Avaliacao da presenca de
leveduras contaminantes em
vinhos Syrah do Nordeste do
Brasil

Presence of contaminant yeasts
evaluation in Syrah wines from
Northeast of Brazil

Eudberg Alves de Oliveira’; Ana Julia
de Brito Araujo?; Vanessa de Souza
Oliveira?; Juliane de Souza Oliveira?;
Russaika Lirio Nascimento?®; Gildeilza
Gomes Silva?; Carliana Araujo Pereira*;
Herbert M. de L. Targino®; Glaucianne
Cavalcante da Conceicdo?; Carlos
Alberto Tudo Gava®; Giuliano Elias
Pereira’

Resumo

Este trabalho objetivou verificar a presenca de leveduras
contaminantes em vinhos elaborados a partir de uvas da variedade
Syrah, provenientes de videiras do Campo Experimental de
Bebedouro, da Embrapa Semiarido, com suspeita de contaminacao.
As uvas Syrah foram colhidas em marco de 2011 e apresentavam
injurias por causa do ataque de passaros e insetos, bem como
apresentavam problemas de sanidade, decorrentes da pluviosidade
no periodo de maturagao. Os vinhos foram elaborados no Laboratério
de Enologia pelo método tradicional e, ao final das fermentacées
alcodlica e malolatica, foram estabilizados e engarrafados. A
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metodologia utilizada para a caracterizacao dos micro-organismos
utilizou um meio seletivo para leveduras resistentes a conservantes.
A andlise revelou a presenca de leveduras resistentes ao antioxidante
utilizado nos vinhos, mostrando, dessa forma, que de acordo com o
estado da matéria-prima, sdo necesséarias medidas de prevencao e
controle desde o campo, como a selecdo das bagas no campo e na
adega, eliminando-se as podres, bem como a adicdo de quantidades
mais elevadas de conservantes e uso de técnicas para eliminar e
evitar a proliferacao desses micro-organismos durante a estabilizacao
do vinho em garrafas.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., vinhos tropicais, contaminacao,
analise microbioldgica.

Introducao

Durante o processo de vinificacdao, em no minimo trés estadios
diferentes, os micro-organismos podem atuar de forma devastadora.
A primeira e principal fonte de contaminacao por micro-organismos
resistentes envolve a matéria-prima in natura. Consequentemente,

as interacOes microbianas que ocorrem nas uvas contribuirdo para a
diversidade de espécies encontradas durante a elaboracao dos vinhos
(TOIT; PRETORIUS, 2000). Essa diversidade, muitas vezes, inclui
leveduras resistentes aos conservantes, capazes de causar alteracoes
no vinho durante a estabilizacao e no produto engarrafado.

Leveduras resistentes a conservantes incluem uma grande variedade
de espécies, pertencentes aos géneros Candida, Debaryomyces,
Dekkera/Brettanomyces, Issatchenkia, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces e Zygosaccharomyces (PITT; HOCKING,
2009). Uma das mais importantes alteracdes causadas por essas
leveduras é a refermentacao. Essa alteracdo, que é notada pela
producao de diéxido de carbono e ocorréncia de turvacao, verifica-
se em vinhos com teor final de acucares residuais superiores

a 2 g.L'", nos quais essas leveduras estejam presentes. As
leveduras frequentemente envolvidas nesse tipo de alteracado sao
Zygosaccharomyces bailli e Saccharomyces ludwigii.

Outra alteracao importante é chamada de flor, causada por leveduras
de metabolismo aerébio, como Candida spp.e Pichia spp., que

se desenvolvem, sobretudo, em vinhos jovens e com baixo teor
alcodlico. A sintomatologia consiste no aparecimento de um véu
esbranquicado, constituido por leveduras, que surge na superficie

do vinho e vai se tornando cada vez mais espesso, até se decantar.
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Da sedimentacdao, origina turvacao no vinho. As alteracdes produzidas
consistem na perda de grau alcodlico e na diminuicao de acidos
organicos, de glicerol e, sobretudo, de etanol. Como principal produto
secundario da degradacao desse ultimo, verifica-se a producao

de acetaldeido, que ao se combinar com os polifendis causa o
amarelecimento dos vinhos brancos. Em vinhos tintos, podem causar
danos olfativos, como notas de solventes e acetona (PEYNAUD, 1997).

