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Figura 2: Produção de 4-etilfenol (4EF) por D. anomala PYCC 5153 e D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB (pH 4,5)

suplementado com diferentes concentrações iniciais de ácido p-cumárico.

Figura 3: Influência do pH na produção de 4-etilfenol (4EF) por D. anomala PYCC 5153 e D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB
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Dekkera bruxellensis
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

As leveduras do género Dekkera/Brettanomyces estão normalmente associadas à deterioração de

vinhos, especialmente dos vinhos tintos envelhecidos em barricas.

Estas leveduras podem reproduzir-se nos vinhos, utilizando concentrações residuais de açúcares e

produzir grandes quantidades de ácido acético a partir da glucose (Chatonnet et al., 1997).

Além de aumentarem a acidez volátil do vinho, as leveduras do género Dekkera/Brettanomyces

podem metabolizar os ácidos p-cumárico e ferrúlico (ácidos hidroxicinâmicos presentes no vinho),

produzindo 4-etilfenol (4EF) e 4-etilguaiacol, respectivamente, os quais conferem ao vinho um aroma

normalmente descrito como “suor de cavalo”, “animal” ou “couro”. Apesar destes aromas terem

normalmente uma conotação negativa, alguns produtores consideram que, a baixas concentrações,

o “carácter Brett” pode contribuir positivamente para a complexidade do bouquet dos vinhos

(Fugelsang, 1997).

A conversão do ácido p-cumárico em 4EF envolve a actividade de duas enzimas: a cinamato

descarboxilase, que descarboxila o ácido fenólico directamente no vinilfenol correspondente, e a

vinilfenol reductase que converte o vinilfenol em 4EF (Figura 1) (Chatonnet et al., 1995).

Diversos factores ambientais foram testados para verificar o seu efeito no crescimento e na

SUMÁRIOSUMÁRIO

Foi estudado o efeito de alguns factores ambientais (pH, concentração de SO2, etanol e de ácido p-cumárico) na produção de 4-etilfenol (4EF), usando ácido p-cumárico

como substrato, por leveduras do género Dekkera/Brettanomyces. Para as leveduras testadas (D. bruxellensis e D. anomala), o rendimento de conversão do ácido p-

cumárico em 4EF foi constante, sugerindo uma possível relação linear entre a concentração inicial de substrato e a concentração final de produto. A níveis de pH

compreendidos entre 3,0 e 4,0 a produção de 4EF não foi afectada significativamente. Concentrações de SO2 molecular superiores a 0,15 mg/L inibem fortemente o

crescimento e a produção de 4EF, em ambas as leveduras. No entanto, o efeito na produção de 4EF foi mais forte em D. anomala do que em D. bruxellensis, tendo esta

continuado a produzir 4EF mesmo na presença de concentrações elevadas de SO2.

MATERIAL E MÉTODOSMATERIAL E MÉTODOS

Estirpes e condições de crescimento

Neste trabalho, foram usadas as estirpes de colecção Dekkera anomala PYCC 5153 e Dekkera

bruxellensis PYCC 4801 (Colecção Nacional de Leveduras, Fundação Calouste Gulbenkian, Lisboa,

Portugal). As culturas foram crescidas até final da fase exponencial em meio YMB (DIFCO, Detroit,

EUA), com pH ajustado a 4,5 (excepto quando referido) e a 25ºC. O crescimento celular foi

monitorizado espectrofotometricamente (a 660 nm), e a concentração de 4EF determinada por GC-

FID usando o método descrito por Bertrand (1981).

Rendimento da produção de 4-etilfenol a diferentes concentrações de ácido p-cumárico

As culturas foram crescidas em meio YMB contendo ácido p-cumárico a 0, 25, 50, 75 e 100 mg/L. A

concentração de 4EF foi determinada ao fim de cinco dias de incubação.

Influência do pH e da concentração de SO2 no crescimento e produção de 4EF

Para estudar o efeito do pH, as culturas foram crescidas em meio YMB suplementado com 25 mg/L

de ácido p-cumárico e com pH ajustado a valores compreendidos entre 2,5 e 4,0. Para testar a

influência do SO2, as culturas foram crescidas em meio YMB suplementado com 50 mg/L de ácido p-

cumárico, a pH 4,0 e com diferentes concentrações iniciais de SO2 (ajustadas com soluções

concentradas de bissulfito de sódio). O crescimento foi monitorizado diariamente e a concentração de

4EF foi determinada ao fim de cinco dias. A quantificação da concentração inicial de SO2molecular foi

feita por titulação iodométrica e medição do pH do meio.
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Figura 4: Produção de 4-etilfenol (4EF) por D. anomala PYCC 5153 e D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB (pH

4,0) suplementado com 50 mg/L de ácido p-cumárico e diferentes concentrações iniciais de SO2 molecular; os valores de

absorvância apresentados referem-se aos valores máximos obtidos durante o crescimento. Legenda: nd – não detectado.
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D. bruxellensisD. anomala

suplementado com 25 mg/L de ácido p-cumárico; os valores de absorvância referem-se ao valor máximo atingido durante o

crescimento.

� Existe uma relação aparentemente linear entre a concentração inicial de ácido p-cumárico do

meio de cultura e a concentração de 4EF produzida (Figura 2).

� Na gama de concentrações testada, a taxa de conversão de ácido p-cumárico em 4EF é de

aproximadamente 76% no caso da D. anomala e 82% no caso da D. bruxellensis (Figura 2)

� Para valores de pH entre 3,0 e 4,0, não se verificaram diferenças significativas no crescimento e

na concentração de 4EF produzida, para ambas as leveduras. A pH=2,5 houve inibição do

crescimento e redução da concentração de 4EF produzido, no caso da D. anomala (Figura 3).

� A concentrações de SO2 molecular superiores a 0,15 mg/L, o crescimento das duas leveduras e a

produção de 4EF foram fortemente inibidos. No entanto, nas culturas de D. bruxellensis houve

produção de 4EF mesmo a concentrações elevadas de SO2 molecular (3,15 mg/L) (Figura 4).

DISCUSSÃODISCUSSÃO

Diversos factores ambientais foram testados para verificar o seu efeito no crescimento e na

produção de 4EF pelas leveduras do género Dekkera, usando ácido p-cumárico como substrato.

Este ácido foi escolhido por ser o ácido hidroxicinâmico mais abundante no vinho.

Figura 1 – Biossíntese de 4-Etilfenol a partir do ácido p-cumárico em leveduras do género Dekkera.


