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Caracterizacdo da conversdo metabdlica de acidosfddicos em fendis volateis por

Brettanomyces/Dekkera

Deus é o nosso reftigio e a nossa for¢a; amparou-nos nas tribulagoes.
Por isso a terra pode tremer, que nada tememos: as proprias montanhas podem
afundar-se nos mares. Ainda que as dguas tumultuem e se agitem fervilhando e

venham abalar os montes, estd connosco o Senhor dos exércitos, nosso protetor é

o Deus de Jacob.

Salmos 45; 2-5
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Resumo

A acumulacéo de fendis volateis em vinhos tem ahugeande preocupacdo na
enologia moderna, sendo considerado, nos diasjdeum ponto-chave no controlo da
qualidade dos vinhos. Os vinilfendis (4-vinilfen®l4-vinilguaiacol) e etilfendis (4-
etilfenol e 4-etilguaiacol) podem ser produzidos mowhos na sequéncia de atividade
microbiana dando origem a odores e sabores indiesejgeralmente descritos como
“coura”, “suor de cavalo”, “animal” e “medicinalA origem exata dos fenois volateis
tem sido pesquisada em diferentes estudos de riidsrautores. A producdo destes
compostos tem sido reconhecida como uma caraatarighportante das leveduras
Brettanomyces/Dekkera

O objetivo deste trabalho é a caracterizacdo deers@io metabolica da levedura
Brettanomyces/Dekkeranomeadamente no que respeita a atividade dasn@&nzi
hidroxicinamato descarboxilase e vinilfenol redaetaisando diferentes precursores
para a producao de 4-etilfenol.

Foi observado que os acidos p-cumarico e acidetitar ndo tém influéncia
significativa no crescimento d& bruxellensiee D. anomalanas concentracfes testadas
(até 500 mg I}) A enzima hidroxicinamato descarboxilase mosteuafinidade para
substratos contendo a ligacdo dupla no grupo céitmx (para os acidos
hidroxicinamicos). A posi¢cdo do grupo —OH tambénmdestrou ter influencia no
funcionamento da enzima e consequente producéeetidefol. O acido florético ndo
foi transformado em 4-etilfenol pobDekkera/BrettanomycesTodas as estirpes
metabolizaram (totalmente ou parcialmente) os pseces, acido p-cumarico e 4-

vinilfenol a 4-etilfenol.
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Abstract

The accumulation of volatile phenols in wine hagrba cause of great concern
in modern enology, being considered, nowadays, yapkent in the control of wine
quality. Vinylphenols (4-vinylphenol and 4 vinylgaaol) and ethylphenols (4-
ethylphenol and 4-ehtylguaiacol) may be producedime, in a sequence pathway, due
to microbial activity, imparting undesirable odoarsd flavours commonly described as
“leather”, “horse sweat”, “animal” and “medicinalThe precise origin(s) of volatile
phenols has been under discussion for some time pitduction of these compounds
has been recognised as an important charactesfdtie yeasBrettanomyces/Dekkera

It is aimed in this work to characterize growthdametabolic activity of
Brettanomyces/Dekkeran particular as regards the activity of the enzyme
hidroxicinamato decarboxylase and vinylphenol réalse using different precursors for
the production of 4-ethylphenol.

It was identified that the p-coumaric acid andopétic acid have no significant
influence on the growth ofD. bruxellensis and D. anomala The enzyme
hidroxicinamate decarboxylase showed specificitwa@s precursors with a double
bond at the carboxylic group (hydroxycinnamic agid$ie position of the substituent -
OH group also shown to have influence on the fomoig of the enzyme and
subsequent production of 4-ethylphenol. Phloretid avas metabolized but not in 4-
ethylphenol. All tested strains converted p-coumaacid and vinylphenol to 4-

ethylphenol, although to different extents.
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Abreviaturas

2HC — Acido 2-hidroxicinamico

3HC — Acido 3-hidroxicinamico

4-EG - 4-etilguaiacol

4-EF — 4-etilfenol

4-VG - 4-vinilguaiacol

4-VF — 4-vinilfenol

AC — Acido p-cumarico

AF — Acido florético

ADN - Acido Desoxirribonucleico

FID — Detetor de lonizagcdo por Chama
GC — Cromatografia de Gas

D.O. — Densidade Otica

HPLC — Cromatografia Liquida

ESB — Escola Superior de Biotecnologia
UCP — Universidade Catélica Portuguesa
mg L* — Miligramas por litro

