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1. A perspectiva
zimoldégica em processos
de desacidificagao de
mostos e vinhos

A Biologia de Leveduras ¢ uma das

areas de investigacdo que o0
Departamento de Biologia da
Universidade do Minho tem

privilegiado desde o seu inicio. Uma
das principais vertentes deste
dominio tem incidido sobre a
tematica “Leveduras /Fermentagdo
Vinaria”. Os projectos assentam em
abordagens pluridisciplinares de
fisiologia, bioquimica e genética
molecular, articulando estudos de
indole fundamental com potenciais
aplicagdes no sector enologico. Para
tema da presente comunicacdo,
seleccionamos os trabalhos
relacionados com a utilizagdo de
leveduras em processos de
desacidificacdo de mostos e vinhos.

A acidez, volatil e fixa, ¢ um dos
parametros que dita, por exceléncia,
a qualidade dos vinhos. O éacido
acético, principal responsavel pela
acidez volatil, ¢ um sub-produto
frequente da fermentagdo alcoodlica
de mosto de uva conduzida pela
levedura Saccharomyces cerevisiae.
Quantidades adicionais deste acido
podem provir do metabolismo de
bactérias acéticas contaminantes. O
teor de acido acético ¢ considerado
uma medida da qualidade do vinho,
sendo a concentragdo legal maxima
1,2 ¢/l de acidez volatil (expressa em
acido acético) para vinhos a granel
(1). Recentemente, tem-se verificado

um aumento crescente de vinhos com
acidez volatil elevada imediatamente
apos a fermentagdo do mosto. As
praticas actualmente disponiveis para
a recuperagdo de vinhos azedos nem
sempre sdo satisfatérias, nao
existindo medidas eficazes para a sua
recuperagdo. Por sua vez, no caso do
acido malico que contribui para o
parametro acidez fixa, tanto a
perspectiva bacterioidgica (2) —
bactérias lacticas seleccionadas-
como a perspectiva
Schizosaccharomyces pombe (3),
apresentam dificuldades a escala
industrial, ndo s6 em termos de
oportunidade da sua realizagédo,
como também em termos de efeitos
na qualidade organoléptica dos
vinhos.

Em teoria, uma forma de reduzir os
teores de acidos seria através da
indu¢do do seu consumo por
leveduras durante a fermentagao.
Para tal, é necessario dispor de
estirpes capazes de consumir o(s)
acido(s) nas condigdes presentes em
fermentagdes vinarias o que, por sua
vez, passa pela elucidagdo dos
mecanismos de utilizagdo por
leveduras dos acidos naquelas
condi¢des. S. cerevisiae seria, a
partida, a melhor candidata para tais
processos. No entanto, ndo sdo
conhecidas estirpes desta levedura
capazes de utilizar o acido acético,
bem como de consumir
eficientemente o acido malico na
presenca de acglcares. No nosso
laboratorio, uma parte significativa
dos estudos desenvolvidos sobre

Biologia de Leveduras, tem incidido
na elucidacdo dos mecanismos
subjacentes a resposta fisiologica de
leveduras a presenca de acidos
orgénicos, tanto na vertente da sua
utilizagdo como fonte de carbono
e/ou de energia, como na vertente
dos possiveis efeitos negativos dos
acidos na actividade metabodlica da
levedura. Destes, iremos destacar os
aspectos relacionados com o
transporte e 0 metabolismo de acidos
carboxilicos fracos e sua regulagdo
em leveduras, incluindo espécies de
interesse enoldgico. Estes estudos,
conforme sera também abordado,
constituiram o suporte cientifico
essencial para a delineagdo de
estratégias moleculares subjacentes a
obtengdo de estirpes de S. cerevisiae
com capacidade de remogdo dos
acidos acético ou malico em
ambientes tipicos de uma
fermentagdo vinaria.

