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Existem cada vez mais enélogos a reduzir a aplicagao
de sulfuroso nos vinhos como resposta a demanda
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vidas solugdes bioldgicas alternativas designadas cum%’:fig:zrinecaniimos R
. . . O] Q io .
de bioprotetores, para controlo microbiolégico de S P espaciots
. . R « e n q, &G %
contaminantes e simultanea reducdo da utilizagao activacion microbiologica %

de SO,. Um dos principios de bioprotecao baseia-se ”fer%cv

na gestao de populagées microbianas prejudiciais, “ng, §
mais do que na sua erradicacao. Por outro lado, ter
uma alternativa como a bioprotecao microbiolégica
pode ser uma opcdo interessante especialmente em PSprotecsion
contexto de aquecimento global onde o aumento de
pH torna o sulfuroso menos eficiente.
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Com o interesse continuo na selecao de novas estirpes Saccharomyces cerevisiae e Oenoccocus oeni, uma
atencao particular tem sido dada a selecao de espécies/estirpes nao-Saccharomyces para, entre outras
coisas, conseguir uma capacidade de bioprotecao natural contra leveduras e bactérias lesivas para a
qualidade do vinho.

Uma das ndo-Saccharomyces estudadas é a Metschnikowia pulcherrima. Esta publicacao centra-se na
atividade antagonistica de uma estirpe especifica M. pulcherrima LEVEL? Guardia™, noutras espécies
de leveduras enoldgicas para aplicacdes de bioprotecao.

Esta publicacao centra-se na LEVEL? Guardia™: Forte acao anti-
microbiana em vinhos tintos

LEVEL? Guardia™ é a mais recente levedura Metschnikowia pulcherrima do nosso portofélio, tendo sido
selecionada pelo Instituto Francés da Vinha e do Vinho na Borgonha, em Franca, pela sua capacidade de
adaptacdo as etapas pré-fermentativas na producao de vinho tinto bem pelo controlo de outros micror-
ganismos contaminantes.

Em mostos a LEVEL? Guardia™ apresenta uma eficaz e rapida implantacdo e multiplicacdo e deste modo
ocupa o meio «afastando» outras espécies, mesmo a baixas temperaturas. Como mostra a Figura 1, num
Pinot noir 2020 (IFV Beaune, Borgonha, Franca), LEVEL? Guardia™ foi capaz de multiplicar-se durante
uma maceracao a frio durante 5 dias (10°C). Consequentemente, no final dessa etapa pré fermentativa,
assistiu-se a uma diminuicdo de leveduras de deterioracdo Hanseniaspora uvarum e de outras leveduras
contaminantes em comparacdo com um controlo com adicao de SO..
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Figura 1. Contagem de levedura apés 5 dias de maceracao a frio (10°C) em Pinot Noir (IFV Beaune, Franca,
2020). Ensaio comparativo de LEVEL? Guardia™ (10g/hL) e o controlo com uma adicao de 2,59 /100 kg de SO,.

Outro ensaio realizado em Grenache 2020 (INCAVI, Espanha) mostra a boa implantacdo de LEVEL?
Guardia™ com baixas temperaturas, e a sua elevada acdo antimicrobiana contra as diferentes po-
pulacdes microbianas. Tal como no ensaio anterior, a inoculacdo de LEVEL? Guardia™ foi analisada
comparando a adicao de SO, durante uma estabilizacdo a frio a 10°C. Verificou-se uma boa implanta-
¢do de LEVEL? Guardia™ durante a maceracao a frio. e os valores das outras espécies contaminantes,
tais como a Hanseniaspora, reduziram significativamente (Figura 2). As duas cubas foram inoculadas
com a mesma Saccharomyces cerevisiae. A acidez volatil no final da fermentacéo alcodlica (inoculados
com a mesma Saccharomyces cerevisiae) foi significativamente mais baixa no vinho protegido com
Guardia (Figura 3).
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Figura 2. Controlo da implantacdo durante 5 dias de maceragao a frio (10°C) em Grenache (INCAVI,
Espanha, 2020). Ensaio comparativo de LEVEL? Guardia™ (10g/hL) e um controlo sem bioprotecéo.
Nao foram adicionados sulfitos durante o ensaio.
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Figura 3. Acidez volatil em vinhos Grenache (INCAVI, Espanha, 2020). Ensaio comparando de LEVEL? Guardia™
(10g/hL) e um controlo sem bioprotecdo. Nao foram adicionados sulfitos durante o ensaio.

