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Resumo

Apesar de existir muita informacdo cientifica sobre o efeito da fermentacédo
malolatica (FML) na composi¢do do vinho, pouco se conhece sobre o metabolismo dos
compostos de enxofre pelas bactérias do &cido latico (BAL) em vinhos. A producédo e
modificacdo de aromas pelas BAL ainda é objeto de estudo. O objetivo principal deste
trabalho foi verificar o impacto da FML na componente volatil do vinho, especificamente
nos compostos de enxofre, bem como tentar perceber os mecanismos de producdo destes
compostos. O catabolismo de aminoécidos contendo enxofre mereceram atencdo especial,

enquanto potenciais precursores de compostos de enxofre.

Foram utilizados vinhos tintos das castas Touriga Franca e Tinta Roriz, bem como
vinhos sintéticos de composicdo definida e mostos sintéticos fermentados, cuja FML foi
realizada através da inoculagdo com culturas de arranque (Oenococcus oeni). Nos vinhos
sintéticos e mostos sintéticos foram utilizadas diferentes concentragdes de metionina,
cisteina, sulfato de amdnio e fosfato de amonio de forma a avaliar comportamento das
BAL. Foi monitorizado, em todas as fermentacbes realizadas, o crescimento dos
microrganismos, a degradacdo do acido L-malico e a producdo de acido L-latico. No fim
das fermentacGes, procedeu-se a analise dos compostos de enxofre atraves da

cromatografia em fase gasosa com detecdo por fotometria de chama (GC-FDP).

Os resultados obtidos nos vinhos e mostos sintéticos demonstraram a importancia
da metionina como precursor do metionol, sendo este 0 composto de enxofre produzido em
maior quantidade. Verificou-se que quanto maior a concentracdo de metionina no meio
maior a concentracdo de metionol. A adicdo de metionina levou a producdo de outros
compostos, para além do metionol, como tioestéres (acetato de S-tioetilo). Os resultados
indicam que a cisteina, na presenca de outros aminoacidos, também pode dar origem a
sintese de metionol. A utilizacdo de sulfato de amonio ou fosfato de aménio como Unica
fonte de azoto, levou a ndo detecdo de qualquer composto de enxofre. A fermentacdo
alcoolica e a sua interacdo com a FML parecem ser determinantes nas concentracoes finais
de diferentes compostos de enxofre. A FML alterou o perfil dos compostos de enxofre
obtido apos a fermentacdo alcodlica. No essencial, conduziu a diminuicdo da concentracao
de alguns destes compostos (acetato de S-tiometilo, acetato de S-tioetilo, 3-(etiltio)-1-
propanol, 4-(metiltio)-1-butanol e acido 3-metiltiopropiénico), o que pode ser interpretado

COmMO uma agao positiva, uma vez que estes sdo, na sua maioria, prejudiciais para o vinho.



Abstract

Although several references on the effect of malolactic fermentation (MLF) on
wine composition can be found on the scientific literature, very little information is
available about the metabolism of sulfur compounds by lactic acid bacteria (LAB) in wine.
The main objective of this work was the study of the impact of MLF in the volatile
composition of wine, in particular on the sulfur compounds. Special attention was paid to
the catabolism of sulfur containing amino acids as potential precursors for the production

of sulfur compounds.

Red wines (Touriga Franca and Tinta Roriz grape varieties) as well as defined
synthetic wines and synthetic fermented musts were inoculated with different strains of
Oenococcus oeni. Different concentrations of methionine, cysteine, ammonium sulfate and
ammonium phosphate were used to assess the influence on the production of sulfur
compounds. In all fermentations, the bacterial growth, the degradation of L-malic acid and
the production of L-latic acid were followed. At the end of fermentation, the sulfur
compounds were analysed by GC-FDP.

The results obtained in the synthetic wines demonstrated the importance of the
methionine as principal precursor of methionol, which was the sulfur compound produced
in greater quantity. It has been found quite clearly that the higher the concentration of
methionine in the medium the higher the concentration of methionol produced. The
addition of methionine let to the production of other compounds in addition to methionol
as thioesters (S-ethylthio acetate). The results indicate that cysteine, in the presence of
other amino acids, can also lead to the synthesis of methionol. No sulfur compound were
detected when ammonium sulfate or ammonium phosphate were used as sole nitrogen

sources.

The alcoholic fermentation and its interaction with MLF seem to be crucial for the
final profile of sulfur compounds. MLF affected the concentration of several sulfur
compounds obtained from the alcoholic fermentation. The bacterial activity lowered the
concentration of some of these compounds (S-Methyl thioacetate, S-ethyl thioacetate, 3 -
(Ethylthio)-1-propanol, 4-(Methylthio)-1-butanol and 3-Methylthiopropionic acid), which

can be interpreted as a positive since these can be harmful to the wine quality.
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Lista de Abreviaturas

FDP — detecédo por fotometria de chama

GC — cromatografia gasosa

HPLC — cromatografia liquida de alta resolucéao
UV-vis — ultravioleta visivel

T - temperatura

V-volume

nd — n&o identificado

n.s. — ndo significativo

Sig. — Nivel de significancia

Abreviacoes de género
O. — Oenococcus

S. - Saccharomyces



Introducéo

1. Introdugéo

Durante a vinificacdo, ocorre uma série de transformacbes bioquimicas, sendo
fundamental a interacdo de diferentes microrganismos, sobretudo em duas etapas
fundamentais. A etapa principal é a fermentacdo alcodlica, realizada pelas leveduras,
enquanto as bactérias do cido latico (BAL) sdo responsaveis pela fermentacdo malolatica.
Dos diferentes géneros de leveduras, somente algumas estdo associadas ao processo de
vinificacdo: Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, e Zygosaccharomyces (Pretorius et al., 1999; Konig et
al., 2009). Por outro lado, apenas 4 géneros de BAL estdo associados com o vinho:
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus e Pediococcus. Na maioria dos casos, a espécie
dominante na fermentacdo malolatica € Oenococcus oeni (Davis et al., 1986; Lonvaud-Funel,
1999; Moreno-Arribas & Polo, 2005).

A formacdo de aromas e sabores esta dependente das vias metabdlicas dos diferentes
organismos, sendo benéfica, em muitas situagdes, para a qualidade do produto final. Contudo,
a proliferacdo descontrolada de leveduras e bactérias durante a vinificacdo pode levar a
presenca de alguns compostos indesejaveis, com impacto sensorial a partir de certas
concentracdes. No caso da fermentacdo malolatica, principalmente quando esta ocorre a um
pH superior a 3.5, alguns cheiros negativos sdo descritos como, por exemplo, “urina de rato”
¢ “odor animal”, devido a producdo de acetamida e compostos fendlicos, respetivamente
(Palacios, 2005). Nos compostos sulfurados, varios estudos realizados identificaram
diferentes compostos, produzidos por leveduras, durante a fermentacéo alcoolica (Swiegers &
Pretorius, 2007; Moreira et al., 2008). Relativamente aos compostos de enxofre, poucos
trabalhos sdo encontrados na bibliografia com relacdo a fermentacdo malolatica (Pripis-
Nicolau et al., 2004; Vallet et al., 2008).

Nos altimos anos, concluiu-se que as bactérias asseguram um enriquecimento aromatico
do vinho (Lerm et al., 2010; Moreno-Arribas & Polo, 2005). A identificacdo de compostos de
enxofre produzidos durante a fermentacdo malolatica e a caraterizacdo das vias metabdlicas é
muito importante uma vez que permite um maior entendimento sobre o0s compostos
produzidos, possibilitando um maior controlo durante a vinificacdo e a producdo de vinhos

mais apraziveis.
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O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o impacto da FML na componente
volatil do vinho, principalmente ao nivel dos compostos de enxofre. Foi feita a detecdo e
identificacdo de compostos de enxofre assim como a discussdo dos possiveis mecanismos de

producéo.

Bactérias do Acido Léatico
1.1. Caracteristicas gerais e metabolismo dos carboidratos

Pasteur estudou as BAL entre 1857 e 1863, mas apenas em 1973, Lister isolou a primeira
cultura pura destas bactérias (“Bacterium lactis”) (Konig et al., 2009). Como ja foi referido,
existem 4 géneros importantes em vinhos e as caracteristicas gerais, validas para todas as
BAL, séo: organismos procariotas, dividem-se por fissdo binaria, coloracdo Gram-positivo,
ndo moveis e ndo esporulados, anaerdbios facultativos, quimiorganotréficos (requerem meio
rico para fermentar), ttm uma temperatura 6tima entre 20° e 30°C e possuem uma forma
esférica ou alongada, em pares ou pequenas cadeias (Ribéreu-Gayon et al., 2006a; Krieger,
2005).

As BAL sdao divididas de acordo com os produtos finais do metabolismo de agUcares
(Figura 1.2). As hexoses, tais como a glucose, sdo fermentadas pelas bactérias do grupo
homofermentativo produzindo mais de 85% de acido latico (via Embden-Meyerhof-Parnas).
Esta via, inclui uma primeira fase de todas as reacdes de glicélise que conduzem ao piruvato e
0 aceitador de final de eletrbes é o piruvato que € reduzido a acido lactico. Por cada molécula
de glucose utilizada sdo produzidas duas moles de lactato e de ATP (Ribéreu-Gayon et al.,
20064a; Liu, 2002).

Por outro lado, temos o grupo heterofermentativo (via 6P-gluconato/fosfocetolase) que
por cada mole de aclcar fermentada, produze CO,, etanol e acido acético, para além do &cido
latico. Podem ser também divididas em obrigatorias (sd@o heterofermentativas para as
pentoses) ou facultativas (sdo homofermentativas para hexoses). Nesta via, NADPH é gerado
e a glicose é oxidada a ribulose-5-fosfato. Através de uma epimerizacdo obtém-se a xilose 5-
fosfato, que posteriormente é clivada, pela xilose 5-P fosfocetolase, em acetil-fosfato e
gliceraldeido 3-fosfato, sendo que a primeira molécula pode ser, repetidamente, reduzida em
etanal e etanol (regenerando continuamente as co-enzimas NADH+H" ou NADPH+H"),

enquanto a segunda molécula é metabolizada em acido latico. No fim, o acetil-fosfato ¢
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reduzido a acetato, levando a producdo de uma molécula de ATP (Krieger, 2005; Ribéreu-
Gayon et al., 2006a; Du Toit et al., 2010). Assim, diferentes espécies podem ser divididas em
diferentes grupos, sendo mais simples a sua identificacdo (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Metabolismo dos carboidratos pelas BAL (adaptado de Krieger, 2005).

Grupo Fermentacéo de glucose Espécies
Heterofermentativo Lactobacillus casei
facultativo Lactobacillus plantarum

Células alongadas Heterofermentativo Lactobacillus brevis
obrigatorias Lactobacillus hilgardii

Pediococcus damnosus
Homofermentativo
Pediococcus pentosaceus
Células redondas
Heterofermentativo Oenococcus oeni

E importante o conhecimento dos produtos formados pelas bactérias, de acordo com o
seu metabolismo, pois sdo necessarias decisdes com base nas caracteristicas das bactérias por
parte do produtor de vinho, possibilitando um melhor controlo sobre a FML (Du Toit et al.,
2011).

1.2. Necessidades em azoto, vitaminas, minerais e fatores de crescimento

Tal como varios organismos, as BAL necessitam de fontes de azoto para diversos fins.
Tanto as proteinas como os aminoacidos sdo fonte de azoto, sendo que os aminoacidos podem
ser utilizados como fonte de energia, sintese proteica, biossintese, entre outros. Contudo,
trabalhos realizados na &rea doa lacticinios sugerem que o metabolismo para sintese de
aminodacidos est4d incompleto nas BAL, enquanto o mecanismo de hidrélise de proteinas esta

melhor desenvolvido (Ardo, 2006).