2. Remocgao zimologica do
acido acético

2.1 Saccharomyces cerevisiae
e Zygosaccharomyces bailii:
dois padroes distintos de
resposta fisioldgica a meios
acidos com agucares

As leveduras diferem na sua resposta
a presenga de acidos fracos,
vulgarmente utilizados como agentes
antimicrobianos em alimentos e
bebidas, o que condiciona de forma
decisiva a probabilidade da sua
ocorréncia como agentes de
contaminagdo/alteracgao. Em
particular, Zygosaccharomyces bailii
¢ considerada como uma das
leveduras mais perigosas em termos
de alteragdo de vinhos, dada a sua
tolerancia elevada a meios com acido
acético e agucares e a valores baixos
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Figura 1. Crescimento de Saccharomyces cerevisiae 1GC 4072 em meio mineral, com
vitaminas e oligoelementos, com glucose (0,3%, p/v) e acido acético (0,3%, v/v), pH 5.0. (6]
valor relativo da velocidade maxima de transporte (Vax) foi estimado utilizando uma

concentragio saturante de 4cido acético radioactivo, 2 mM, pH 6,0.
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Figura 2. Crescimento de Zygosaccharomyces bailii ISA 1307, pH 3.0, em meio mineral, com
vitaminas e oligoelementos, com glucose (0.5 %, p/v) e 4cido acético (0.5 %, v/v) e respectivos

perfis de utilizagdo.

de pH (4-6). Por outro lado,
Saccharomyces cerevisiae ndo ¢
capaz de sobreviver a tais ambientes.
Sdo varios os mecanismos que
poderdio estar associados aos padrdes
distintos de resisténcia a acidos
fracos destas duas leveduras (7-16),
dos quais iremos dar énfase ao
transporte transmembranar, ao
metabolismo intracelular do acido na
presenca de glucose e as suas
consequéncias na capacidade de
utilizagdo do &cido acético em
ambientes fermentativos.

¢ O transporte transmembranar do
dacido acético

Na levedura S. cerevisiae, o
transporte de monocarboxilatos
através da membrana plasmatica
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pode ocorrer por dois sistemas
distintos de simporte com protdes:
um partilhado pelo acetato,
propionato e formato e um outro, de
afinidade mais elevada e de menor
especificidade, para acetato, lactato,
piruvato e propionato; estes sistemas
de transporte estdo presentes em
células provenientes,
respectivamente, de culturas em
meio com &cido acético e acido
lactico como unica fonte de carbono
e energia (17, 18). Ambos os
sistemas estdo sujeitos a repressdo
pela glucose, mas apenas o de alta
afinidade depende da presenga de um
indutor exdégeno. Em células
provenientes de culturas em meio
com glucose, ndo se detecta
actividade para estes sistemas de

simporte monocarboxilato-H™.
Nestas condigdes, a entrada do écido
ocorre na forma n#o dissociada por
difusdio simples. Em meios mistos
com glucose e acido acético, pH 5,0,
o crescimento é diduxico; o consumo
do 4cido bem como actividade para
o(s) sistema(s) de simporte
monocarboxilato-H™ apenas sdo
detectados apds o esgotamento do
acucar do meio de cultura (Figura 1).
Nas mesmas condi¢des de cultura,
mas a valores baixos de pH (3,0-3,5),
S. cerevisiae ndo evidencia
crescimento, pelo menos durante um
periodo experimental de oito dias.