DMDC - Dicarbonato Dimetilico

B. — Brettanomyces

D. — Dekkera
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1. Introducéo

A uva, fruto da espéciditis viniferg é utilizada na elaboracdo de vinhos e pode
transportar consigo, além da leved@accharomyces cerevisjagma diversidade de
outros géneros e espécies de leveduras. Os piigciparorganismos associados ao
fruto e aos vinhos séo leveduras, bactérias doodéictico e acético e bolores. Os
géneroDekkerae Brettanomyce$ém importancia do ponto de vista enolégico devido
ao seu potencial em deteriorar vinhos ja elaboradgwesentam caracteristicas
metabdlicas diferentes das apresentadas pela lev8docharomyces cerevisiaegue
contribui para 0 seu comportamento ndo competdiv@nte a etapa de fermentacao.
Dekkera/Brettanomycepode encontrar-se presente desde o inicio da meagao,
permitindo que outras leveduras atuem no processoehtativo. Apos esta fase,
entram lenta e progressivamente em atividade, plmdeausar sérios danos no produto
final.

O vinho é obtido através de um processo cujas meigemontam ha milénios
atras. Basicamente consiste na maceracdo da uvdermentacdo alcodlica por
leveduras e se desejada, na fermentacdo malolatieayracdo, clarificacdo e
engarrafamento. O complexo processo de vinificag@mlve interacdes entre varios
microrganismos. As bactérias do acido lactico séspansaveis pela fermentacdo
malolactica, a qual é benéfica para a qualidadémtm; no entanto, por vezes, podem
estar, juntamente com bactérias do acido acétitacionadas com a deterioracdo do
produto (Boultoret al, 1996).

A leveduraBrettanomyces bruxellensgode ser isolada quer da superficie das
uvas, embora ndo seja muito comum, quer de bardeasiadeira usadas durante o
armazenamento ou o envelhecimento dos vinhos. Kmiena maior preocupacao é a
sua presenca no produto fin@rettanomyces bruxellensisaracteristicamente esta
envolvida na producéo de dois compostos aromaticésgtilfenol e o 4-etilguaiacol, os
quais podem facilmente ser medidos por técnicaditiana. Estes metabolitos séo
indicativos da presenca e atividade desta levedBrattanomycespode também
produzir uma variedade de outros compostos queriboain para a complexidade
aromatica do vinho. O “caracter Brett” resulta dadoicdo de um largo espectro de
aromas e “flavours” onde estdo incluidos cravirdstrebaria, suor de cavalo, medicinal

e rato, mascarando os desejaveis aromas frutadiosaes presentes nos vinhos. A

10



Caracterizacdo da conversdo metabdlica de acidosfddicos em fendis volateis por
Brettanomyces/Dekkera

ocorréncia destes aromas pode ter um efeito posidiv negativo consoante a
concentracdo de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol exgeetativas do consumidor.

Dependendo da concentracdo, estes compostos a&socia presenca de
Brettanomycespodem contribuir positiva ou negativamente paracasacteristicas
organoléticas do produto final. Em concentracfevaglas podem sobrepor-se aos
aromas agradaveis do vinho prejudicando a suadguaidi(Chatonnet e Pons, 1990), em
contrapartida, em concentracdes mais baixas, l@esutjue consideram que podem
contribuir para a complexidade aromatica do vimha@ualidade dos vinhos contendo
metabolitos deBrettanomycesé controversa, estando dependente de preferéncias
individuais e culturais.

O reconhecimento do papel desempenhaddBpdaruxellensisna deterioracéo
de vinhos tintos a granel ou em vinhos engarrafatimsdo a producao do odor a “suor
de cavalo”, apresentou, na ultima década um nosafidepara os produtores de vinho
(Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Além disso smus efeitos sdo particularmente
notorios em vinhos tintos de alta qualidade enwédlos em barricas de carvalho, o que
aumenta consideravelmente as perdas economicascpaas pela acdo desta levedura.
Atualmente B. bruxellensig considerada como a principal ameaca para adqdalide
vinhos representada por levedu@sefeito ndo é sé direto, devido a producao deisend
volateis, mas também indireto devido as medidasiotégicas necessarias para

controlar a sua atividade que podem também levediécédo da qualidade dos vinhos.

