumento da acidez volatil

Cheiro (H,S e mercaptanos)

V; A
V; A
A E; V

V; A E
A E
A E

A E
V; A
V; A
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