Ha diversos ensaios, em relacdo a necessidades especificas de diferentes aminoacidos.
Anteriormente, conclui-se que varios aminoacidos podem ser benéficos para as BAL,

dependendo de estirpe para estirpe (Tabela 1.2). Para assegurar a formagéo de biomassa, foi

10
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suficiente uma concentracéo de azoto entre 2 a5 mg L™ e observou-se um maior crescimento

com o aumento dos péptidos, como fonte de azoto (Krieger, 2005; Remize et al., 2006).

Tabela 1.2. Diferentes aminoacidos essenciais para O. oeni.

Estudos Possiveis aminoacidos essenciais

Fourcassie et al., 1992 Acido glutdmico, arginina, isoleucina e triptofano
Férnandez et al., 2004 Leucina, glicina, metionina e prolina

Acido glutamico (para todas as estirpes do estudo); serina,
Krieger, 2005
metionina, fenilalanina e tirosina (apenas para algumas estirpes)

Acido glutamico e serina; metionina, fenilalanina e tirosina
Remize et al., 2006
(utilizados em menor quantidade)

A utilizacdo de adenina, xantina, guanina e uracilo séo estimuladores para o crescimento
celular e vitaminas do grupo B, purinas e pirimidinas devem estar presentes. Contudo, o mais
importante € a utilizacdo de manganés, sendo este o co-fator da enzima utilizada na

fermentacdo malolatica (Krieger, 2005).

1.3. Populacgéo bacteriana no mosto e vinho

Apenas 100 células/g de BAL podem ser encontradas nas uvas, ao contrario das
leveduras, que estdo em maior nimero. O. oeni esta presente maioritariamente em vinhos de
pH baixo (<3.5), enquanto que Pediococcus e Lactobacillus crescem com valores superiores
pH (>3.5). Em meio sintético, as BAL sdo inibidas a concentracdo em etanol de 8%, mas O.
oeni tolera até 14% (Konig et al., 2009).

O crescimento das bactérias depende da quantidade de aclcar e &cidos organicos
disponiveis no mosto (Konig et al., 2009). Contudo, a interacdo das BAL com outros
microrganismos influencia a sua sobrevivéncia. Na presenca de elevadas concentracGes de
azoto, a producdo de SO, por algumas estirpes de Saccharomyces, pode afetar a fermentacéo

malolatica, inibindo O. oeni (Osborne & Edwards, 2006). Contudo, as leveduras podem

11
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estimular a fermentacdo malolatica uma vez que em resultado da sua autolise, ha libertacdo de

vitaminas e aminoacidos que as BAL podem utilizar para o seu crescimento.

Os seguintes quatro parametros influenciam a taxa de crescimento das BAL, no vinho:
pH, temperatura, conteddo em etanol e concentragdo de SO,. Nenhum destes deve ser
considerado independentemente (Ribéreu-Gayon et al., 2006a).

A influéncia do pH na FML, é um dos fatores mais importantes. Para além de influenciar
0 crescimento celular, vai afetar a atividade malolatica das bactérias, a duracdo da
fermentacdo e os substratos metabolizados (Serpa-Pimentel et al., 1994). Ao contrario de um
grande numero de bactérias, as BAL conseguem desenvolver-se em valores de pH
relativamente baixos, por volta dos 3.5, sendo mais dificil o crescimento por volta dos 3.0 e
mais facil acima dos 3.5 (Lonvaud-Funel, 1995). O. oeni € a espécie predominante a um pH
inferior a 3.5 (Davis et al., 1986). O pH habitual dos vinhos corresponde ao maximo da
atividade malolatica das células, porque a enzima tem uma atividade méaxima, dentro da
célula, a um pH préximo de 3.2, apesar do seu pH 6timo situar-se nos 5.8 (Ribéreu-Gayon et
al., 2006a).

O SO, penetra nas células, na sua forma molecular, por difusdo. No citoplasma, devido ao
pH mais elevado, dissocia-se (é convertido no ido bissulfito) e reage com moléculas
essenciais, como as enzimas, coenzimas, acidos nucleicos e vitaminas (Romano & Suzzi,
1993; Ribéreu-Gayon et al., 2006a). Isto conduz ao cessar do crescimento e a morte celular. A
inibicdo na enzima malolatica do Oenococcus é aditiva aos efeitos no crescimento celular e ja
se observou a inibicdo da ATPase, diminuindo a viabilidade de O. oeni (Carreté et al., 2002;
Ribéreu-Gayon et al., 2006a). Quanto menor o pH, maior o efeito inibitorio do SO, (Krieger,
2005).

As bactérias sdo sensiveis ao etanol existente no meio assim como todos oS outros
microrganismos. Geralmente, bactérias isoladas em laboratorio sdo inibidas por volta de um
volume em etanol de 10%, mas este valor depende do género, espécie e estirpe. A sua
presenca leva a modificacBes importantes nas células, fazendo com que estas se adaptem
fisiologicamente, diminuindo, o tempo de laténcia entre a fermentacdo alcodlica e a
malolatica (Konig et al., 2009). O crescimento de O. oeni é estimulado por volta dos 6% de

etanol, mas séo inibidas a partir dos 14% (Ribéreu-Gayon et al., 2006a).

12
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A temperatura € um dos fatores que deve ser controlado uma vez que interfere na
velocidade de fermentacdo. A temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 20° e os 37°C,
no entanto, as BAL sdo capazes de crescer entre 15° e os 45°C. Contudo, estas temperaturas
sdo para condi¢Bes laboratoriais. Em meios com alcool (como € o vinho), as temperaturas
ideias situam-se entre 20° e 23°C. Por este motivo, usualmente, a temperatura recomendada
para a realizacdo da FML é 20°C (Ribéreu-Gayon et al., 2006a). A temperatura, juntamente
com o pH inicial do vinho, também influencia a quantidade de compostos aromaticos
sintetizados (Volschenk et al., 2006).

1.4. Fermentacdo malolatica

O termo “fermentacdo” nao ¢ muito correto. Mesmo assim, os produtores deram este
nome por analogia com a fermentacdo alcoolica (Lonvaud-Funel et al., 1999; Koénig et al.,
2009).

O acido malico é o &cido organico mais abundante, no vinho, juntamente com o &cido
tartarico e o acido citrico. A fermentacdo malolatica consiste na transformacéo de acido L-
maélico (acido dicarboxilico) em &cido L-latico (acido monocarboxilico) e CO,, através de
uma descarboxilacdo, catalisado pela enzima malolatica, sendo esta diferente da enzima
maélica que metaboliza o piruvato (Figura 1.1). O pH 6timo para a enzima malolatica situa-se
nos 5.8 e s&0 necessarios cofatores (NAD* e Mn?"). A atividade malolatica é estritamente
dependente da integridade da membrana bacteriana, protegendo do efeito inibitorio de varios
componentes do vinho (&cidos carboxilicos, polifendis) (Lonvaud-Funel et al., 1999; Ribéreu-
Gayon et al., 2006a).

Através da FML, o vinho torna-se menos acido e, simultaneamente, mais macio uma
vez que o sabor acido do acido L-malico € substituido pelo sabor mais suave do &cido L-
latico. A diminuicdo de substratos, como &cido L-malico, contribui para a estabilizacdo
microbiana e altera caracteristicas organoléticas do vinho (Liu, 2002; Moreno-Arribas &
Polo, 2005).

13
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O OH
HOJ\)\”/OH Acido L-milico
O

Enzima Malolatica
(NAD* Mn**) CO:

OH Acido L-latico

OH

Figura 1.1. Metabolismo do acido L-malico, durante a fermentacdo malolatica.

Geralmente, durante os primeiros dias de fermentacdo alcodlica, a populacdo de
bactérias aumenta até cerca de 10* UFC mL™ e, até ao fim da fermentacdo alcoélica, diminui
até 10> UFC mL™. Ap6s a fermentagdo alcodlica, a populacdo fica numa fase latente. Por
volta das 10°-10° UFC mL™, comeca a fase de multiplicacdo, desde que os diferentes
parametros, como pH, etanol e temperatura, sejam favoraveis (Lonvaud-Funel, 1995).
Normalmente, a fase de multiplicacdo dura alguns dias, mas pode durar meses. Na maioria
dos casos, O. oeni predomina no final da fermentacéo alcoodlica e, posteriormente, durante a
FML, sendo a melhor adaptada as condi¢bes de vinificacdo. A fermentacdo malolatica
comeca quando a populagéo bacteriana atinge os 10" UFC mL™, ap6s um rapido crescimento

em fase exponencial (Lonvaud-Funel et al., 1999; Ribéreu-Gayon et al., 2006a).

No fim da FML, todo o acido L-malico é degradado e as bactérias entram numa fase
de declinio. O vinho é entdo estabilizado atraves da adicdo de SO,, caso contrario as bactérias
podem sobreviver vérios meses. Uma concentracdo de 40 mg L™ de SO, livre, §,
normalmente, suficiente para eliminar estes microrganismos. Em vinhos com pH mais
elevado, pode ser ineficiente, podendo ser encontrado valores elevados de células (algumas

vezes entre 0s 10° ou 10° UFC mL™) mesmo apds varios meses da producio do vinho. Muitas
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vezes s80 necessarios tratamentos fisicos como o calor ou filtracdo para eliminar células

viaveis (Lonvaud-Funel et al., 1999; Ribéreu-Gayon et al., 2006a).

1.5. Producao de compostos aromaticos

As diferentes interacfes de diferentes fatores levam a formacdo de compostos cruciais
para a qualidade final dos vinhos. As fermenta¢cdes produzem aromas agradaveis e aumentam
a complexidade organolética (Figura 1.2; Lonvaud-Funel, 1995). Neste aspeto, as bactérias
ndo sdo diferentes das leveduras e diferentes estirpes levam a formacgdo de aromas distintos,
além de diferentes tipos de vinho (Martineau & Henick-Kling, 1995; Delaquis et al., 2000;
Boido et al., 2009). Existem varios aromas associados a fermentacdo malolatica (Figura 1.2),
como o amanteigado, frutado, verde, floral, nozes, suado, picante, baunilha, fumo, amargo

mel, fermento, tostado, terra, entre outros (Revel et al., 1999; Liu, 2002; Palacios, 2005).
1.5.1. Aromas benéficos

Um dos compostos mais importantes produzidos pelas BAL é o diacetilo, que da o aroma
“amanteigado” aos vinhos (Lonvaud-Funel, 1995; Martineau & Henick-Kling, 1995). O
metabolismo do citrato por O. oeni leva a producdo de acido acético e acetoina, sendo que o
diacetilo é um metabolito secundario da degradacao do &cido citrico, um dos componentes em
maior quantidade no mosto e no vinho (Ramos et al., 1995; Bartowsky & Henschke, 2004).
Uma concentracdo de diacetilo acima de 5 mg L™ é considerada desagradavel para o vinho,
mas entre 1 a 4 mg L™ é considerada benéfica, dando um sabor amanteigado ou a caramelo,
de acordo com cada tipo de vinho (Martineau et al., 1995; Bartowsky & Henschke, 2004).
Diferentes estirpes podem influenciar, também, os compostos resultantes do ciclo do &cido
citrico (Malherbe et al., 2012).