B. bruxellensigem sido conhecida como um contaminante indedej@arebém
devido a producéo de acido acético e ao apareangenbdor a “rato”, e € inequivoca a
relacdo entre a sua atividade e a producéo dergtif(Chatonneet al. 1995, 199Y. A
controvérsia entre endlogos, jornalistas e consomegd acerca da sua influéncia na
qualidade dos vinhos tem feito desta espécie a esaislada no campo da deterioracao

microbiolégica de vinhos.
1.1.Caracteristicas gerais d8retanomyces/Dekkera

O termo Brettanomycedoi pela primeira vez usado por N. Hjelt Claussin
cervejaria New Carlsberg Brewery para especificevadura necessaria na elaboracao
de cerveja Inglesa, sendo o noBwettanomycesima alusao ao termo “British”. Em
1920 foi reconhecido o seu género depois de leasdiegmelhantes terem sido isoladas
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em cervejas belgas (Henschékeal., 2007). A levedurdBrettanomycespp. pode ser
encontrada quer em vinhos quer em cervejas de aforteg produzidas de forma
tradicional, a qual pode ja se encontrar presenteser adicionada durante a
fermentacdo, sendo responsavel pelo sabor e aradiaidnais deste tipo de cerveja.
Nas décadas de 1950 e 1960 a levedura foi ideaddicomdrettanomycespp. sendo
também isolada em vinhos provenientes de Frariia & Africa do Sul. Mas sé entre
1980 e 1990 € que esta levedura foi relacionada @admpacto nas caracteristicas
sensoriais do vinho (Henschlet al., 2007). Brettanomycesspp. € a forma né&o
esporulada do géner@®ekkera no entanto as duas denominacdes sdo usadas
mutuamente. Existe um total de cinco espécies mpEtdes ao género
Brettanomyces/Dekkera Brettanomyces anomalus, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces custersianus, Brettanomyces naardenem Brettanomyces nanus
(Kurtzman e Fell, 2000), send®. bruxellensisentre todas as espécies a que mais
impacto tem nos vinhos. Esta espécie pode sedsajaer da superficie de uvas quer
de barricas de madeira durante o armazenament@ovethecimento dos vinhos.
Paises como Portugal, Franca, Africa do Sul, AldraarfEspanha, Inglaterra,
Uzbequistdo, Nova Zelandia, Australia, Brasil e alss Unidos reportaram a
ocorréncia ddrettanomycegm vinhos (Lickeet al., 1998). Até cerca de 1991, casos
da presenca desta levedura em vinhos proveniete&ustralia eram praticamente
inexistentes. Este facto n&do foi devido a ausédeidrettanomycesmas sim devido a
auséncia de técnicas eficazes de detecdo. Tal factm a que passassem a ser
aplicadas metodologias de determinacéo de 4-aillferd-etilguaiacol e passou-se a
relaciona-los com a acéo direta destes microrgass@ "Australian Wine Research
Institute” (AWRI) acredita que as contaminacOe®jast a aumentar no pais e como
medida de prevencdo tem facultado formacOes adsultdres a fim de que
implementem medidas de monitorizagéo para mininggta ameaca (Franson, 2001).
Na Argentina, foi também detetada a presenc@8m¢tanomyceem mostos
durante a fermentacdo e antes do engarrafamentzdi®et al., 2001). Licker et al.
(1998) afirmam ter sido em Jura, em 1955, que préhaeira vez foi detetada a presenca
desta levedura em Franca. Posteriormente foi tamdr&ontrada em outras regides de
Bordéus. Em andlises efetuadas em vinhos engapsatidcolheitas diferentes (de 1979

a 1990) e provenientes de diversas vinhas de Bsrdéuelaram que em 36% dos
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vinhos os niveis de fendis volateis encontravanasiena do limiar de percecéo
(Chatonnett al.,1992).

Diferentes autores relatam a presenca Blettanomycesem diferentes
ambientes, desde vinhos, adegas, cervejas, falgceisira, tequila e chas. Ela pode ser
encontrada nestes ambientes bem como nos prodotis flevido a capacidade de
sobrevivéncia por longos periodos de tempo e tand®ido a capacidade de iniciar o
crescimento em produtos acabados e armazenada®iflooe Malfeito-Ferreira, 2006).