Em Z. bailii, observa-se um
comportamento bem distinto. Nesta
levedura estdo também presentes
dois sistemas de transporte activo
secundario para o acetato, do tipo
simporte com protdes, mas sujeitos a
mecanismos de regulagdo distintos:
um compartilhado pelo acetato,
propionato e formato em células
provenientes de culturas em meio
com acido acético, etanol ou glicerol
como unica fonte de carbono e de
energia, indutivo e sujeito a
repressdo pela glucose; um segundo,
em células cultivadas em meio com
glucose ou frutose e especifico para o
acetato (11). Adicionalmente, Z.
bailii, num meio com glucose e acido
acético, pH 3,0 (Figura 2) ou 5,0,
apresenta crescimento bifasico. A
primeira fase esta associada ao
consumo simultdneo do agucar e do
acido e a segunda ao consumo do
acido remanescente. Curiosamente,
em células recolhidas durante a
primeira fase de crescimento nao foi
detectada actividade para qualquer
um dos sistemas de transporte
mediado para o acido. No entanto,
foi possivel demonstrar que nestas
células estda presente um
transportador para o acetato, idéntico
ao presente em células provenientes
de culturas em meio com glucose,
cuja actividade esta sujeita a
regulagdo por um mecanismo de
retro-inibi¢do pelo substrato (14).
Este comportamento contrasta com o
acima descrito para S. cerevisiae e
muitas outras leveduras como
Candida utilis, Torulaspora
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delbrueckii e Dekkera anomala.
Nestas, tipicamente, o transporte € o
metabolismo do acetato estdo
sujeitos a repress@o pela glucose (19-
21).

¢ O metabolismo intracelular do
acido acético na presenca de
glucose: a estratégia peculiar de
Zygosaccharomyces bailii

Na sequéncia dos resultados acima
referidos, procedeu-se a
caracterizagdo da energética do
crescimento e das enzimas chave do
metabolismo do acido acético, bem
como a elucidagdo do destino
metabdlico do acido em células de Z.
bailii provenientes de culturas em
meios mistos com glucose e acido
acético (22). Os resultados, no seu
conjunto, mostraram que esta espécie
apresenta um padrdo de regulagao do
metabolismo do acido acético
invulgar em leveduras e diferente do
descrito para S. cerevisiae. O
esquema para este modelo
metabolico de Z. bailii é apresentado
na Figura 3. Assim, nesta levedura
quando cultivada em meios mistos,
com glucose e acido acético, e
durante a primeira fase de
crescimento, correspondente ao
consumo simultaneo de glucose e

acido acético, sdo de realcar os

seguintes aspectos :

- a glucose e o acido acético sdo
utilizados como fonte de carbono e
de energia e a gluconeogénese ndo
esta operacional;

- as enzimas acetil-CoA sintetase
(Acs), malato desidrogenase (Mdh)
e alcool desidrogenase (Adh), em
contraste com a isocitrato sintetase
e a fosfoenolpiruvato carboxi-
cinase, estdo activas; os resultados,
quando comparados com o0s
descritos para S. cerevisiae,
mostram que, em Z. bailii, o factor
de repressdo pela glucose das
enzimas Acs e Mdh € menos
acentuado (cerca de metade) do que
em S. cerevisiae;

o0 acetato na presenca de glucose ¢

assimilado a nivel do ciclo de

Krebs com a concomitante

produgdo de glutamato (estudos

realizados por ressonancia
magnética nuclear); nestas
condigdes, o acetato utilizado como
fonte de :

carbono, é
maioritariamente desviado para a
biossintese de proteinas e lipidos
(ensaios de incorporagdo de c'y;

- 0 acetato ¢ convertido em acetil-
CoA que ¢ utilizada como uma
fonte adicional do ciclo de Krebs e
para a sintese de lipidos;

o reabastecimento do ciclo de

Glucose

Figura 3. Modelo proposto para as principais vias metabolicas envolvidas na utilizagio simultinea
da glucose e acido acético em Zygosaccharomyces bailii ISA 1307.

Krebs, catalisado pela piruvato
carboxilase, é incrementado na
presenga de acido acético.

¢ O papel do
transmembranar e do metabolismo
intracelular do dcido na resposta da
levedura a meios dcidos com
agucares

transporte

Os resultados sugerem, assim, que
em Z. bailii, o transporte e actividade
da acetil-CoA sintetase assumem um
papel fisioldégico relevante na
resposta desta espécie a ambientes
contendo misturas de agucares e
acido acético e a valores baixos de
pH tais como os presentes numa
fermentagdo vinaria. Nestas
condigdes, em Z. bailii e em
contraste com S. cerevisiae, tanto o
transporte como a enzima acetil-CoA
sintetase estdo activos. Além disso,
os fluxos do transporte e do
metabolismo do acido parecem estar
regulados de tal forma que a
concentragdo intracelular de éacido
pode ser mantida a valores aos quais
ndo ocorrem efeitos toxicos do acido
(14).