O aumento do amanteigado e do frutado, faz com que haja uma reducdo do caracter
vegetativo/verde do vinho. A fermentacdo pode produzir também compostos capazes de dar a
sensacdo de corpo, que se atribui a producdo de polissacarideos e o reforco do aroma frutado
deve-se a formacdo de ésteres (Liu, 2002). Estudos realizados por Revel et al. (1999) com
vinhos Sauvignon Blanc fermentados em madeira, permitiram verificar que os vinhos onde
ocorreu a FML, houve um aumento de ésteres etilicos, bem como de compostos derivados de
madeira, ao contrario do vinho controlo que ndo foi inoculado com nenhuma das bactérias

utilizadas.
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O. oeni apresenta capacidade glucosidésica. A capacidade de O. oeni de hidrolisar
precursores aromaticos glicosilados sugere que diferentes tipos de enzimas, como proteases,
esterases, citrato liases, descarboxilases ¢ B-glucosidases podem influenciar o sabor final dos
vinhos, ao hidrolisar precursores de aromas, como é apresentado na Tabela 1.3. Estas enzimas
permitem a hidrdlise dos precursores e consequente libertacdo dos aromas. Estudos
demonstram que O. oeni foi capaz de formar vanilina e aumentar a concentragdo deste
composto em barris, sugerindo que ha um precursor na madeira de carvalho que pode ser
convertido pelas bactérias (Bloem et al., 2007; Bloem et al., 2008).

A cor e corpo dos vinhos tintos podem ser alterados devido a modificagcdes de
compostos fenolicos, sendo que alguns fendis precipitam ou sofrem alteracfes a nivel
estrutural. Assim, a fermentacdo malolatica pode reduzir as antocianinas livres e a

adstringéncia por reacdo de taninos e antocianinas (Lonvaud-Funel, 1999).

Tabela 1.3. Atividade de diferentes enzimas

Enzimas Funcéo

Atuam em proteinas do vinho e diferentes polipéptidos, libertando aminoacidos
Proteases livres
(Du Toit et al., 2011)
Diferentes estirpes bacterianas podem hidrolisar diferentes ésteres, formando
Esterases diferentes ésteres etilicos
(Sumby et al., 2010; Malherbe et al., 2012)
Responsavel pela libertacdo de &cido acético e oxaloacetato, no metabolismo do
Citrato liase acido citrico
(Du Toit et al., 2011)
Algumas LAB possuem descarboxilases de acidos fendlicos, capazes de
Descarboxilases metabolizar derivados de compostos 4-vinilfenol e 4- etilfenol
(Cavin et al., 1997)
Clivagem enzimética de ligagdes glicosidicas, como o-L-arabinosideos

B-glucosidases ) ]
(Boido et al., 2002, Ugliano et al., 2003; D’Incecco et al., 2004)
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Figura 1.2. Vias metabdlicas das bactérias do acido latico (de Swiegers et al., 2005).
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1.5.2. Deterioracdo do vinho

Quando as condicbes da FML sdo controladas, o papel das BAL é essencial para a
producéo de vinho. Contudo, quando ndo controlados os varios fatores, durante a fermentagéo
podem-se formar cheiros e sabores indesejados. Um excesso de &cido acético, a sintese de

glucano, aminas biogénicas e de precursores do etilcarbamato ndo sdo benéficos para o vinho.

Aumento da acidez volatil do vinho

Quando ha um pH superior a 3.5, pode levar a um aumento excessivo de acido acético,
bem como outros odores desagradaveis, como o metalico e o terroso, geralmente conduzidos
por Lactobacillus ou Pediococcus, ao contrario do que ocorre a um pH inferior a 3.5, menos
suscetivel a odores desagradaveis (Krieger, 2005). O “pigdre lactique” ocorre quando as BAL
proliferam antes de todos os acucares serem transformados em etanol, sendo que a quantidade
de acido acético depende da quantidade de hexoses fermentadas e da populacédo total
bacteriana (Lonvaud-Funel, 1999; Moreno-Arribas & Polo, 2005).

Aumento do amargor

A decomposicdo do glicerol leva a formacdo de acroleina e quando esta reage com 0s
compostos fendlicos, como antocianinas ou taninos, observa-se a producdo de aromas
amargos (Palacios, 2005). O género Lactobacillus, nomeadamente Lactobacillus hilgarddi,
Lactobacillus casei e Lactobacillus fructivorans, foram associados a formacdo deste
composto (Moreno-Arribas & Polo, 2005; Palacios 2005).

Aumento da viscosidade

Por vezes, ocorre um aumento de viscosidade dos vinhos, causado pela producdo de
polissacarideos extracelulares como o glucano e dextrano (Figura 1.3), através de acgUcares
residuais. Uma estirpe de O. oeni foi ja associada a esta ocorréncia, para além de algumas
estirpes do género Pediococcus (de Nadra & de Saad, 1995; Wailling et al., 2005). Ocorrendo
um problema destes quando o vinho esta na cuba, a sua resolucdo passa por tratamentos
mecanicos e a sua detecdo antes do engarrafamento leva a filtragens ou aguecimento do vinho
(Lounvaud-Funel, 1999).
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Figura 1.3. Estrutura de um polissacarideo priduzido por Pediococcus damnosus (adaptado de Lounvaud-Funel,
1999).

Urina de Rato

Lactobacillus e O. oeni podem produzir um aroma de urina de rato ou acetamida
(Lounvaud-Funel, 1999). O metabolismo da ornitina e lisina levam a produgéo de compostos
intermediarios que originam estes compostos (Costello & Henschke, 2002).

Producdo de fendis volateis

Nos vinhos tintos com pH elevado, os fendis volateis como o 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol,
4-etilfenol e 4-etilguaiacol atribuem aos vinhos odores a suor de cavalo, medicinal ou
estabulo, entre outros (Palacios, 2005). Apesar de 0s organismos principais por estes defeitos
serem leveduras - Brettanomyces e Dekkera — muitos estudos comprovaram que estes
compostos podem ser produzidos por algumas estirpes de Pediococcus e Lactobacillus, que
em conjunto, levam a niveis de percecdo elevados, podendo ser detetados no vinho
(Lounvaud-Funel, 1999; Couto et al., 2006; de Las Riva et al., 2009).

Carbamato de etilo e aminas biogénicas

O carbamato de etilo é nocivo para a satide humana. A arginina desaminase é responsavel
pela producdo de citrulina a partir de arginina. A citrulina é convertida em ornitina e fosfato
de carbamilo pela ornitina transcarbamilase e a reacdo final é catalisada pela carbamato
cinase. O catabolismo de arginina contribui para o crescimento das LAB devido a geracdo de
ATP, mas a citrulina e fosfato de carbamilo, sdo capazes de reagir com etanol para formar
carbamato de etilo (Palacios, 2005, Lerm et al., 2010).

As aminas biogénicas sdo produzidas durante a fermentacdo de bebidas pela
descarboxilacdo de aminoacidos, como a histidina (Lounvaud-Funel, 2001). A histamina € a

amina biogénica mais encontrada nos vinhos, que pode levar a problemas de saude humana.
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Existem vérias aminas biogénicas no vinho, entre as quais a cadaverina e putrescina,
apresentando um odor a putrefacdo, vinagre ou carnudo (Silla Santos, 1996; Palacios, 2005).
A diminuicdo da concentragdo inicial de aminoécidos, através do seu consumo durante a

fermentacdo alcodlica diminui o risco de producdo de aminas biogénicas (Lopez et al., 2011).

1.6. Compostos de enxofre

No vinho, os compostos de enxofre possuem um papel importante em termos aromaticos.
O metabolismo de compostos de enxofre embora mais estudado a nivel da producdo de queijo
(Bonnarme et al., 2000; Ardo, 2006), também o foi a nivel do vinho (Landaud et al., 2008).

Para facilitar a sua analise, estes sdo divididos em 2 grupos de acordo com a sua
volatilidade: os compostos de enxofre leves ou volateis sdo 0s que possuem um ponto de
ebulicdo inferior a 90°C e 0os compostos de enxofre pesados ou menos volateis apresentam um
ponto de ebulicdo superior a 90°C (Mestres et al., 2000). Os sulfuretos, mercaptanos,
compostos heterociclicos, tioestéres e tidis sdo as 5 categorias mais importantes no vinho,
apresentando diferentes propriedades sensoriais (Tabela 1.4), na sua maioria negativos, apesar
de, muitas vezes, encontrarem-se em concentracdes abaixo do seu limite de percecdo (Mestres
et al., 2000; Swiegers et al., 2005).

Os compostos de enxofre leves sdo considerados um problema menor para o aroma do
vinho, ao contrario dos compostos de enxofre pesados, porque podem ser eliminados por
arejamento do vinho (Ribéreu-Gayon et al., 2006b). Estes compostos leves incluem o H,S,
metanotiol, etanotiol, entre outros. Um dos descritores sensoriais do H,S ¢ “ovos podres” ou
“sabor reduzido”, para o metanotiol ¢ “alho” ou “4gua estagnada”, e no etanotiol ¢ “alho” ou

“gas natural” (Mestres et al., 2000).

Os compostos de enxofre pesados, apresentados na Tabela 1.4, possuem aromas
prejudiciais para o vinho a baixas concentra¢fes, ndo podendo ser eliminados por arejamento,
devido ao seu ponto de ebulicdo superior a 90°C. (Mestres et al., 2000). Como o0 seu limite de
percecdo é baixo no vinho, muitas vezes sdo detetados olfativamente, apesar das suas baixas
concentragcBes (Suarez-Lepe & Morata, 2012). O composto pesado encontrado em maior
quantidade no vinho é um tioalcool: 0 metiltio-1-propanol ou metionol (Tabela 1.4). Outros
tioalcoois presentes no vinho séo o 2-mercaptoetanol, 3-mercapto-1-propanol, 4-(metiltio)-1-

butanol, 3-(etiltio)-1-propanol e o 2-(metiltio)etanol (Landaud et al., 2008).
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O acetato de S-tiometilo, 0 acetato de S-tioetilo e o propionato de 3-(metiltio) etilo sdo trés
tioésteres encontrados no vinho que conferem cheiros a “queijo” ou “repolho” ou “metélico”,
respetivamente, mas apresentam baixas concentrages no vinho. Os compostos heterociclicos
(o benzotiazole, dimetil sulfona e 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona) sdo geralmente encontradas a
baixas concentracdes e abaixo do seu limite de percecdo (Tabela 1.4) e a dimetil sulfona ndo
possui qualquer odor, no vinho. O &cido 3-metiltiopropidnico é um composto que pode ter um
odor agradavel para o vinho, apesar de conferir aromas desagradaveis. Outro composto com
um aroma agradavel para o vinho é o tiol 3-mercapto-1-hexanol, encontrado no Sauvignon
blanc (Ribéreu-Gayon et al., 2006b), que apesar da sua baixa concentracdo no vinho que é
encontrada, tem também um limite de percecdo baixo em &gua (Mestres et al., 2000).

Tabela 1.4. Descrigdo dos aromas de alguns compostos de enxofre pesados e os seus limites de percecdo e
concentracdo no vinho (adaptado de Mestres et al., 2000 e Landaud et al., 2008 Moreira et al., 2010)

Limite de percecdo nc Concentragao no

Compostos Aroma ) 1 ) L
vinho (ug L™) vinho (ug L™)
Metiltio-1-propanol Batata, sopa, couve
) ) 3200 140-5000
(Metionol) cozida, couve-flor
Aves, boxer, cheiro a
2-Mercaptoetanol ] 100 0.13-18
quinta
4-Metiltio-1-butanol Cebola, alho, terroso 600 0-181
2-(Metiltio) etanol Feijao 640 0-139
3-Mercapto-1-propanol  Doce, batata, assado Similar ao metionol 0-13.5
Propionato de .
o ) Sulfuroso ou metélico 1000 0-10
3-(metiltio) etilo
) ) Queijo, vegetais 3
Acetato de S-tiometilo ] 300 (em solucédo modelo) 0-10
cozinhado
Acetato de S-tioetilo  Repolho, queijo curado 60 (em solu¢do modelo) 0-115
Frutado, animal, )
3-Mercapto-1-hexanol B 0.001 (em &gua) 0-56
maracuja
Acido _
o o Manteiga, rangoso 250 0-1811
3-Metiltiopropionico
Benzotiazole Borracha 115 0-11
Dimetilsulfona Inodoro - -
2-metiltetrahidrotiofen- -
Metalico, gas natural 250 18.7-61.7

3-ona
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No vinho, existe uma grande variedade de estudos sobre a produgdo de compostos de
enxofre por leveduras ao contrario do que ocorre com as BAL (Moreira et al., 2002; Swiegers
et al., 2005; Moreira et al., 2011). Apesar de se observar uma baixa concentracdo de
metionina e cisteina no sumo de uva (Landaud et al., 2008), alguns estudos sugerem a
utilizacdo destes aminoacidos pelas BAL, como precursores de compostos de enxofre.