B. bruxellensisapresenta uma forma oval ou elitica e reproduzesegpmulacéo
(Figura 1). A sua morfologia vara forma elitica para a forma ramificaa@s alguns
meses de incubacgdd sua fisiologia tem sido bastante estudada dewdgrande
capacidade de producéo de compostos aromaticates@mveis e também devido a sua
capacidade de realizar o efeito de Custer, queistensa inibicdo da fermentacéo
alcodlica em condi¢cdes de anaerobiose, produzimdondgs concentracdes de acido
acético (Henschket al.,2007; Van Dijken e Scheffers, 1986; Vigenttial.,2008).

. 5 e
<

Figura 1 — Morfologia das células de. bruxellensis(fonte: Wedral et al., 2010)

A presenca dBrettanomyceem vinhos € comum quando estes sdo fermentados
ou envelhecidos em barricas de carva(Rayne e Eggers, 2008R. bruxellensis
apresenta uma velocidade de crescimento muito léaitaque sO sejam notados os
efeitos do seu crescimento a longo prazo, ou sggnte o envelhecimento do vinho.

Caso se encontre presente durante a fermentacme@uenas quantidades, pode
facilmente passar despercebida. Tanto técnicas rmaslele producdo enologica como

metodologias eficazes de sanitizacdo, utilizacdoeldeados niveis de dioxido de
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carbono e baixos niveis de azoto levam a que &mprasieBrettanomyceseja pouco
frequente (Wedradt al.,2010).

Diferentes capacidades de crescimento e de prodig&ompostos fendlicos
estdo associadas a diversidade genética de esfivfigsntini et al., 2008). Por
exemplo, estirpes dB. bruxellensisapresentam variacdes significativas na capacidade
de crescer em vinhos obtidos a partir da variedadet Noir (Fugelsang e Zoecklein,
2003) e estirpes individuais diferem no impactoreobs perfis fendlicos do vinho
(Silvaet al.,2005).

Subtipos genéticos semelhanteBdéruxellensiforam encontrados em todo o
mundo, o que é uma indicagdo de que a levedurasgalheu geograficamente,
provavelmente devido ao comércio internacional dmas de uva, de barricas, e
equipamentos. No entanto adaptacdes genéticas icaenpodem ter surgido
independentemente devido a condigbes de stresslhseneas no ambiente de
vinificacao (Curtinet al, 2007).

1.2.Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos fazem parte de um grandsogiie substancias muito
importantes para a qualidade dos vinhos, pois di#eende a sua coloracdo, sabor,
adstringéncia ou amargor, assim como séo respdesa@kas diferencas entre vinhos
tintos e brancos (Macheit al, 1990; Jackson, 2000). O conteudo total em pdalifen
encontra-se entre 150 a 400 nigpara os vinhos brancos e 900 a 1400 Maa caso
dos vinhos tintos (Garcia-Rugt al, 2008).

Os polifendis presentes nos vinhos sdo 0s compgst@amente associados ao
efeito benéfico do consumo moderado de vinho. Eesesentam capacidade
bactericida, antioxidante assim como propriedadgesitéhminas e tém a capacidade de
proteger os consumidores de possiveis doenca®easdulares (Ribéreau-Gayenal,
2000Db).

Estas moléculas tém origem em diferentes partesudas e sdo extraidas
durante o processamento do vinho. Existem trésefmtgue influenciam a presenca de
compostos fendlicos no vinho: a transformacédo distsato previamente presente na
uva que pode ser enzimatica; a atividade microbiEnalgumas leveduras que podem

converter substancias néo fendélicas em compostésides; e por fim o contacto com a
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madeira das barricas onde os fendis podem sergasigamente eluidos da madeira
alterando assim a composicéo inicial em composnélitos presente no vinho, bem
como as suas propriedades organoléticas (Maeheik1990; Jackson, 2000).

