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Biofilmes de Brettanomyces bruxellensis:
um estilo de vida para suportar os

stresses ambientais?

Extraido do artigo de investigacdo “New advances on the Brettanomyces bruxellensis biofilm mode of life’

(Infernational Journal of Food Microbiology 2020)'.

>>> A capacidade de formar biofilmes é uma potencial
estratégia de resisténcia, embora, até ao presente,
ndo tenha sido muito explorada no caso da levedura
deteriorante do vinho, a Brettanomyces bruxellensis.
Estudou-se a capacidade de aderéncia e de formacao
de biofilmes em aparas de aco inoxidavel, no contexto
da producdo de vinho, de duas estirpes. Recorrendo a
microscopia eletrénica, foram identificadas estruturas
celulares especificas, tais como células filamentosas ou
estruturas semelhantes a clamidésporos, potencialmente
envolvidas no mecanismo deresisténcia da B. bruxellensis.
Além disso, foram observadas células livres, libertadas
pelos biofilmes, tendo-se postulado a hipétese de serem
responsaveis pela deterioracdo recorrente do vinho. <<<

O biofilme pode definirse como uma comunidade de micro-
organismos irreversivelmente unidos a uma superficie e
entre si, incorporados numa matriz autoproduzida. Esta
estratégia de crescimento, amplamente disseminada entre
os micro-organismos, contribui para a sua persisténcia
em vdrios ambientes, através de uma maior resisténcia
ao stress e da colonizacdo de superficies?. A capacidade
de formar biofilmes da levedura responsavel pela
deterioracdo do vinho, a Brettanomyces bruxellensis, é
insuficientemente descrita na literatura. A comprovacdo da
aderéncia da B. bruxellensis & superficie dos equipamentos
vinicolas e das suas capacidades de desenvolvimento de
biofilmes possibilitaria o desenvolvimento de estratégias
adequadas e eficientes para a sua remogdo. Neste dmbito,
o objetivo do presente trabalho consiste, em primeiro
lugar, em evidenciar o estilo de vida dos biofilmes de
B. bruxellensis; em segundo lugar, em visualizar as suas
diversas estruturas celulares, por meio de observacdes
microscopicas, e, em terceiro lugar, em estudar o impacto
do vinho sobre os biofilmes estabelecidos produzidos por
duas estirpes de B. bruxellensis.

B Formacao e estrutura dos biofilmes no vinho

As células das duas estirpes selecionadas (designadas
por “11” e “14" e previamente isoladas a partir de
equipamentos vinicolas) foram adaptadas &s condigdes
presentes no vinho tinto (teor alcodlico e pH), conforme
descritas por Llongin et al, 2016° Além disso,
anteriormente & formacdo de biofilmes, assegurou-se,
por meio de indculos, que as células se encontrassem
no mesmo estado fisiolégico, correspondente ao final
da fase de crescimento exponencial, possibilitando uma
comparacdo exata da formagdo de biofilmes no vinho por
diferentes estirpes. A formacdo de biofilmes no vinho pela
B. bruxellensis foi estudada em aparas de ago inoxiddvel,
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Figura 1. A) Observagdes por MEV de microcolonias das estirpes 11 ¢ 14 com 7 dias de idade, desenvolvidas
em vinho tinfo, em aparas de ago inoxidavel. Foram efetuadas ampliagdes de 500x (desenvolvimento das mi-
crocolonias na superficie de ago inoxidavel) e de 7000x (células filamentosas e SPE, respetivamente indicadas
pelas sefas brancas n.° 1 2). B) Observaces por MEV de microcolonias da estirpe 14 com 14 dias de idade,
desenvolvidas em vinho finto, em aparas de ago inoxidvel. Foram efetuadas ampliaGes de 7000x (estrutura
semelhante o um clomidasporo, indicada por uma seta branca).

através de um protocolo adaptado com base em estudos
anteriores*. As aparas de aco inoxidavel de 25 mm x
25 mm foram imersas em 15 ml de vinho tinto, no qual
foram inoculadas células com 5,0 x 105 UFC/ml. Apds
a incubacdo, durante 7 e 14 dias, a 28 °C, procedeu-se
a lise celular por sonicacdo, as populacdes celulares
cultivaveis presentes no biofilme foram determinadas
or cultura em placa, num meio YPD, e a estrutura do
Eiofilme foi observada por Microscopia Eletrénica de
Varrimento (MEV).
A aderéncia e formacdo de biofilmes no vinho por
ambas as estirpes foram monitorizadas na apara apds
2h, 24h e 7 e 14 dias de incubacdo, recorrendo ao
Frotocolo anteriormente descrito. As culturas de levedura
oram, inicialmente, inoculadas com cerca de 106 UFC/
ml (Tabela 1). Apés 2 horas no vinho, a estirpe 14
apresentou uma fraca taxa de aderéncia, de 0,69 %, em
comparagdo com a estirpe 11 (5,69 %). Esta diferenca
populacional manteve-se ao longo de 7 dias, mas néo
OEéS 14 dias de incubagdo, ainda que ndo se tenha
observado qualquer crescimento adicional do biofilme
de nenhuma das estirpes inoculadas no vinho (Tabela 1).
Este facto indicia a capacidade de aderéncia e formacao
de biofilmes em ambientes adversos, como o vinho, da
B. bruxellensis, apesar de o crescimento do biofilme ser
diminuto apés 14 dias de incubagdo.