Pripis-Nicolau et al. (2004) demonstraram a capacidade das BAL para a producgédo de
compostos de enxofre volateis, tendo-se verificado a producdo de metanotiol, dissulfureto de
dimetilo, metionol e acido 3-metiltiopropiénico, tendo como precursor a metionina. Mais
tarde, Vallet et al. (2008) detetaram 0s mesmos compostos, em meio sintético. O. oeni e
algumas especies de Lactobacillius formaram metionol e acido 3-metiltiopropionico, havendo
diferentes possibilidades de vias metabdlicas para a formacao destes compostos, propondo-se
que a partir da metionina ha formagdo de metionol. As enzimas envolvidas nestas vias
bioquimicas ainda estdo mal caracterizadas. O metional e 2-oxo-4-(metiltio)butirico foram
identificados como intermedidrios do metabolismo de metionina. Metionol e o acido 3-
metiltiopropionico foram produzidos a partir de metional através de uma oxidagéo e de uma
reducdo, respetivamente (Figura 1.4). Em vinhos tintos, verificou-se um aumento significativo
do &cido 3-metiltiopropionico, apds a fermentacdo malolatica, podendo contribuir para a
complexidade aromatica (Pripis-Nicolau et al., 2004). Por outro lado, o acido 2-oxo-4-
(metiltio)butirico, demonstrou um papel central na sintese de compostos de enxofre, como
precursor de metanotiol, havendo a possibilidade de estar envolvida uma enzima especifica
(Vallet et al., 2008). Vallet et al. (2009) foram os primeiros a isolar e purificar um alcool
desidrogenase a partir de O. oeni que pode estar envolvida na conversdo do metional para

metionol, porém a sua funcdo ainda é incerta.
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c odores a chocolate e torrado

Figura 1.4. Via metabolica proposta para a degradacao da metionina por Oenococcus oeni, em meio
sintético (adaptado de Konig et al., 2009).

Resultados de estudos anteriores indicaram que a FML pode influenciar
significativamente as caracteristicas aromaticas do vinho, devido ao aumento da concentracédo
de compostos volateis, como Vvarios ésteres, contudo as concentragdes de metionol (odor a
“couve cozida”) foram inferiores ao seu limite de percecdo, apds a fermentacdo malolatica
(Ugliano & Moio, 2005).

A cisteina pode ser um precursor de compostos de enxofre heterociclicos (por
exemplo, tiazdis) e estd associada aos aromas varietais dos vinhos Sauvignon Blanc
(Tominaga et al., 1998). Podem ocorrer reagdes entre compostos a-dicarbonilo (como o
diacetil) e aminoacidos, entre os quais a cisteina, formando diversos aromas (florais, frutados,

tostados, etc), dependendo do aminoacido utilizado (Pripis-Nicolau et al., 2004).

A adicdo de glutationa pode ter um efeito positivo em certas condi¢cdes, como a
diminuicdo de H,S em vinho sintético. Além de ser positivo para o crescimento de O. oeni,
em certas condicdes no vinho, a adicdo de glutationa com metionina pode acelerar a
fermentacdo, sendo que 0 mesmo é observado com a adicdo de cisteina e glutationa (Swiegers
et al., 20005; Konig et al., 2009).
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Outros fatores, como transformagdes quimicas ou bioquimicas, sdo apontados como
possiveis causas da redugdo de aromas, podendo ser identificados apds a fermentacao

malolatica ou armazenamento (Konig et al., 2009).
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2. Material e Métodos

2.1. Compostos quimicos

Os compostos utilizados foram: acetato de S-tiometilo, acetato de S-tioetilo, 2-
mercaptoetanol, 2-(metiltio) etanol, 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona, propionato de 3-(metiltio)
etilo, 3-mercapto-1-propanol, 3-(etiltio)-1-propanol, 4-(metiltio)-1-butanol, benzotiazole,
dimetilsulfona, acido 3-metiltiopropiénico e o 3-(metiltio)-1-propanol (metionol). Os
diferentes compostos tinham uma pureza superior a 98% e eram das marcas Sigma-Aldrich
(Espanha) e Fluka (Espanha). Os solventes e reagentes para analise quimica, como metanol,
diclorometano, &cido sulfurico, acido cloridrico e etanol 99.5%, foram comprados a Merk
(Alemanha), a AGA (Portugal) e a Sigma-Aldrich. A glucose, frutose, acido L-malico, &cido
tartérico e todos os aminoacidos eram da marca Sigma-Aldrich (Espanha), exceto o
MgS04.H,O (Riedel-deHaén, Alemanha), o Yeast Nitrogen Base without amino acids and
without ammonium sulfate (YNB, Difco, EUA), o Yeast Malt (YM, Difco, EUA), tween 80,
arginina, triptofano e alanina (Merk, Alemanha). Todos 0s aminoacidos possuiam uma pureza

superior a 98%.

2.2. Estirpes de bactérias laticas e de levedura utilizadas

As estirpes de bactérias utilizadas foram Oenococcus oeni VP41 (Lallemand) e
Oenococcus oeni alpha (Lallemand). As pré-culturas, para posterior inoculacdo dos diferentes
vinhos sintéticos, foram crescidas em Man, Rogosa, Sharpe broth (MRS, Lab M, Reino
Unido). O pH do meio foi ajustado a 4.5 com uma solucdo de HCI (concentracdo de 6M),
antes de esterilizar (121°C, 15 minutos). As pré-culturas cresceram em aerobiose, sem
agitacdo, durante 4 dias a 25°C. Para inoculacdo dos meios, centrifugou-se as culturas liquidas
(10 min, 3000%g), removeu-se o0 sobrenadante e o pellet foi suspenso com o vinho e usado

como inoculo.

As estirpes de leveduras utilizadas foram a Saccharomyces cerevisiae WAN (Uvaferm),
Saccharomyces cerevisiae VL3 (Anchor Yeast) e Saccharomyces cerevisiae X5 (Laffort
Enologie). As culturas foram preparadas em meio liquido Yeast Malt (YM, Difco, EUA), a

30°C. A inoculacdo foi feita por adi¢do direta ao mosto sintético.
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2.3. Vinhos e meios sintéticos
2.3.1. Vinhos sintéticos

A composicdo base do vinho sintético € apresentada na Tabela 2.1. Este vinho
sintético foi elaborado tendo por base o vinho modelo descrito por Liu et al. (1994).
Diferentes ensaios foram realizados utilizando diferentes tipos de vinhos sintéticos nos quais
se fez variar o teor em metionina, cisteina, sulfato de diamonio e fosfato de diamonio. Na
Figura 2.1 € apresentado um diagrama dos ensaios realizados. Em todos os meios o pH foi
ajustado a 3.8 com HCI (6M). Os vinhos foram esterilizados por filtracdo com membranas de
0.45 um de porosidade. Ao longo da fermentacdo foram realizadas contagens de células
vigveis e foi analisado o teor em &cido L-mélico e 4cido L-latico. Para todos os ensaios
utilizou-se um controlo (vinho ndo inoculado). Os ensaios foram feitos em triplicado (v=500
mL).
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I — ]
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0.20g L (VS8) de|[T0.20 g L (VS20) de
SA FA
[ | 0.02gL'de || sem metionina
metionina (VS1) (VS3)
0.05g L1SA :
+ metionina 0.05g L™ FA+
metionina
0.02g L de 050gLt | (2.00gL(VS9),

| c | metioni — -1
cisteina (VS2) metionina (VS4) | 10.50g L (VS10)e (0.50g |_ (VS21),
1.00g L'1(VS11)) 1.00g Lt (VS22) e

2.00g L1(VS23))
|| semmevonna ] | 1.00gL? 0.05g LTSA+
(VS3) metionina (VS5) metionina (0.10

[~ (VS12):0.05
(VS13) e 0.025 g L-
1(VS14))

0.05g L de SA +
cisteina (0.10
— (VS15);0.05
(VS16)e 0.10g L?
(VS17))

Figura 2.1. Diferentes ensaios com diferentes concentra¢des de metionina, cisteina, sulfato de amonio e fosfato
de amonio.
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2.3.1.1. Vinhos sintéticos com metionina e cisteina

Nos primeiros ensaios realizados com metionina e cisteina foi adicionado ao vinho
sintético base um suplemento em amino&cidos cuja composicédo final é apresentada na Tabela
2.2.

Tabela 2.1. Composigéo da base do vinho Tabela 2.2. Composi¢do em aminoacidos
sintético. dos vinhos sintéticos
Compostos gLT Aminoécidos gL?
Glucose 1.00 Arginina 5.00
Frutose 1.00 Acido aspartico 0.05
Acido L-malico 3.00 Alanina 0.08
Acido Tartarico 3.00 Acido glutamico 0.20
Yeast Nitrogen Base Prolina 0.10
without aminoacids and 1.70 Serina 0.04
ammonium sulfate Histidina 0.02
MgS0O..H,0 0.20 Leucina 0.03
Etanol 84.00* Fenilalanina 0.02
Tween 80 1.00% Lisina HCI 0.04
*mLL™ Triptofano 0.01
Isoleucina 0.03
Treonina 0.10
Tirosina 0.02
Valina 0.02
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A metionina e cisteina foram adicionadas ao meio sintético, em separado, de forma a
obter um teor final de 0.02 g L™ (VS1 e VS2). Foi preparado também um meio sem adigdo
destes aminoacidos (VS3). Apo6s inoculagdo, os vinhos sintéticos foram condicionados a
temperatura constante, sendo testadas duas temperaturas de incubagéo, a 20°C e 30°C.

Num segundo ensaio, foram elaborados vinhos sintéticos com diferentes
concentracdes de metionina: a 0.00 g L™ (VS3), 0.50 g L™ (VS4) e 1.00 g L™ (VS5). Estes
ensaios foram realizados a temperatura de 20°C.

2.3.1.2. Vinhos sintéticos com sulfato de amoénio

Diferentes meios foram preparados de forma a fazer variar a concentracdo em sulfato
de amdnio, metionina e cisteina. Ao meio sintético base (Tabela 2.1) foram adicionadas
diferentes concentragdes de sulfato de amonio de forma a obter uma concentragdo final de
0.05g L™ (VS6), 0.10 g L™ (VS7) e 0.20 g L™ (VS8). Num segundo ensaio, a 0.05 g L™ de
sulfato de aménio, adicionou-se 2.00 g L™ (VS9), 1.00 g L™ (VS10) e 0.50 g L™ (VS11) de
metionina. No terceiro ensaio, a 0.05 g L™ de sulfato de amdnio adicionou-se 0.10 g L™
(VS12), 0.05 g L™ (VS13) e 0.025 g L™ (VS14) de metionina, enquanto no dltimo ensaio,
alterou-se as concentrac@es, adicionando-se diferentes concentracdes de cisteina ao sulfato de
amonio. O vinho sintético foi mantido a uma temperatura de 20°C, apds inoculacdo com as

diferentes estirpes.

2.3.1.3. Vinhos sintéticos com fosfato de amonio

Ao vinho sintético base (Tabela 2.1) adicionou-se diferentes concentracfes fosfato de
amonio (VS18, VS19, VS20, VS21, VS22 e VS23) e de metionina (VS21, VS22 e VS23;

Figura 2.1). O ensaio ocorreu a uma temperatura constante de 20°C, apds inoculacao.