2.2. Estratégias moleculares e
a construgao de estirpes de
Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificadas
para a remocao do acido
acético

¢ Clonagem do gene que codifica a
acetil-CoA sintetase

Com base nos resultados dos estudos
de fisiologia e bioquimica acima
referidos, uma das estratégias
delineada para a obtencdo de estirpes
de Saccharomyces
capazes de utilizar acido acético na
presenga de glucose, assentou na
clonagem do gene que codifica a
acetil-CoA sintetase, enzima que
catalisa a 1? etapa do metabolismo do
acido. Estes estudos incluiram
essencialmente as seguintes etapas:

cerevisiae,

- constru¢do de uma biblioteca
gendmica de Zygosaccharomyces
bailii ISA 1307 num vector shuttle
para S. cerevisiae e E. coli (pRS
316, com marca selectiva URA3 );

Boletim dé Biotecnologia 9



Fisiologia Microbiana

- identificagdo do gene ACS de Z.
bailii que passou pela construgdo de
uma sonda homdéloga e pela sua
utiliza¢do no screening da biblioteca
gendmica de Z. bailii.

Obtiveram-se quatro clones contendo
um insert com homologia elevada
com a sonda testada. Um destes
clones foi sequenciado e mostrou
conter uma ORF ( Open Reading
Frame) que codifica uma proteina de
675 aminoacidos. Esta sequéncia
revelou uma homologia de 80 e 69
%, respectivamente, com 0S genes
ACS2 e ACSI de S. cerevisiae. Por
outro lado, a identidade a nivel da
sequéncia de aminoacidos da
proteina foi de 78 e 66 % e a
similaridade de 84 e 78 %,
respectivamente, para as proteinas
ACS2 e ACS1 de S. cerevisiae.

O mutante de S. cerevisiae acs2A,
como consequéncia da auséncia de
acetil-CoA sintetase citoplasmaética,
essencial para a biossintese de
lipidos, ndo apresenta capacidade de
se multiplicar num meio contendo
glucose como unica fonte de carbono
e energia. O fendtipo apresentado por
este mutante foi revertido pela
introdugdo de um plasmideo
contendo a ORF clonada. Este
resultado mostra que o clone isolado
complementa a mutagdo, sendo mais
uma evidéncia que o gene isolado
codifica a enzima acetil-CoA
sintetase, tendo sido designado por
ZbACS.

Entretanto procedeu-se a obtengdo de
transformantes de S. cerevisiae com
o gene ZbACS clonado. Estes
transformantes estdo a ser testados,
comparativamente com Z. bailii, no
que respeita a sua capacidade de
utilizagdo do acido na presenga de
glucose e a sua sensibilidade a
meios acidos com glucose e acido
acético. Prevé-se que estas estirpes se
venham a revelar de potencial
aplicagdo enoldgica em processos de
remogdo de acidez volatil.

¢ Clonagem do transportador do
acetato

Outra das estratégias delineada para
a obtencdo de estirpes de S.
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cerevisiae, capazes de utilizar acido
acético na presenga de glucose,
passou pela utilizagdo de abordagens
de genética molecular dirigidas para
a clonagem de genes envolvidos no
transporte de monocarboxilatos em
S. cerevisiae e sua expressdo nesta
espécie, em condigdes de repressdo
pela glucose. Foram obtidos e
caracterizados clones mutantes
afectados na capacidade de
transporte de acido acético e outros
acidos monocarboxilicos, seguindo-
se os trabalhos de clonagem. Foi
identificado e caracterizado o gene
JENI responsavel pela expressdo da
proteina  transportador de
monocarboxilatos em S. cerevisiae
(23). Posteriormente e usando
vectores adequados, construiram-se
estirpes de S. cerevisiae capazes de
expressar constitutivamente o gene
JEN 1. Estas estirpes, quando
cultivadas em meio com glucose e
acido acético, e em contraste com a
estirpe selvagem, revelam actividade
para o transportador de
monocarboxilatos, incluindo acetato.
Estdo em curso o0s ensaios
respeitantes a possivel utilizagédo
destas estirpes para a remogdo do
acido acético a escala de micro-
vinificagdes.