Sabe-se que as leveduras remanescentes das bagas das uvas,
potencialmente resistentes aos conservantes, podem ser influenciadas
por varios fatores, como adesao a superficie, tolerancia a estresses
ambientais (temperatura, luz do sol, dessecacéao, entre outros fatores),
aplicacao de defensivos quimicos e interacao com outros micro-
organismos. Um exemplo disso foi constatado por Gilis et al., (2008),
que relataram a ocorréncia de Brettanomyces em bagas de uvas
danificadas por passaros e abelhas em vinhedos da Franca e América
do Sul. Os autores salientam que a presenca deste género parece estar
diretamente ligada com a integridade fisica da uva.

A legislacao brasileira define os conservantes como “substancias que
impedem ou retardam a alteracdo dos alimentos provocada por micro-
organismos ou enzimas”, permitindo o uso de diferentes conservantes,
sendo os benzoatos e sorbatos mais utilizados (BRASIL,1999). A
escolha de um conservante para a aplicacado especifica, no caso de
vinhos, é baseada em diversos fatores, tais como propriedades fisicas
e quimicas (solubilidade, pKa, reatividade, toxidade), tipos de micro-
organismos de interesse e tipos e propriedades dos vinhos a serem
conservados. A combinacao de mais de um conservante também pode
ser utilizada para o aumento da eficiéncia em um determinado produto
(SOFOS, 1995).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar a possivel
contaminacao de vinhos tintos elaborados com uvas da variedade
Syrah, provenientes do Campo Experimental de Bebedouro, pertencente
a Embrapa Semiérido, que se encontravam injuriadas por passaros,
insetos e fungos causadores de podridao.

Material e Métodos

As uvas Syrah foram colhidas pela manha no Campo Experimental
de Bebedouro, na Embrapa Semiéarido, em Petrolina, PE, em marco
de 2011, apresentando injdrias decorrentes do ataque de passaros
e insetos, bem como apresentavam problemas de sanidade, por
causa da pluviosidade ocorrida no periodo de maturacado, causando
o aparecimento de fungos, a exemplo de Botrytis cinerea. Os vinhos
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foram elaborados no Laboratério de Enologia da Embrapa Semiérido,
por meio do método tradicional, com controle das temperaturas das
fermentacdes alcodlica e malolatica (25° C e 18° C, respectivamente).
Os vinhos foram sulfitados, com dose de 10 ppm de metabissulfito
de potassio. Em seguida, foram estabilizados e engarrafados, depois
analisados para a deteccao das leveduras presentes.

O meio de cultura utilizado para determinacao de leveduras resistentes
aos conservantes foi desenvolvido por Pitt e Hocking (2009). Para

o meio, utilizaram-se 100 g de glicose; 5 g de extrato de levedura;

15 g de &gar; 1 L de &gua pura e 5 mL de acido acético. O meio,

sem a adicao do acido acético, foi preparado e esterilizado em
autoclave a 121 °C por 10 minutos para evitar reacao de Maillard

que é o escurecimento da glicose presente no meio. No momento

do uso, o agar foi fundido e resfriado a 45 °C e adicionado o acido
acético glacial. O meio sélido completo foi inoculado imediatamente
para evitar a volatilizacao do acido acético. Utilizou-se caldo triptona
glicose extrato de levedura 0,5% de acido acético, como meio

de enriguecimento antes do plagueamento. Dessa forma, foram
inoculadas trés aliquotas de 1 mL da amostra em trés tubos de 20 mL
contendo caldo triptona glicose extrato de levedura 0,5% de &cido
acético. Os tubos foram postos em incubadora 30 °C/48 horas. Apés
a incubacao, inoculou-se 0,1 mL do contelido de cada tubo em uma
placa separada contendo agar triptona glicose extrato de levedura
0,5% de acido acético (em superficie). As placas foram dispostas em
incubadora a 30 °C/48 horas e observou-se se houve desenvolvimento
de colbnias.