2.3.2. Mosto sintético

O mosto sintético foi preparado com base no descrito por Ciani & Ferraro (1996).
Foram preparadas 3 solucdes: solucdo A (500 mL) — glucose (110.0 g L™) e frutose (110.0 g
L™); solucdo B (250 mL)- &cido tartarico (6.00 g L™), &cido citrico (0.50 g L™; Sigma-
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Aldrich, Espanha) e 4cido L-malico (3.00 g L™); solugdo C (250 mL) — YNB (1.70 g L™),
cloreto de calcio (2.00 g L™; Sigma- Aldrich, Espanha), vitamin-free, casamino acids— CAA
(2.00 g L; Difco, EUA), arginina (0.80 g L™), L-triptofano (0.15 g L™) e L-prolina (0.70 g L’
). O pH das solucdes B e C foram acertados a 3.5 com NaOH (6M) e HCI (6M),
respetivamente. As trés solucGes foram esterilizadas separadamente a 121°C, durante 20 min
sendo depois misturadas assepticamente. No final, adicionou-se um suplemento com extrato
de levedura (3.00 g L™) e peptona (3.00 g L™).

Os mostos foram inoculados com levedura (1%) e controlou-se a fermentacdo pela
analise da glucose e frutose e da contagem de células viaveis. No final da fermentacédo
alcodlica, inoculou-se os meios com O. oeni VP41. Os ensaios foram feitos em triplicado,
com um volume de 500 mL a temperatura de 20°C

2.3.3. Vinhos

Foram utilizados dois vinhos da regido do Douro. O primeiro foi produzido a partir de
uvas tintas da casta Touriga Franca (Quinta da Veiga) e outro vinho a partir de uvas tintas da

casta Tinta Roriz (Quinta da Assolveira).

O vinho foi filtrado, em condicGes estereis, recorrendo-se a material estéril e filtros
com um didmetro de poro de 0.45 um (Pall Corporation, EUA). Estas amostras foram
inoculadas com O. oeni, em fase estacionaria. A fermentacdo malolatica decorreu a 20°C,
Todas as experiéncias foram feitas em triplicado, utilizando um volume de 500 mL. Ao longo
da fermentacdo foram realizadas contagens de células viaveis e analise do teor em &cido L-

malico e 4cido L-latico.

2.4. Métodos analiticos
2.4.1. Acidos organicos

A anélise de &cido L-malico e acido L-latico nos vinhos tintos e vinhos sintéticos foi
realizada por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), com base no método descrito
por Chinnici et al. (2005). Os vinhos tintos foram sujeitos a uma extracdo em fase sélida
(SPE), ap6s ajuste do pH a 9-10 com uma solucdo de NaOH (1M). A SPE foi realizada sob
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vacuo, com recurso a um manifold (Supelco, EUA). Os cartuxos foram inicialmente
acondicionados com 4 mL de metanol e 4 mL de &gua ultrapura. Apds passagem de 2 mL de
amostra, lavou-se com 1 mL de &gua ultrapura. Os acidos orgénicos foram recuperados com 4
mL de HCI (1M). Posteriormente, o extrato obtido foi injetado no HPLC. Os vinhos sintéticos
foram filtrados com membranas de celulose (0.45 um de poro), para posterior inje¢cdo no
HPLC.

A concentracdo dos diferentes compostos foi determinada utilizando o equipamento
Knauer K-1001. A separacdo dos compostos foi realizada numa coluna Aminex® HPX-87H
(300 x 7.8 MM, Bio-Rad) e a detecdo por UV-vis (=210 nm). A fase movel utilizada foi uma
solugdo de 4cido sulfdrico 2.5 mM, a um fluxo de 0.6 mL min™, a 40°C. Diferentes solugdes
padréo de concentracdo rigorosa foram preparadas de forma a obter as curvas de calibragéo
apresentadas no apéndice 2.

2.4.2. Analise de acucares, etanol e glicerol

A concentracdo de glucose, etanol e frutose foi determinada por HPLC, utilizando um
cromatografo Knauer K-1001. A separacdo dos compostos foi executada por uma coluna
Aminex® HPX-87H (300 x 7.8 MM, Bio-Rad) e a detecdo foi avaliada por indice de refracio.
A fase movel utilizadafoi cido sulfdrico a 2.5 mM d, ca um fluxo de 0.6 mL min™, a 40°C.
Os mostos sintéticos foram filtrados com membranas de celulose (0.45 pum de poro), para
injecdo no HPLC. Diferentes curvas de calibracdo foram obtidas atraves da preparacdo de

diferentes solucbes padrdo (Apéndice 2).

2.4.3. Compostos de enxofre

Os compostos de enxofre foram determinados de acordo com o método descrito por
Moreira et al. (2004). A um volume de 50 mL de amostra foi adicionado acetato de (metiltio)
etilo a 50 pg/L como padréo interno (concentracdo inicial de 50 mg L™) e 4 g de sulfato de

sodio anidro. As amostras foram extraidas duas vezes, com 5 mL de diclorometano durante 5
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min. Os 2 mL de fase organica obtida foi concentrada 10 vezes sob um fluxo de azoto (1-2
mL min™). Os compostos de enxofre foram analisados num cromatégrafo gasoso 6850
Agielent Network GC System equipado com um detetor de fotometria por chama (FDP). A
fase organica (1 uL) foi injetada (splitless) numa coluna CP-Wax 58C-FFAP (Chrompack) de
50 mx 0.32 mm e 1.2 um de espessura de filme. A programacgdo de temperatura utilizada foi
50 °C (0 min) até 220 °C (45 min) a 5 °C min™. Injetor e detetor foram mantidos a 220 °C. O
H,, a 1 mL min, foi utilizado como gas de arraste. Hidrogénio e ar a 60 mL min™ e make-up
(azoto) a 50 mL min™. Na Figura 2.2 é apresentado um cromatograma exemplo de um vinho

tinto.

Os compostos foram identificados através do seu tempo de retencdo por comparagao
com o valor obtido das solugdes padréo. Foram realizadas calibragdes recorrendo a diferentes
solugdes padrdo de concentracdo rigorosa, em solucdo hidroalcodlica (11% etanol v/v, pH

3.8), como € apresentado no apéndice 3.
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Figura 2.2. Cromatograma dos compostos de enxofre no vinho: (1) acetato de S-tiometilo; (2) acetato de S-tioetilo; (3) pico ndo identificado; (4) PI; (5) 2-

mercaptoetanol; (6) 2-(metiltio) etanol; (7) 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona; (8) pico ndo identificado; (9) pico ndo identificado; (10) pico ndo identificado; (11)

acetato de metionol; (12) pico ndo identificado; (13) metionol; (14) cis-metiltetrahidrofen-3-ona; (15) 3-(etiltio)-1-propanol; (16) 4-mercapto-1-butanol; (17)

dimetilsulfona; (18) benzotiazole; (19) dimetilsulfona; (20) acido 3-metiltiopropidnico; (21) pico ndo identificado. PI: padrdo interno — acetato de (metiltio)
etilo.
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2.5. Andlise estatistica

Uma anélise de variancia (two-way ANOVA) foi aplicada aos dados experimentais
destinadas a diferenciacdo dos efeitos “leveduras” e “FML”. Os resultados foram
considerados significativamente diferente se o associado valor de p era inferior a 0.05. Os
testes de Tukey foram aplicados aos pares, de comparacdo de médias. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS® 17.0 para Windows® (SPSS Inc.,
Chicago, EUA).
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3. Resultados e Discusséo
3.1. Influéncia da adigdo de metionina e cisteina em vinhos sintéticos

Vinho base com solucdo de aminoé&cidos

Todos os vinhos sintéticos foram inoculados com O. oeni alpha ou O. oeni VP41. As
FML que decorreram a 20°C ficaram concluidas em 8-10 dias, enquanto a 30°C observou-se o
consumo total de 4cido L-mélico (3.00 g L™) em apenas 3 dias. A temperatura de 20°C, as
contagens finais foram na ordem dos 10° UFC mL™, enquanto a biomassa final a 30°C situou-
se nas 10’ UFC mL™ para ambas as bactérias (Apéndice 1).

Nas Tabelas 3.1 e 3.2 séo apresentadas as concentracdes finais em compostos de
enxofre dos ensaios com e sem a adicdo de metionina e cisteina (VS1, VS2 e VS3), a

diferentes temperaturas.

Tabela 3.1. Concentracgdo e desvio-padrao de compostos de enxofre nos vinhos sintéticos ap6s a FML
realizada por O. oeni alpha. VS1: com 0.20 g L™ de metionina, VS2: com 0.20 g L™ de cisteina, VS3:
sem adicdo destes aminoacidos

Compostos T=20°C T=30°C
(Mg L™ VS1 VS2 VS3 Sig. VS1 VS2 VS3 Sig.
_ 5.40°  3.68 4.86° 3.19°
Metionol nd® 0.000 nd®  0.000
(1.01) (0.15) (0.15) (0.17)

Acetato de 2.62°
S-tioetilo (0.87)
1.75°  0.048°

S1* nd®  0.000 @ nd nd Nd -
(0.37)  (0.010)

nd? nd? 0.001 nd nd Nd -

*composto ndo identificado

Valores que possuem diferentes letras (a, b, ), na horizontal, sdo diferentes com base no Tukey test (p < 0.05).

nd — Ndo detetado. Sig. — Nivel de significancia.

Nas amostras fermentadas a 20°C contendo 0.20 g L™ de metionina (VS1), verificou-
se a producdo de metionol, acetato de S-tioetilo e de um composto ndo identificado (S1). Na
amostra VS3, apesar de conter varios aminoacidos (Tabela 2.2), ndo se observou a producéao
de qualquer composto de enxofre, pois ndo continha fonte de enxofre. A adicdo de 0.20 g L™

de cisteina (VS2) ao vinho sintético conduziu & producdo de metionol e do composto néo
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identificado (S2). Verifica-se que os vinhos sintéticos sdo significativamente diferentes
relativamente aos teores em compostos de enxofre, apresentando 0 meio com metionina 0s

teores mais elevados.

Nos vinhos fermentados a 30°C apenas se verificou a producdo de metionol nos vinhos
contendo metionina e cisteina. O teor em metionol quantificado nesses meios ndo é
significativamente influenciado pelo aminoacido adicionado. A producdo de apenas um
composto, o metionol, no vinho sintético a 30°C pode ser explicada pela sua réapida

fermentacao.

Nenhum dos compostos de enxofre, metionol e acetato de S-tioetilo, ultrapassou o seu
limite de percecdo de 3200 pg L™ (em vinho) e 40 pg L™* (numa solugdo modelo),

respetivamente.

Nos vinhos sintéticos fermentados pela O. oeni VP41, verificou-se a producdo de
metionol nos meios com adi¢cdo de metionina e cisteina (tabela 3.2). No entanto, a adi¢do de
cisteina conduziu também a producdo de um composto de enxofre desconhecido. N&o se
verificou a producdo de acetato de S-tioetilo. Nos vinhos fermentados a 20°C, no meio com

metionina observou-se uma maior producao de metionol do que a 30°C.

Tabela 3.2. Concentracgdo e desvio-padrdo de compostos de enxofre nos vinhos sintéticos apds a FML
realizada por O. oeni VP41. VS1: com 0.20 g L™ de metionina, VS2: com 0.20 g L™ de cisteina, VS3:
sem adicdo destes aminoacidos

Compostos T=20°C T=30°C
(Mg L™ VS1 VS2 VS3 Sig. VS1 VS2 VS3 Sig.
_ 2.76°  2.21° 1.60° 1.80°
Metionol nd® 0.000 nd? 0.000
(0.51) (0.18) (0.01) (0.22)
0.801°
S1* nd® nd® 0.000 nd nd Nd -
(0.166)

*composto ndo identificado
Valores que possuem diferentes letras (a, b, ), na horizontal, sdo diferentes de acordo com o teste de Tukey (p

< 0.05). nd — ndo detectado, Sig. — Nivel de significancia.