3. Remocgao zimologica do
acido malico

3.1 A perspectiva
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ndo é
capaz de utilizar acido malico e
outros acidos intermediarios do ciclo
de Krebs, como unica fonte de
carbono e de energia. No entanto, na
presenga de glucose, S. cerevisiae é
capaz de consumir o acido, mas com
uma eficiéncia reduzida, variavel e
dependente da estirpe. Nestas
condig¢Bes de crescimento, a entrada
do 4cido na célula da levedura ocorre
na forma ndo dissociada por um
mecanismo de difusdo simples (24).
Este mecanismo de transporte,
associado a baixa afinidade da
enzima malica, enzima chave do

metabolismo do acido, parece
constituir a etapa limitante para a
fraca eficiéncia da utilizagdo do
acido malico pela levedura (25). Esta
limitagdo poderia, por hipdtese, ser
ultrapassada pela presenca de uma
proteina transportadora para o acido
malico na membrana plasmatica de
S. cerevisiae, através da aplicagdo de
técnicas de engenharia genética. Para
tal, a primeira dificuldade a
contornar prendia-se com a selec¢do
da(s) espécie(s) de levedura(s) a
utilizar para o isolamento e clonagem
do gene que codifica para a proteina
transportadora do dacido malico.
Tirando partido do “know how?”
adquirido, nos ultimos anos, no
nosso laboratorio sobre transporte de
acidos dicarboxilicos e sua regulacdo
em leveduras (26-30), optou-se pelas
espécies Kluyveromyces marxianus e
Kluyveromyces lactis. Ambas estdo
incluidas no grupo genericamente
designado por “Leveduras Krebs (+)”
e, em contraste com S. cerevisiae,
sdo capazes de utilizar acido malico
como unica fonte de carbono e de
energia. Além disso, e nestas
condigdes de crescimento, o0
transporte do dcido ocorre por um
sistema de transporte mediado
activo, do tipo simporte com protdes,
compartilhado pelo malato e outros
dicarboxilatos. No que diz respeito a
regulagdo, trata-se de um sistema de
transporte indutivo e sujeito a
repressdo catabdlica pela glucose.

3.2. Estratégias moleculares e
a construcao de estirpes de
Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificadas
para a remocao do acido
malico

Na sequéncia do referido na secgédo
anterior, o desafio seguinte prendia-
se com a definigdo de uma estratégia
que nos permitisse a identificagdo e
caracterizagdo molecular de genes
envolvidos na utilizagdo de acido
malico em K/uyveromyces marxianus
e Kluyveromyces lactis para posterior
expressdo em Saccharomyces
cerevisiae. Neste sentido, foram
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delineadas duas abordagens distintas
e complementares: i) obtencdo de
transformantes de S. cerevisiae com
um banco gendmico da levedura K.
lactis e ii) obtengdo de mutantes de
K. marxianus afectados no transporte
de malato.

¢ Obtengdo e caracterizagdo de
transformantes de Saccharomyces
cerevisiae com um banco gendomico
da levedura Kluyveromyces lactis

Numa primeira fase os trabalhos
incidiram na pesquisa de
transformantes de S. cerevisiae
W303.1A capazes de utilizar, com
eficacia, acido malico, usando um
banco gendmico de K. lactis
construido no vector pSKI1. Esta
abordagem conduziu a identificagdo
de uma estirpe transformante com o
fenotipo pretendido. O crescimento
desta estirpe, em meio de cultura
solido contendo acido malico e um
indicador de pH, origina
alcalinizag@o do meio e colénias com
dimensdo superior a observada para a
estirpe selvagem. Estes resultados,
por hipdtese, estariam associados a
um consumo mais eficaz de acido
malico pela estirpe transformante em
relagdo a selvagem. Os ensaios, em
meio liquido com extracto de
levedura, peptona e acido madlico,
confirmaram esta hipdtese. Nestas
condig¢des de crescimento, as células

da estirpe transformada apresentam
actividade para o transportador de
malato ausente nas células néo
transformadas; além disso revelam
uma capacidade de consumo de
acido malico superior a estirpe
selvagem (Figura 4).

