SUMARIO

continuado a produzir 4EF mesmo na presenca de concentragdes elevadas de SO2.
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Foi estudado o efeito de alguns factores ambientais (pH, concentragdo de SO,, etanol e de &cido p-cumarico) na produgéo de 4-etilfenol (4EF), usando &cido p-cumarico
como substrato, por leveduras do género Dekkera/Brettanomyces. Para as leveduras testadas (D. bruxellensis e D. anomala), o rendimento de conversdo do acido p-
cumarico em 4EF foi constante, sugerindo uma possivel relagdo linear entre a concentragéo inicial de substrato e a concentragéo final de produto. A niveis de pH
compreendidos entre 3,0 e 4,0 a produgdo de 4EF nao foi afectada significativamente. Concentragdes de SO, molecular superiores a 0,15 mg/L inibem fortemente o
crescimento e a produgéo de 4EF, em ambas as leveduras. No entanto, o efeito na produgéo de 4EF foi mais forte em D. anomala do que em D. bruxellensis, tendo esta

INTRODUGAO

As leveduras do género Dekkera/Brettanomyces estdo normalmente associadas a deterioragdo de
vinhos, especialmente dos vinhos tintos envelhecidos em barricas.

Estas leveduras podem reproduzir-se nos vinhos, utilizando concentragdes residuais de agucares e
produzir grandes quantidades de acido acético a partir da glucose (Chatonnet et al., 1997).

Além de aumentarem a acidez volatil do vinho, as leveduras do género Dekkera/Brettanomyces
podem metabolizar os acidos p-cumarico e ferrilico (acidos hidroxicinamicos 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 conotagdo negativa, alguns produtores consideram que, a baixas concentragdes,
0 “caracter Brett” pode contribuir positivamente para a complexidade do bouquet dos vinhos
(Fugelsang, 1997).

A conversao do acido p-cumarico em 4EF envolve a actividade de duas enzimas: a cinamato
descarboxilase, que descarboxila o acido fendlico 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
producao de 4EF pelas leveduras do género Dekkera, usando &cido p-cumarico como substrato.

Este acido foi escolhido por ser o acido hidroxicinamico mais abundante no vinho.
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Figura 1 - Biossintese de 4-Etilfenol a partir do acido p-cumarico em leveduras do género Dekkera.

MATERIAL E METODOS

Estirpes e condigdes de crescimento

Neste trabalho, foram usadas as estirpes de coleccdo Dekkera anomala PYCC 5153 e Dekkera
bruxellensis PYCC 4801 (Colecgdo Nacional de Leveduras, Fundagédo 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 25°C. O crescimento celular foi
monitorizado espectrofotometricamente (a 660 nm), e a concentragdo de 4EF determinada por GC-
FID usando o método descrito por Bertrand (1981).

Rendimento da producao de 4-etilfenol a diferentes concentragdes de acido p-cumarico
As culturas foram crescidas em meio YMB contendo acido p-cumarico a 0, 25, 50, 75 e 100 mg/L. A
concentragéo de 4EF foi determinada ao fim de cinco dias de incubag&o.

Influéncia do pH e da concentragio de SO, no crescimento e produgao de 4EF

Para estudar o efeito do pH, as culturas foram crescidas em meio YMB suplementado com 25 mg/L
de &cido p-cumarico e com pH ajustado a valores compreendidos entre 2,5 e 4,0. Para testar a
influéncia do SO,, as culturas foram crescidas em meio YMB suplementado com 50 mg/L de acido p-
cumarico, a pH 4,0 e com diferentes concentragdes iniciais de SO, (ajustadas com solugdes
concentradas de bissulfito de sédio). O crescimento foi monitorizado diariamente e a concentragéo de
4EF foi determinada ao fim de cinco dias. A quantificagdo da concentrag&o inicial de SO, molecular foi
feita por titulagdo iodométrica e medigdo do pH do meio.

RESULTADOS
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Figura 2: Produgéo de 4-etilfenol (4EF) por —#— D. anomala PYCC 5153 e —m— D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB (pH 4,5)
com diferente iniciais de &cido p- ari
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Figura 3: Influéncia do pH na produgéo de 4-etilfenol (4EF) por D. anomala PYCC 5153 e D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB
suplementado com 25 mg/L de &cido p-cumérico; os valores de absorvancia referem-se ao valor maximo atingido durante o
crescimento.
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Figura 4: Produgao de 4-etilfenol (4EF) por —#— D. anomala PYCC 5153 e —m— D. bruxellensis PYCC 4801 em meio YMB (pH
4,0) suplementado com 50 mg/L de &cido p- ico e dif iniciais de SO, molecular; os valores de
absorvancia apresentados referem-se aos valores maximos obtidos durante o crescimento. Legenda: nd — ndo detectado.

DISCUSSAO

< Existe uma relagdo aparentemente linear entre a concentragao inicial de acido p-cun
meio de cultura e a concentragao de 4EF produzida (Figura 2).

< Na gama de concentragdes testada, a taxa de conversdo de acido p-cumarico
aproximadamente 76% no caso da D. anomala e 82% no caso da D. bruxellensis

< Para valores de pH entre 3,0 e 4,0, ndo se verificaram diferengas significa
na concentragdo de 4EF produzida, para ambas as leveduras. A pl
crescimento e redugédo da concentragdo de 4EF produzido, no caso da D

« A concentragdes de SO, molecular superiores a 0,15 mg/L, o cresc
produgdo de 4EF foram fortemente inibidos. No entanto, nas ¢
produgao de 4EF mesmo a concentragdes elevadas de SO, mo
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