Na amostra VS2, apesar de se ter adicionado cisteina e ndo metionina, verificou-se a

producdo de metionol, tal como aconteceu com O. oeni alpha. Estudos anteriores
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demonstraram que algumas vias metabdlicas de aminoacidos (&cido aspartico, serina e
cisteina) levam a sintese de metionina, tanto nas leveduras como nas BAL (Figura 3.1 e 3.2;
Swiegers et al., 2005; Liu et al., 2008; Moreira et al., 2011). Este resultado sugere que o

mesmo podera acontecer nas bactérias durante a FML, levando a producdo de metionol.
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Figura 3.1.Metabolismo da cisteina e metionina pelas LAB (de Liu et al., 2008)

Na amostra VS1 fermentada pela O. oeni alpha, a 20°C, observou-se a producdo de
acetato de S-tioetilo. O seu precursor, para leveduras e bactérias, é desconhecido, mas Liu et
al. (2008) estudaram as enzimas envolvidas pelas BAL na formacdo de compostos de enxofre

no queijo. Como é apresentado na Figura 3.1, a partir da cisteina e do acido aspartico, pode
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haver biossintese de metionina e, por sua vez, de metanotiol. O metanotiol € um composto

intermediario obtido por uma demetilacdo da metionina. Landaud et al. (2008) sugerem que

as leveduras sintetizam os tioestéres (acetato de S-tiometilo e acetato de S-tioetilo, por

exemplo) a partir de uma enzima que catalisa uma reagdo entre o metanotiol e a acetil-

coenzima A (Figura 3.2). Um mecanismo semelhante pode estar envolvido na sintese deste

tioestér pelas bactérias.
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Figura 3.2. Representacdo esquematica do metabolismo de compostos de enxofre por levedura no
vinho (de Landaud et al., 2008)
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Outros ensaios foram realizados aumentando a concentracdo em metionina inicial do
vinho sintético, para 0.50 e 1.00 g L™, a 20°C. Verificou-se que quanto maior a quantidade de
metionina do vinho sintético, maior a concentracdo de metionol produzida pelas bactérias,
exceto para O. oeni VP41 que obteve-se uma maior concentracdo de metional a 0.50 g L™
(Tabela 3.3). A metionina é um precursor do metionol. Estudos anteriores demonstraram que
a partir da metionina produz-se um composto intermediario, o metional. Este composto,
também podem ser obtido pela descarboxilagdo do &cido 2-oxo-4-(metiltio)butirico, que por
sua vez é reduzido a metionol (Pripis-Nicolau et al., 2004; Landaud et al., 2008; Vallet et al.,
2008).

Tabela 3.3. Concentracgéo (ug L™) e desvio-padréo de metionol nos vinhos sintéticos apés a FML nos
ensaios com metionina.

Metionina (g L™) O. oeni alpha O. oeni VP41 Sig.
0.00 nd? nd? -
0.20 5.40° (1.01) 2.76% (0.051) 0.016
0.50 17.3 (4.9) 18.2(0.7) n.s.
1.00 20.6 (4.7) 14.5 (1.7) n.s.

Valores que possuem diferentes letras (a, b), na horizontal, sdo diferentes de acordo com o teste de Tukey (p <

0.05). n.s. —ndo significativo. nd — Nao detetado. Sig. — Nivel de significancia.

Comparando as duas estirpes bacterianas, na presenca de 0.20 g L™ de metionina, a
bactéria O. oeni alpha produziu um teor em metionol significativamente superior a O. oeni
VP41. No entanto, nos vinhos com 0.50 e 1.00 g L™ de metionina, ndo se observaram

diferencas significativas na quantidade de metionol produzida.

Vinho base com sulfato de amoénio

Nestes vinhos base o objetivo foi observar se as bactérias produzem compostos de
enxofre através do sulfato de amoénio. Nos ensaios com sulfato de amonio e sem a adi¢do de
qualquer aminodacido (VS6, VS7 e VS8) ndo foram detetados quaisquer compostos de enxofre
apos a FML. Este resultado indica que, para as condi¢des utilizadas, as bactérias ndo reduzem
o sulfato de amdnio. As leveduras sintetizam metionina e cisteina, através da sequéncia de

reducéo do sulfato (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Esquema representativo do metabolismo do enxofre na levedura e a utilizagao de sulfato (de Swiegers et al., 2005)
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Realizaram-se ensaios adicionando-se metionina e sulfato de amoénio. A quantidade de
metionol produzida pelas bactérias no vinho sintético contendo sulfato de aménio com
diferentes concentracbes em metionina é apresentada na Tabela 3.4. Quanto maior a
concentracdo de metionina existente no vinho, maior a producdo de metionol pelas bactérias.
Contudo 0 mesmo ndo se verificou para os meios VS12 (0.10 g L™) e VS13 (0.050 g L™).
Estes resultados confirmam os obtidos anteriormente. Apenas se verificam diferencas
significativas no teor em metionol produzido pelas bactérias nos vinhos sintéticos contendo
2.00g L™ e 0.50 g L de metionina.

Tabela 3.4. Concentragéo (ug L™) e desvio-padréo de metionol nos vinhos sintéticos apds a FML

Sulfato de Metionina Cisteina

Vinho sintético o 1 4 4. O.oenialpha O.oeni VP41 Sig.
amonio (g L™) (gL (gL

VS6 0.05 0.00 0.00 nd nd -
VS7 0.10 0.00 0.00 nd nd -
VS8 0.20 0.00 0.00 nd nd -
VS9 0.05 2.00 0.00 68.9° (2.1) 40.6% (5.3) 0.001
VS10 0.05 1.00 0.00 33.4 (13.1) 32.1(6.7) n.s.
VS11 0.05 0.50 0.00 16.3%(0.8) 19.4° (0.2) 0.002
VS12 0.05 0.10 0.00 3.75 (1.14) 2.54 (0.83) n.s.
VS13 0.05 0.050 0.00 4.99 (2.67) 2.64 (0.06) n.s.
VS14 0.05 0.025 0.00 2.47 (0.23) 2.34 (0.92) n.s.
VS15 0.05 0.00 0.10 nd nd -
VS16 0.05 0.00 0.050 nd nd -
VS17 0.05 0.00 0.025 nd nd -

Valores que possuem diferentes letras (a, b), na horizontal, sdo diferentes de acordo com o teste de Tukey (p <

0.05). n.s. —ndo significativo. nd — Nao detetado. Sig. — Nivel de significancia.

N&o se verificou a presenca de compostos de enxofre nos vinhos sintéticos contendo
sulfato de amonio e cisteina (VS15, VS16 e VS17). Apenas na amostra VVS17, inoculada com
0. oeni VP41, verificou-se a producdo de um composto desconhecido (S2) e com uma razdo
(area/area padrdo interno) média de 0.067. Este resultado sugere que a producdo de metionol a
partir da cisteina, requer a presenca de &cido aspartico, como no ensaio anterior, para que seja
possivel a producdo de metionina e, posteriormente de metionol, como é sugerido pela via

metabolica apresentada por Liu et al. (2008) (fig. 3.1).
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Vinho base com fosfato de amonio

Os resultados dos ensaios realizados com a adicéo de 0.05g L™ 0.10gL"e0.20g L™
de fosfato de amonio (VS18, VS19 e VS20), a temperatura de 20°C, sdo apresentados na
Tabela 3.5. Tal como no caso do sulfato de amdnia, ndo se verificou a producéo de compostos

de enxofre.

Tabela 3.5. Conteido em metionol (ug L™) e desvio-padréo para os ensaios com fosfato de aménia,
apos a FML, com e sem adi¢do de metionina.

Vinho Fosfato de Metionina . _ _
o o L L O. oeni alpha O. oeni VP41 Sig.
Sintético amonio (g L™) (gL™)

VS18 0.05 0.00 nd nd -
VS19 0.10 0.00 nd nd -
VS20 0.20 0.00 nd nd -
VS21 0.05 0.50 20.2° (1.0) 10.1% (0.2) 0.000
VS22 0.05 1.00 71.0° (1.0) 24.1% (0.2) 0.000
VS23 0.05 2.00 82.4° (0.7) 54.1% (2.8) 0.000

Valores que possuem diferentes letras (a, b), na horizontal, sdo diferentes de acordo com o Tukey test (p <
0.05). nd — Nao detetado. Sig. — Nivel de significancia.

Nos vinhos sintéticos com fosfato de amonio e com adi¢6es crescentes de metionina,
de 0.50 g L™, 1.00 g L* e 2.00 g L™ (VS21, VS22 e VS23, respetivamente) observou-se a
producdo crescente de metionol, tal como nos ensaios com sulfato de aménio (Tabela 3.5).
Quanto maior a quantidade de metionina no vinho, maior a concentracdo de metionol no final
da FML. Observaram-se diferencas significativas no teor de metionol produzido. A O. oeni
alpha conduziu a uma maior producdo de metionol que a O. oeni VP41, tal como foi

observado nos ensaios anteriores.

Também verificou-se que para adicdes de 1.00 g L™ de metionina, comparando os
varios ensaios, houve uma maior producdo de metionol na presenca de sulfato de amonio e
fosfato de amonio, principalmente nos vinhos sintéticos fermentados com O. oeni alpha. Este
resultado indica que a presenca de sulfato de amonio e fosfato de amdnio podem influenciar o

metabolismo das bactérias.
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3.2. Influéncia da FML em mosto sintético ap6s fermentacéo alcodlica

Para verificar se a composi¢do do vinho obtida ap6s a fermentacéo alcodlica influencia
a composicdo enxofrada obtida apds a FML, efetuaram-se fermentacGes em mosto sintético.
Este mosto foi inoculado com diferentes estirpes de S. cerevisiae. A Figura 3.4 mostra a
evolucdo da fermentacdo alcodlica, durante 25 dias, a 20°C. Ao longo da fermentacédo
alcodlica e, posteriormente, da FML, fez-se contagem de leveduras e depois de bactérias
(Figura 3.4 A e 3.5, respetivamente). Depois da fermentagdo alcodlica, inoculou-se as
diferentes amostras com O. oeni VP41.

A fermentacdo alcodlica foi dada como concluida a partir do momento em que a
concentracdo conjunta de frutose e glucose eram constantes e inferiores as 5.0 g L™ (Figura
3.4 B, C e D). A FML demorou 16 dias e deu-se como finalizada apds o consumo de todo o
acido L-malico.

1e+8

(]

(B)

Te+T 4
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2
+
o
Concentracao (g L ']

[} 5 10 15 20 25 0
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Figura 3.4. (A) Crescimento de S. cerevisiae WAN (0), S. cerevisiae X5 (e) e S. cerevisiae VL3 (*) e utilizacdo
da glucose (m) e frutose (®) e produgdo de etanol (A) e glicerol (¢) durante a fermentagio alcodlica por (B) S.
cerevisiae WAN, (C) S. cerevisiae X5 e (D) S. cerevisiae VL3.
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Figura 3.5. Evolucdo de O. ceni VVP4linoculada ap6s a fermentacéo alcoodlica realizada por S. cerevisiae WAN
(A), S. cerevisiae X5 (m) e S. cerevisiae VL3 (o)

Os dados referentes a composicdo em compostos de enxofre dos vinhos sintéticos
obtidos a partir de diferentes leveduras e pela bactéria foram sujeitos a uma analise ANOVA
Two-way (Tabela 3.6). No final da fermentacdo alcodlica, observou-se que a estirpe de
levedura influenciou a composicdo do vinho sintético relativamente ao teor em metionol,
acetato de S-tiometilo, 2-mercaptoetanol, 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona e acido 3-
metiltiopropidnico. A FML ndo influenciou o teor em acetato de S-tiometilo e &cido 3-
metiltiopropidnico. A interacdo entre levedura e FML afetou significativamente o teor em
metionol, 2-mercaptoetanol e 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona.