Os estudos prosseguiram com a
analise da sequéncia completa de
2744 pb (Genbank n° de acesso
AJ271895) do fragmento de DNA de
K. lactis, contido no plasmideo
recuperado designado por pOl.
Observou-se a presenga de duas
ORFs: ORF1 de 396 pb e ORF2 de
1062 pb. Utilizando sondas
especificas para cada uma das ORFs,
verificou-se por Northern-blot que o
nivel de transcrigdo da ORF1 ndo €
afectado pelas condigdes de
crescimento usadas. No entanto, o
nivel de expressdo da ORF2 ¢ mais
elevado em células cultivadas em
meio com acido malico do que em
células provenientes de culturas em
meio com glucose. A este gene foi
atribuida a designagdo de MUPI.
Resultados idénticos foram obtidos
na estirpe de S. cerevisiae
transformada com o plasmideo pOl
onde foram encontrados dois
transcritos com cerca 1,5 and 2,5 kb,
idénticos aos encontrados em K
lactis. Em S. cerevisiae nao
transformada ndo sdo detectaveis
quaisquer transcritos da ORF1 ou da
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Figura 4. Crescimento de Saccharomyces cerevisiae W303.1A em meio mineral, com vitaminas e

oligoelementos, e com acido malico, 0,5%, (p/v), pH 5,0 e respectivo perfil de utilizagdo. Simbolos:

de cor azul, estirpe selvagem; de cor vermelha, estirpe transformada com o gene MUP/ de

Kluyveromyces lactis.

ORF2.

O gene MUP] foi interrompido em K.
lactis com concomitante integragéo do
gene de resisténcia a geneticina,
KanMX4.  Analises  feitas  por
Southern-blot e por PCR indicaram a
presenga de uma segunda copia no
genoma que designamos por MUP2.
Um segundo passo de mutagénese foi
entdo efectuado para anular o gene
MUP2, utilizando a marca de selecgdo
URA3.

As trés estirpes de K. lactis,
MUPIMUP?2, mupl AMUP?2 e
muplAmup2 A, em meio com acido
malico, como unica fonte de carbono
e de energia, apresentam um padrdo
de crescimento muito idéntico, sem
diferengas significativas na taxa
especifica de crescimento e na
biomassa final avaliada por D.O. As
principais diferengas detectadas
foram ao nivel da actividade do
sistema de transporte de
dicarboxilatos avaliada pela
incorporagdo de acido succinico
radioactivo. A afinidade do sistema
foi muito semelhante nas trés estirpes
mas, no mutante duplo a velocidade
maxima do sistema foi reduzida para
cerca de metade. Na sua globalidade,
estes resultados parecem indicar que
os genes MUP I e MUP2 estdo
envolvidos no processo de regulagéo
da actividade da permease de
dicarboxilatos de K. /actis.

Utilizando vectores adequados,
construiram-se estirpes de S.
cerevisiae com expressio do gene
MUPI na presenca de glucose. Os

resultados obtidos, a escala
laboratorial, sdo promissores; seguir-
se-40 os testes com vista a possivel
destas

aplicacdo estirpes em

enologia para efeitos da remogao do
dcido malico.
¢ Obteng¢ido de mutantes de
Kluyveromyces marxianus afectados
no transporte de malato

Em paralelo aos estudos acima
descritos, procedeu-se também a
abordagens de genética molecular
tendo como objectivo a clonagem do
gene transportador do acido malico
da levedura K. marxianus e sua
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expressdo em S. cerevisiae na
presenga de glucose.