Porque é que a LEVEL? Guardia™ é um forte agente de bio
protecao?

A Metchnikowia pulcherimma é um microrganismo interessante encontrado na flora do mosto e tal como
no caso da Saccharomyces cerevisiae, dentro da mesma espécie, existem estirpes com comportamentos
distintos por isso € importante selecionar a levedura adequada para cada aplicacao especifica.

O mecanismo de acado Unico desta estirpe de M.pulcherrima deve-se a sua capacidade de producao de
acido pulcerriminico. O acido pulcerriminico é um acido natural que ndo tem impacto sensorial, sendo
produzido por algumas espécies de leveduras em particular a M.pulcherrimma devido a presenca dos
genes (PUL1, PUL2, PUL4, snf2) que possibilitam a sua sintese. Apds a excrecdo pela levedura, o acido
pulcerriminico tem uma forte ligacdo quelante ao ferro livre formando-se o pulcerriminio. (Figura 4).
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O ferro presente no mosto é reduzido e o crescimento das espécies contaminantes (por exemplo,
Hanseniaspora, etc.) acaba por diminuir dado que o ferro livre é um elemento necessario para o seu
crescimento. A Figura 5 mostra as diferentes concentragées de ferro total e livre num mosto em que
diferentes M.pulcherrima entre as quais LEVEL? Guardia™ e uma Saccharomyces cerevisiae selecionada
foram utilizadas.
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Figura 5. Concentracao total e livre de ferro no mosto com diferentes M.pulcherrima e S. cerevisiae

Fenotipicamente falando, esta propriedade Unica pode ser observada quando LEVEL? Guardia™ é culti-
vada num meio especifico e as coldnias resultantes dessa acdo sao rosas dado que o pulcerriminio apre-
senta uma pigmentacao vermelha (Figura 6).
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Figura 6. LEVEL? Guardia™ com incubacao durante 7 dias a 13° C num meio especifico com ferro comparado
com outra M.pulcherrima (Laboratoire I&D Lallemand, Franca).

A associacao positiva de LEVEL? Guardia™ ™ e da levedura
enoldgica Saccharomyces cerevisiae

Como a LEVEL? Guardia™ é um forte quelante do ferro livre existente no mosto, e desta forma reduz
o crescimento de outras espécies de levedura, seria de presumir que a atividade da S. cerevisiae ne-
cessdria para completar a fermentacdo poderia ser inibida pela formacéao pulcerriminio devido a redu-
¢ao do ferro no mosto. No entanto, a levedura enoldgica S. cerevisiae tem a capacidade de «quebrar»
a ligacéo férrica ao acido pulcherrimico e usa-lo para as suas fungdes metabdlicas. Devido a presenca
no seu genoma dos genes PUL3 e PUL4 (Krause et al, 2018). Deste modo a levedura selecionada S.
cerevisiae podem ser inoculadas apds a LEVEL? Guardia™.



Por outro lado, aimplantacao da S. cerervisiae selecionada mostrou ser mais eficiente ainda quando LEVEL?
Guardia™ é inoculada antes da fermentacao (Figura 7) provavelmente devido a forte limitacao da flora
contaminante.
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Figura 7. Controlo da implantacdo a meio da fermentacdo alcoélica em Grenache (INCAVI, Espanha, 2020).
Ensaio comparativo de LEVEL? Guardia™ (10 g/hL) e um controlo sem bioprotecao.
Nao foram adicionados sulfitos durante o ensaio.

Conclusao

Durante a pré-fermentacao, o mosto é vulneravel, estando sujeito ao desenvolvimento de microrganis-
mos indesejaveis. A protecao do mosto é necessdria para evitar desvios sensoriais desde as primeiras
etapas da vinificacdo. A utilizacdo de LEVEL? Guardia™, por exemplo durante a maceracao a frio das
uvas tintas, € uma alternativa eficiente ao SO, para o controlo de uma diversidade de microrganismos
contaminantes.