Tabela 3.6. Nivel de significancia para os fatores ‘leveduras’, ‘FML’ e sua interagdo em diferentes
compostos de enxofre.

Compostos Leveduras FML LevedurasxFML
Metionol 0.000 0.034 0.026
Acetato de S-tiometilo 0.000 n.s. n.s.
2-mercaptoetanol 0.000 0.000 0.000
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 0.000 0.004 0.000
Acido

0.004 n.s. n.s.

3-metiltiopropidnico

n.s. — N&o significativo.

43



Resultados e Discussao

No final da FML, em todas as amostras o metionol ficou abaixo do seu limite de
percecdo (3200 pg L™). Nas amostras fermentadas por S. cerevisiae X5 identificou-se o
acetato de S-tiometilo, o 2-mercaptoetanol, o 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona e o éacido 3-
metiltiopropionico (Tabela 3.7). Os valores obtidos estdo abaixo dos seus limites de percecéo,
em vinho, de 300 pg L* (em solugdo modelo), 100 pg L™, 250 pg L™ e 250 pg LY,
respetivamente (Mestres et al., 2000; Landaud et al., 2008).

Na amostra fermentada por S. cerevisiae VL3, apds a FML, os limites de percecao
para a 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona e o acido 3-metiltiopropiénico também ndo foram
ultrapassados (Tabela 3.7).

Na amostra fermentada por S. cerevisiae WAN, depois da FML, verificou-se uma
concentracdo final de 312 pg L™ de 4cido 3-metiltiopropionico, ultrapassando o seu limite de
percecdo de 250 pg L™, mas o valor final de 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona (57.4 pg L™) ficou
abaixo do seu limite de percecdo de 250 pg L™.

Em todos 0s meios, 0 composto encontrado em maior quantidade foi 0 metionol. Para
um nivel de significancia p <0.05, no ensaio com S. cerevisiae X5 observou-se uma
diminuicdo significativa de metionol e de 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona, apds a FML. Nos
ensaios realizados com S. cerevisiae WAN verificou-se um aumento significativo do teor em
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona (Tabela 3.7). A S. cerevisiae VL3 produziu metionol, 2-
mercaptoetanol, 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona e acido 3-metiltiopropionico. No fim da FML,

0 2-mercaptoetanol ndo foi detetado.

Estudos sobre a producdo de metionol e &cido 3-metiltiopropionico em leveduras
identificaram a metionina como seu precursor no vinho (Figura 3.2). A metionina é
convertida em &cido 4-oxobutirico (MOBA), pela atividade de uma aminotransferase e o
MOBA é descarboxilado em metional. Através de uma reducédo é obtido o metionol e de uma
oxidacdo € obtido o &cido 3-metiltitiopropionico (Landaud et al., 2008). Assim sendo é
natural a presenca destes dois compostos nas amostras de mosto sintético, apds a sua
fermentacdo alcodlica. Apos a FML seria expectavel o aumento destes dois compostos, pois
as BAL produzem ambos, mas todos 0os aumentos e diminui¢cBes foram nédo significativos,
porém apds a fermentacdo alcodlica poderia existir uma menor quantidade de aminoacidos
para as bactérias utilizarem durante a FML. Na amostra de S. cerevisiae VL3, ap6s a FML

verificou-se uma ligeira diminuicéo do &cido 3-metiltiopropiénico (179 pg L™ e 152 pg L™

44



Resultados e Discussao

ap6s a FML), mas é possivel que dependendo da interagdo “levedura” e “FML”, haja

variagOes na concentragédo dos diferentes compostos de enxofre, no final das fermentagoes.

Tabela 3.7. Concentracdo dos compostos de enxofre e desvio-padrdo obtidos apds a fermentacédo
alcoolica pelas leveduras S. cerevisiae X5, VL3 e WAN, e ap6s a FML por O. oeni VP41.

Composto (ug L™) F. alcodlica Apbs FML Sig.
S. cerevisiae X5
Metionol 138 (12) 50.6 (6.8) 0.000
Acetato de S-tiometilo 2.99 (0.33) 3.17 (0.22) n.s.
2-mercaptoetanol 1.11 (0.21) 0.831 (0.003) n.s.
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 23.2 (0.40) 16.1 (1.3) 0.0001
Acido 3-
. o 118 (20) 208 (90) n.s.
metiltiopropionico
S. cerevisiae WAN
Metionol 338 (35) 313 (2) n.s.
Acetato de S-tiometilo nd nd -
2-mercaptoetanol nd nd -
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 40.8 (2.1) 57.4 (1.9) 0.001
Acido
o o 236 (49) 312 (33) n.s.
3-metiltiopropidnico
S. cerevisiae VL3
Metionol 229 (51) 246 (28) n.s.
Acetato de S-tiometilo nd nd -
2-mercaptoetanol 1.66 (0.34) nd 0.001
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 21.5 (3.6) 25.1 (4.1) n.s.
Acido
179 (57) 152 (27) n.s.

3-metiltiopropidnico

n.s. — ndo significativo. nd — Nao detetado. Sig. — Nivel de significancia.

Para o 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona ndo ha ainda qualquer via metabdlica descrita, tanto

para leveduras, como para bactérias. Serdo necessarios mais estudos para a compreensdo da
sua sintese durante a producéo de vinho.
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O 2-mercaptoetanol € um composto que é obtido nos vinhos a baixas concentragdes
(aproximadamente 1.0 pg L™, Tabela 1.4). A sua sintese pelas leveduras tem vindo a ser
estudada. Vermeulen et al. (2006) apresentaram uma hipotese para a sua metabolizacdo, na
cerveja, em que 0 2-mercaptoetanol e 0 mercaptopropanol, seriam obtidos pela catabolizagado
da cisteina e homocisteina, sendo uma hip6tese para a explicacdo da sua formacgdo no vinho
pela fermentacdo alcodlica. Em nenhuma das amostras verificou-se o aumento de 2-
mercaptoetanol, apés a FML, mas sim a diminuigdo da sua concentracdo em duas amostras,

apesar de S. cerevisiae WAN ndo foi significativa.

O acetato de S-tiometilo apenas foi produzido por S. cerevisiae X5 e ndo se verificaram
diferencas significativas ap6s a FML.

3.3. Influéncia da FML no vinho

Os vinhos produzidos a partir da casta Touriga Franca foram inoculados com as
bactérias O. oeni alpha e O. oeni VP41. Esta casta apresentava 3.93 de pH e um grau
alcoolico de 12.70%. A evolucdo do numero de células ao longo da fermentacdo é

apresentada na Figura 3.3 A.

A evolucdo do acido L-malico durantes a FML é apresentada na Figura 3.3 B. O valor
inicial de 4cido L-malico foi 1.26 g L™. A FML foi dada como concluida ap6s o consumo de
todo o &cido L-malico, verificado ao fim de 14 dias para O. oeni alpha e O. oeni VP41 e 18
dias para o controlo (FML espontanea). O valor final de &cido L-latico foi 1.00, 1.21 e 0.87 g

L™ para O. oeni alpha, O. oeni VP41 e controlo, respetivamente.
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Figura 3.3. FML realizada no vinho Touriga Franca: (A) Crescimento das culturas O. oeni alpha (e), O. oeni
VP41 (V) e controlo (m). (B) Utilizagdo do acido L-malico por O. oeni alpha (e), O. oeni VP41 (V) e controlo
(m) e produgido de acido L-latico por O. oeni alpha (o), O. oeni VP41 (V) e controlo (0).

O mesmo procedimento foi aplicado no vinho produzido a partir de uvas da casta
Tinta Roriz (pH=3.89; alcool=14.45%). No entanto, ndo se verificou a ocorréncia de FML.
Apobs inoculacio observou-se um ne de células de 2.38E07 UFC mL™ e 7.37E07 UFC mL™ de
O. oeni alpha e O. oeni VP41, respetivamente. Contudo, a partir do momento da inoculacéo
verificou-se uma diminuicdo do n° de células viaveis e a concentracdo de &cido L-malico
diminui ligeiramente, mas a partir 7° dia de fermentacdo manteve-se constante para todas as
amostras, ndo se observando producdo de &cido L-latico (Figura 3.4 B). No controlo, nunca se

obteve qualquer contagem. Este vinho necessitaria de estirpes bacterianas com uma maior
tolerancia ao etanol.
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Figura 3.4. Tinta Roriz: (A) Crescimento das culturas O. oeni alpha (e) e O. oeni VP41 (V). (B) Utilizagdo do
4cido L-malico por O. oeni alpha (e), O. oeni VP41 (V) e controlo (m) e producio de acido L-1atico por O. oeni
alpha (o), O. oeni VP41 (V) e controlo (O).

A analise dos compostos de enxofre metionol, acetato de S-tiometilo, acetato de S-
tioetilo, 2-mercaptoetanol, propionato de 3-(metiltio)etilo, 3-mercapto-1-propanol, 3-(etiltio)-
1-propanol, 4-(metiltio)-1-butanol, benzotiazole, dimetilsulfona e acido 3-metiltiopropionico,
do vinho Touriga Franca, antes e apo6s a FML, mostra diferencas significativas para alguns
compostos (Tabela 3.8). Para o metionol, 2-mercaptoetanol e o propionato de 3-(metiltio)

etilo ndo se verificou variacdes significativas na sua concentracdo. Apds a FML, verificou-se
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uma diminuicdo do teor em acetato de S-tiometilo, acetato de S-tioetilo, 3-(etiltio)-1-propanol,

4-(metiltio)-1-butanol e acido 3-metiltiopropionico. No entanto, observou-se um aumento de

3-mercapto-1-propanol, benzotiazole e para 0 composto néo identificado S3. Apesar de haver

diferencas significativas para a dimetilsulfona, houve apenas uma ligeira diminuigéo na sua

concentracdo, sendo esta mais acentuada no controlo, contudo este composto ndo tem grande

impacto sensorial, pois € um composto inodoro.

Tabela 3.8. Contetido de compostos de enxofre (ug L™) e desvio-padrdo no vinho Touriga Franca

antes e apds a FML.

Antes da O. oeni O. oeni _

Compostos Controlo Sig.
FML alpha VP41

Metionol 178 (19) 199 (36) 179 (23) 194 (32) n.s.
2-Mercaptoetanol 2.45 (0.08) 2.14 (0.16) 2.24 (0.18) 2.19 (0.60) n.s.
Propionato de 3- 1.51 (0.04) 1.74 (0.33) 1.75 (0.24) 1.96 (0.13) n.s.
(Metiltio)etilo
Acetato de S-tiometilo 26.8"(0.40)  10.3%(0.70) 12.2*(7.2) 8.60% (2.07)  0.000
Acetato de S-tioetilo 4,54 (0.07) nd® nd® nd® 0.000
3-(Etiltio)-1-propanol 62.9° (4.9) 16.9% (4.9) 17.5 (5.0) 15.2*(3.0)  0.000
4-(Metiltio)-1-butanol 247" (21) 139% (22) 148 (42) 126° (29) 0.000
Aci . n n n .
Acido 241° (9.0) o d? d? 0.000
3-metiltiopropionico
3-mercapto-1-propanol 2.68°(0.42)  3.89"(0.86) 5.24™(1.82)  6.71°(1.37)  0.002
Benzotiazole 11.5(0.7) 17.6° (1.0) 18.0° (3.7) 15.8%(2.2)  0.007
S3* nd® 17.5° (0.9) 15.5° (1.1) 48.4°(8.9)  0.000
Dimetilsulfona 19.7° (0.5) 11.7%(1.2) 15.5% (3.8) 15.1% (4.8)  0.028

*Composto ndo identificado. A sua concentracdo foi calculada utilizando a calibragdo do metionol.