Resultados e Discussao

O cultivo em meio seletivo permitiu verificar a presenca de leveduras
resistentes aos conservantes (Figura 1), constatando o fato citado
na literatura de que um dos provaveis fatores de contaminacao de
uvas é a incidéncia de injdrias nas bagas antes da colheita, ou uma
concentracao final de SO2 molecular muito baixa.

No caso deste estudo, a dose aplicada no momento da vinificacao
foi de 10 g.100L" de diéxido de enxofre, recomendada por
apresentarem problemas de sanidade (RIBEREAU-GAYON et al.,
2004). O trabalho foi qualitativo, apenas identificando a presenca
de leveduras, nao tendo sido realizado trabalho de identificacao,

o que demandaria outras técnicas. Algumas espécies de Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Zygosaccharomyces,
frequentemente relatadas como leveduras contaminantes, exigem
pelo menos 2 mg.L' de SO2 molecular para serem inibidas (WARTH,
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1985). Essa concentracao é dificil de ser obtida, pois a presenca de
S0O2 molecular depende do pH, da acidez do mosto e do vinho. O
valor de SO2 molecular, presente no vinho era de 0,26 mg.L". Os
mecanismos de resisténcia ao SO2 variam, mas estao relacionados
com taxas diferentes de difusao através da membrana celular,
sintese de compostos que se ligam ao SO2 e sensibilidade enzimatica
(ROMANO; SUZZI, 1993). Uma alternativa que vem comecando a ser
utilizada é a filtracao em membranas, podendo ser uma alternativa
antimicrobiana. A membrana deve ter poros com tamanho méximo
de 0,45 um, bem como a filtracdo por osmose reversa (RIBEREAU-
GAYON et al., 2004).

Figura 1. Placas onde podem ser visualizadas as leveduras que se desenvolveram no
meio seletivo (PRY), resistentes aos conservantes (a); e células de leveduras isoladas
na placa (a), através de microscopia de contraste de fase (b).

Os vinhos foram analisados quimicamente e apresentaram teor
alcoodlico de 12,3% °GL, densidade 0,9937, 15,4 mg.L" de SO2

livre (o que corresponde a 0,26 mg.L" de SO2 molecular), 20,5
mg.L" de SO2 total, e 0,62 g.L" de acidez volatil. Estes valores
mostram que o processo tecnoldgico foi eficiente para evitar uma
contaminacao maior, segundo as recomendacodes técnicas, bem como
a oxidacao e a producao excessiva de acido acético, pelo baixo valor
da acidez volatil (o limite é de 1,2 g.L"). O vinho foi descartado, pois
apresentou altos indices de acetaldeido, cujo aroma tipico é de cola e
acetona, o que comprometeu a qualidade sensorial do produto.

O presente trabalho mostrou que a qualidade da matéria-prima é
fundamental para a obtencao de vinhos de qualidade. O estudo
revelou a presenca de leveduras contaminantes, que degradaram
compostos e causaram defeitos olfativos graves nos vinhos, e estao
sendo analisadas para descricao do tipo e espécie. Algumas técnicas,

Foto: Eudberg Alves de Oliveira
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como pasteurizacao répida, uso da osmose inversa, bem como a
irradiacao, possivelmente poderiam minimizar os defeitos encontrados
(RIBEREAU-GAYON et al., 2004; PEYNALD, 1997). Além destes,
existem meios fisicos que atuam em sinergia com a adicao de
conservantes, como o uso de membranas filtrantes e a lavagem
prévia das uvas, que também podem minimizar os danos. Um fator
primordial que também deve ser observado € a integridade fisica das
bagas antes, durante e apds a colheita e, finalmente, a higienizacao
de equipamentos e utensilios usados no processo de vinificacao.

Conclusoes

Identificou-se a presenca de leveduras contaminantes nos vinhos
elaborados, mesmo tendo sido utilizadas doses elevadas de
antioxidantes para evitar a degradacao.

A presenca de leveduras resistentes aos conservantes enolégicos
mostra que é preciso ter cuidado com a qualidade das uvas na
colheita para vinificacao, sendo necessdrio adotar outros mecanismos
para evitar a perda dos produtos, quando se trata de matéria-prima
com problemas de sanidade.
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