Tabela 1. Crescimento de microcolonias das estirpes 11 e 14 em aparas de aco inoxidavel, apos
2 ¢ 24 horas e 7 e 14 dias. Os valores representam a média de trés réplicas biologicas independ-
entes, afribuida com desvio-padrdo (valores a cinzento). O asterisco™ indica uma diferenca significativa
(ANOVA, valor de P < 0,05) entre as 2 estirpes num dado momento.

Estipe  Populago inicial no
vinho em UFC/ml

0 hora 2 horas*

1" 544 x10°+ 2,59 x 107 | 3,22x 10* +¢

14 1,33x 10%+4 67 x 10 9,53 x 10° +

Populagéo na apara (UFC/cm?)

24 horas* 7 dias* 14 dias
5,26 x 10* +8 0 1,06 x 10° +5. 1,79 x 10* £5,37 x 10°
1,50 x 10* +9 4,78 x 10° +6 529 x 10° 7,15 x 10°
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Paralelamente, as observacdes das estirpes 11 e 14,
apés 7 dias de incubagdo em aparas de aco inoxidéavel,
revelaram a presenca de microcolénias com células
incorporadas em substancias poliméricas extracelulares
(SPE) (Figura TA). Importa, além disso, ter em conta que
toi observado um grande nimero de células filamentosas
no interior das microcolénias, postulando-se a hipétese
de as mesmas desempenharem um papel estrutural no
biofilme (Figura 1A). As observacdes microscopicas
demonstraram, igualmente, a presenca de estruturas de
maior dimensdo do que uma célula normal de levedura,
com paredes espessas e derivadas de células filamentosas
(Figura 1B). Estas propriedades sdo caracteristicas
de estruturas semelhantes a clamidésporos, conforme
anteriormente relatado no caso da C. albicans®.

B Impacto do vinho sobre o biofilme da
B. bruxellensis

Em primeiro lugar, foram produzidos biofilmes em
aparas de aco inoxidével, num meio YPD (conforme
anteriormente descrito) e, apés 7 dias de incubacdo,
as al!oaras com células aderentes a biofilmes foram
transferidas para o vinho, de modo a estudar o respetivo
impacto sobre os biofilmes de B. bruxellensis com 7 dias
de idade. Foram enumerados dois tipos de células: (i) as
que restavam no interior do biofilme das aparas e (i) as
que foram libertadas no vinho (Figura 2). No caso de
ambas as estirpes, a quantidade de células no interior
dos biofilmes diminuiu expressivamente apds 24h,
mas, posteriormente, permaneceu estavel, até 14 dias
(Figuras 2A e 2B). Conforme anteriormente descrito, o
vinho teve um impacto mais negativo sobre a estirpe
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Figura 2. Comporfamento das microcolonias no vinho, no caso (A) da estirpe 11 ¢ (B) da
estirpe 14. A populacdo celular na apara & expressa em log10 (UFC/cm?) e a populagdio celular
libertada no vinho, em log10 (UFC/ml). As barras de erro representam o desvio-padrdo entre
trés réplicas independentes. As diferentes letras indicom uma diferenca significativa (ANOVA,
valor de P < 0,05).

14 do que sobre a estirpe 11. Acresce a observacdo
de um fenémeno significativo de libertacdo de células
pelo biofilme, decorridas apenas 2h da inoculacdo no
vinho (com cerca de 106 UFC/ml), no caso de ambas
as estirpes (Figuras 2A e 2B). Posteriormente, no caso
da estirpe 14, registou-se um decréscimo do nimero de
células [i)bertcdos durante 24 horas, antes de estabilizar
durante, no méaximo, 7 dias. A esta diminuicdo seguiu-se
um aumento das contagens de células entre os dias 7 e
14. Observou-se o mesmo comportamento no caso da
estirpe 11, embora em menor grau.

H Conclusao

Neste estudo, demonstrou-se, no vinho, a capacidade da
levedura deteriorante B. bruxellensis de formar um biofilme
em aco inoxidével. Conforme descrito em relacdo a outros
micro-organismos®, o estilo de vida do biofilme pode
possibilitar a persisténcia da B. bruxellensis no vinho e
em ambientes associados, para além de poder constituir
uma importante via de contaminagdo do vinho. Este tipo
de desenvolvimento deve ser tido em conta ao limpar
cubas ou condutas, uma vez que, apds a formagdo de
um biofilme, o processo de limpeza pode tornar-se menos
eficaz, dado que o estilo de vida do biofilme permite uma
melhor resisténcia a condicdes de stress. Além disso, as
observacdes por MEV revelaram estruturas “semelhantes
a clamidésporos” que nunca tinham sido relatadas no
caso da B. bruxellensis. Os clamidésporos foram descritos
como formas de resisténcia em determinados fungos’,
embora o papel que desempenham nas leveduras nunca
tenha sido claramente identificado. Os futuros trabalhos
de investigacdo deverse-do focar na determinagdo
da sua verdadeira natureza e do papel efetivamente
desempenhado por estas estruturas  “semelhantes a
clamidésporos” no caso da B. bruxellensis, bem como
o seu contributo para a persisténcia da levedura
deteriorante nas caves de vinhos. B
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