Valores que possuem diferentes letras (a, b, ), na horizontal, sdo diferentes de acordo com o teste de Tukey (p

< 0.05). n.s.- Néo significativo. Sig. — Nivel de significancia.
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As duas bactérias tiveram um comportamento semelhante. Dos compostos com um
limite de percegdo conhecido, de acordo com a Tabela 1.4, todos apresentaram concentragdes
inferiores aos seus limites de percecdo no final da FML.

Quanto a quantidade normalmente presente no vinho para o metionol (140-5000 pg L’
1), 2-mercaptoetanol (0.13 — 18 pg L™), propionato de 3-(metiltio)etilo (0-10 pg L™), acetato
de S-tiometilo (0-115 pg L™), acetato de S-tioetilo (0-56 pg L™), 3-(etiltio)-1-propanol (6-68
ug L), 4-(metiltio)-1-butanol (0-181 pg L™), &cido 3-metiltiopropidnico (0-1811 ug L™), 3-
mercapto-1-propanol (0-13.5 pg L™, em vinhos brancos) e benzotiazole (0-11 pg L™),
observou-se que varios compostos de enxofre obtidos para este vinho, ap6s a FML, estdo
dentro dos valores normais presentes em varios vinhos, exceto o benzotiazole que esta acima
(Mestres et al., 2000; Swiegers et al., 2005; Landaud et al., 2008, Moreira et al., 2010).

Em relacdo ao acido 3-metiltiopropionico, que confere um aroma a “chocolate”,
“manteiga” ou “rangoso” aos vinhos, verificou-se uma diminuicéo significativa apos a FML,
ao contrario de Pripis-Nicolau et al. (2004) que observou um aumento de 8-17%. No vinho,
este composto possui um limite de percecdo de 250 pg L™ e antes da FML possuia uma
concentracdo de 241 pug L™. Na experiéncia com mosto sintético (capitulo 3.2), observou-se a
diminuicdo deste composto apds FML, numa das amostras, mas nao foi significativa. Serdo
necessarios mais estudos com vinho e diferentes estirpes para uma melhor caracterizacdo da

FML e a sua influéncia nos compostos de enxofre.

Estudos anteriores demonstraram que as estirpes de O. oeni convertem metionina a
metionol (Pripis-Nicolau et al., 2004; Vallet et al., 2008) e tanto as leveduras como as

bactérias podem produzir este composto.

Poucos estudos identificaram vias metabolicas para as BAL e 0 seu envolvimento na

producdo de outros compostos de enxofre que ndo o metionol e o acido 3-metiltiopropionico.

Nos vinhos sintéticos (capitulo 3.1) apenas o metionol, acido 3-metiltiopropionico e
acetato de S-tioetilo foram sintetizados pelas bactérias. Contudo, no vinho Touriga Franca,
para além do metionol ndo ter sofrido aumentos significativos, o acido 3-metiltiopropidnico e
acetato de S-tioetilo diminuiram significativamente, ndo sendo detetados ap6s a FML. A
utilizacdo dos compostos de enxofre pelas bactérias, durante a FML pode levar a variacoes

significativas nas suas concentracoes.
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No vinho, 0 2-mercaptoetanol ndo variou significativamente, tal como na amostra de
mosto sintético inoculada com S. cerevisiae X5, enquanto na amostra com S. cerevisiae VL3
0 2-mercaptoetanol ndo foi detetado ap6s a FML. Apesar dos aumentos de benzotiazole e 3-
mercapto-1-propanol, ndo existe qualquer evidéncia de que as BAL sejam capazes de produzir
estes compostos.

A interacdo dos fatores “levedura” e “FML” demonstrou ser significativa para a
variacdo dos diferentes compostos de enxofres, podendo explicar o aumento e diminuigéo
destes compostos, em diferentes experiéncias.

No futuro, serd necessario proceder a identificacdo dos compostos ndo identificados
(S1, S2 e S3) por cromatografia gasosa e espectrofotometria de massa (GC-MS), indicando

qual a composicdo da amostra, verificando qual o seu real impacto no aroma do vinho.
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Conclusoes gerais

4. Concluséo gerais

Apesar de alguns trabalhos recentes indicarem a capacidade de O. oeni para produzir
compostos de enxofre no vinho, o efeito da FML no perfil deste grupo de compostos é uma
area ainda pouco estudada.

No vinho sintético, a producgdo de metionol esteve sempre ligada & existéncia de metionina ou
cisteina no meio. Os resultados indicam que este aminoacido, em conjunto com outros,
permite a sintese de metionina pelas BAL, a qual é depois convertida em metionol. Verificou-
se gue quanto maior a concentragdo de metionina no meio maior a concentracdo de metionol
obtida. Os niveis obtidos dependem da estirpe de bactéria. O. oeni alpha produziu quantidades
superiores de metionol do que O. oeni VP41. A adicdo de metionina levou a producéo de
outros compostos, para além do metionol, como o acetato de S-tioetilo. Pode-se concluir que,
nas condicdes utilizadas, as bactérias ndo foram, aparentemente, capazes de
metabolizar/produzir compostos de enxofre através do sulfato de amdnio ou do fosfato de

amonio como Unicas fonte de azoto.

Este trabalho mostrou que a FML alterou o perfil dos compostos de enxofre obtido apés a
fermentacdo alcoolica. No vinho tinto, da casta Touriga Franca, verificou-se 0 aumento ou
diminuicdo significativa de varios compostos e a presenca de um composto nao identificado
com um aumento significativo, apés a FML. O mesmo foi verificado na FML apds a

fermentacdo alcoodlica de mosto sintético.

No vinho tinto, a FML conduziu a diminuicdo da concentracdo de varios compostos de
enxofre (acetato de S-tiometilo, acetato de S-tioetilo, 3-(etiltio)-1-propanol, 4-(metiltio)-1-
butanol e acido 3-metiltiopropionico) e o metionol ndo variou significativamente, o que € um

bom indicador, uma vez que estes compostos sao na sua maioria prejudiciais para o vinho.

Estes resultados indicam que o estudo do catabolismo da metionina e cisteina sdo de facto
importantes para o perfil dos compostos de enxofre no vinho, assim como a importancia da
interacdo entre a fermentacdo alcoodlica e FML para o perfil aromatico do vinho, mais
especificamente para os compostos de enxofre. Contudo, sdo necessarios mais estudos para
decifrar e confirmar as vias metabdlicas utilizadas pelas BAL para a sintese de compostos de

enxofre.
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Trabalhos futuros

5. Trabalhos futuros

S&0 necessarios mais estudos para compreender as vias metabdlicas dos compostos de
enxofre, durante a fermentacdo malolatica. Sera importante repetir alguns ensaios com vinho
tinto, porque geralmente diferentes castas tém perfis aromaticos distintos. H& vérias
possibilidades de elaborar vinhos sintéticos com diferentes concentra¢cdes de aminoacidos,
retirando aos poucos diferentes amino&cidos e fazendo diferentes combinaces, e estudar 0s

mesmos com outras estirpes de BAL.

A utilizacdo de glutationa nos vinhos para redugdo de compostos de enxofre tem vindo a
ser estudada para as leveduras e 0 mesmo deve ser feito para as BAL, sendo esta uma

possivel fonte de enxofre para 0s microrganismos.
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Apéndice 1 — Concentragdes de &cido L-malico e acido L-latico e biomassa final dos
vinhos sintéticos, para as duas estirpes de O. oeni

Tabela A.1. Concentracdes de &cido L-malico e acido L-latico e biomassa final dos vinhos sintéticos
para O. oeni VP41.

Acido L-malico (g L™) Acido L-latico (g L") Biomassa final (UFC mL™)

Vinho i

Sintético Inicial Final Inicial Final O cen

VP41
VS1 30°C 3.01 0.00 0.00 2.91 3.25E+07
VS1 20°C 3.02 0.00 0.00 3.22 3 65E405
VS2 30°C 3.00 0.00 0.00 3.09 3.55E+07
VS2 20°C 3.00 0.00 0.00 3.12 3.88E406
VS3 30°C 3.00 0.00 0.00 3.23 2 25E+07
VS3 20°C 3.00 0.00 0.00 2.98 3 65E405
VsS4 3.01 0.00 0.00 2.89 1.24E+07
VS5 3.06 0.00 0.00 3.06 7 25E+06
VS6 3.09 0.00 0.00 3.12 1 48E+07
VS7 3.01 0.00 0.00 3.03 5 30E+06
VS8 3.01 0.00 0.00 2.99 5 85E+06
VS9 3.03 0.00 0.00 3.01 5 45E+06
VS10 3.02 0.00 0.00 3.01 5 45E+06
VS11 3.00 0.00 0.00 3.11 3.55E+06
VS12 3.00 0.00 0.00 3.21 5 20E+06
VS13 3.00 0.00 0.00 3.03 7 90E+06
VS14 3.01 0.00 0.00 2.95 5 10E+06
VS15 3.03 0.00 0.00 2.98 9 40E+06
VS16 3.02 0.00 0.00 2.94 8 15E+06
VS17 3.09 0.00 0.00 2.98 4 15E+06
VS18 3.00 0.00 0.00 2.99 8.70E+06
VS19 3.02 0.00 0.00 3.12 7 40E+06
VS20 3.00 0.00 0.00 3.11 9 05E+06
VS21 3.02 0.00 0.00 2.97 8.60E+06
VS22 3.03 0.00 0.00 2.97 8.60E+06
VS23 3.00 0.00 0.00 2.98 8.25E+06
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Tabela A.2. Concentracdes de &cido L-malico e acido L-latico e biomassa final dos vinhos sintéticos
para O. oeni alpha.

Vinho Acido L-malico (g L™) Acido L-latico (g L") Biomassa final (UFC mL™)

Sintético Inicial Final Inicial Final O. oeni alpha
VS1 30°C 3.00 0.00 0.00 2.98 2 A5E+07
VS1 20°C 3.00 0.00 0.00 2.98 3.47E+06
VS2 30°C 3.00 0.00 0.00 2.99 3.35E+07
VS2 20°C 3.00 0.00 0.00 2.97 3.80E+06
VS3 30°C 3.00 0.00 0.00 3.01 2 30E+07
VS3 20°C 3.00 0.00 0.00 291 4.00E+06
VS4 3.00 0.00 0.00 3.02 1.06E+07
VS5 3.00 0.00 0.00 2.99 1.23E+07
VS6 3.00 0.00 0.00 3.00 1.01E+07
VS7 3.00 0.00 0.00 3.00 7 30E+06
VS8 3.00 0.00 0.00 3.01 7 10E+06
VS9 3.00 0.00 0.00 3.12 4.45E+06
VS10 3.00 0.00 0.00 3.03 6.05E+06
VS11 3.00 0.00 0.00 3.06 7 35E+06
VS12 3.00 0.00 0.00 3.06 7 00E+06
VS13 3.00 0.00 0.00 3.02 5.35E+06
VS14 3.00 0.00 0.00 2.97 7 40E+06
VS15 3.00 0.00 0.00 3.08 5.80E+06
VS16 3.00 0.00 0.00 3.01 7 60E+06
VS17 3.00 0.00 0.00 2.93 8.30E+06
VS18 3.00 0.00 0.00 3.01 6.15E+06
VS19 3.00 0.00 0.00 3.12 7 00E+06
VS20 3.00 0.00 0.00 3.23 6.30E+06
VS21 3.00 0.00 0.00 3.12 7 30E+06
VS22 3.00 0.00 0.00 3.01 7 10E+06
VS23 3.00 0.00 0.00 3.10 8.30E+06
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Apéndice 2 — Calibracéo para os compostos analisados por HPLC
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Glucose
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Apéndice 3 — Calibracéo dos compostos de enxofre analisados por GC-FDP
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