Utilizando a estirpe KMS3 de K.
marxianus, auxotrofica para a
leucina, obtiveram-se mutantes
deficientes na utilizacdo de acido
malico (Figura 5). Dois dos mutantes
obtidos (Mal6 e Mal7) niéo
evidenciaram actividade do sistema
de transporte malato-protdo presente
na estirpe selvagem, sugerindo que
estas estirpes se encontram afectadas
no gene que codifica para a proteina
transportadora do malato. O padrédo
electroforético das proteinas de
membrana de células induzidas
(provenientes de culturas com acido
malico) da estirpe Mal7 mostrou que
estava ausente uma proteina com Mr
de 28 kD (Figura 6). Esta proteina,
p28, foi posteriormente isolada,
purificada e microsequenciada.

Tendo por base a sequéncia parcial
de aminoéacidos da p28, procedeu-se
a pesquisa, por “colony screening” e
por PCR, do gene putativo do
transportador de malato, usando uma
sonda de DNA degenerada, num

banco gendémico de K. marxianus.
Estdo em curso os trabalhos com
vista a clonagem deste gene e sua
expressdo em S. cerevisiae na
presenga de glucose. Espera-se que
as estirpes a obter venham, também,
a revelar-se de potencial utilizagdo
em enologia para processos de
remogdo de acido malico.

Consideragoes Finais

Conforme referido no inicio, a
desacidificagdo de mostos ou vinhos
continua a ser um problema em aberto.
Com o intuito de disponibilizar ao
endlogo diversas alternativas
biolégicas/tecnoldgicas para processos
de desacidificagdo, desenvolveram-se
estudos dirigidos para a obtencdo de
estirpes de leveduras com capacidade
de utilizagdo de acidos organicos nas
condigdes presentes em processos de
fermentagdo alcoolica. Nos trabalhos
apresentados, a énfase foi para as
leveduras pertencentes as espécies
Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii,

kDa

04

67

83

Kluyveromyces marxianus € K. lactis e
para os acidos acético e malico
associados, respectivamente, a acidez
volatil e fixa dos vinhos.

Como reflexdo final, considera-se que
os trabalhos apresentados permitiram
(i) avangos  significativos ~ no
conhecimento sobre fisiologia,
bioquimica e genética de leveduras,

muito em particular sobre os processos

associados ao transporte e metabolismo
intracelular de 4cidos mono- ¢
dicarboxilicos nas condigdes presentes
em ambientes tipicos de fermentacoes
vinarias e (ii) a obtengdo de estirpes de
S. cerevisiae manipuladas
geneticamente a serem, num futuro
proximo, testadas a nivel de adega para
a sua potencial utilizagdo em processos
de remogdo controlada da acidez
volatil e fixa de mostos/vinhos.

Co-autores:

F. Rodrigues, S. Paiva, O. Queiros, D.
Schuller, F. Cassio, H. Cardoso, M.
Jodo Sousa, M. Casal e M. Corte-Real
(Departamento de Biologia/Centro de
Ciéncias do Ambiente, Universidade
do Minho, Braga).

KMS3 Mal6 Mal7

Figura 6. Gel de SDS-poliacrilamida, corado com azul de Coomassie, das
proteinas totais de membrana de células de Kluyveromyces marxianus
KMS3 e dos clones mutantes Mal6 e Mal7, provenientes de culturas em
meio com acido malico (desreprimidas). A seta assinala um polipéptido
com 28 kDa ausente nas células do mutante Mal7

Figura 5. Crescimento de Kluyveromyces marxianus KMS3 e de clones
mutantes (I a IV) em meio de cultura rico (yeast nitrogen base) contendo as
seguintes fontes de carbono: A) glucose, 2% (p/v). B) glicerol, 1% (p/v); C)
etanol, 2% (p/v); D) acido malico, 1% (p/v), pH5.0.
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