O conteudo fenodlico dos vinhos esta dependenteifdesickes caracteristicas
como a variedade da uva, o seu grau de maturag¢écalpsolo e condi¢cdes ambientais
em que a uva se desenvolve. Esta também condiciqrelds técnicas de vinificagéo,
assim como pelos meétodos de envelhecimento dossinh

Durante o processamento do vinho ha parametropogem ter influéncia na
extracdo dos compostos fendlicos, em particulaeasagem, o tempo e temperatura de
maceracado e o teor em etanol. Devido a todos &dtaes 0 conteddo em compostos
fendlicos é muito variavel de vinho para vinho, r@acdo aos seus outros constituintes
(Macheixet al,1990; Jackson, 2000).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dmsdes grupos, 0s nao-
flavonoides que incluem os &cidos fendlicos, alkeid alcoois; e os flavondides que
compreendem as antocianinas, flavonéis e flavdiMasheix et al, 1990).

A maioria dos nao-flavondides possui um ou maigpagsuhidroxilo e metoxi
diretamente ligados a um anel benzdico. Os aldefeondlicos tém uma estrutura
semelhante aos acidos fendlicos e sdo originadtzs gegradacdo da lenhina das
madeiras usadas para as barricas durante as etsa®nvelhecimento ou

armazenamento (Jackson, 2000).
1.2.1. Acidos fenolicos

Os acidos fendlicos provém de diferentes partasvelee sdo extraidos durante a
maceracado no processamento do vinho. Os dois reaatgrupos de acidos fendlicos
sdo os acidos hidroxibenzoicos e os acidos hidr@éigicos, 0sS quais se encontram
presentes em concentracées na ordem de 100-200*ragilvinhos tintos e 10-20 mg
L"* em vinhos brancos (Ribéreau-Gayairal.,2000b).

Os acidos hidroxibenzdéicos apresentam uma estraturapo G-C; derivada
diretamente do acido benzoéico (Machaik al., 1990). A substituicdo do anel de
benzeno é responsavel pelas diferencas existemties es acidos que tém sido

identificados no vinho (Figura 2).
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Varios acidos hidroxicindmicos de estruturgG3, tém sido identificados em
vinhos e uvas onde aparecem principalmente sobrefoombinada, esterificados com
acucares ou acidos organicos, principalmente codeidarico (Figura 2). Os ésteres
tartaricos de acidos hidroxicinamicos (acido caftarcoutarico e fertarico) podem ser
hidrolisados na presenca de pectinas metil esterdaedo origem aos acidos cafeico,

p-cumarico e ferrdlico (Boultoret al, 1996; Jackson, 2000; Ribéreau-Gayatnal,
2000b).

COOH =2 COOH
=4 ‘ NN
=1 = R Z 2
=2 R

Benzoic acids R’ R’ R' R® Cinnamic acids

p-Hydroxvbenzoic acid H H OH H p-Coumaric acid
Protocatechuic acid H OH OH H Caffeic acad
Vanllic acid H OCH; OH H Ferulic acid

Gallic acid H OH OH OH

Syringie acid H OCH; OH OCH; Sinapic acid

Figura 2 — Acidos fendlicos presentes nas uvas esngnhos (adaptado de
Ribéreau-Gayonet al.,2000)

Organoleticamente, os acidos fendlicos ndao aprasenenhum sabor ou odor
em particular, no entanto apresentam-se como @E@®&s para a formacédo de fendis

volateis (vinilfendis e etilfendis) que afetam éoartente a qualidade sensorial do vinho.
1.3.Mecanismo de producéo de volateis p&@rettanomyces

Geralmente a detecdo dos aromas produzidoBmmtanomyce®corre durante
a maturacdo dos vinhos em barricas de madeira (Gedal., 2008). Na producdo
destes aromas, esté envolvida a acao de duas snasnguais atuam a partir dos acidos
hidroxicindmicos (p-cumarico, ferrdlico ou caféicapmo substratos. A enzima
hidroxicinamato descarboxilase primeiro transforosa acidos hidroxicinamicos em
hidroxiestirenos, ou vinilfendis (Edliet al., 1998), que serdo posteriormente reduzidos
a derivados etil pela enzima vinilfenol reductasedpzindo assim os etilfendis (Figura

3) (Diaset al.,2003). O acido p-cumarico e ferrulico sdo descalédos a 4-vinilfenol
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e 4-vinilguaiacol pela enzima hidroxicinamato deSoazilase e em seguida estes
compostos sao reduzidos a 4-etilfenol e 4-etilguohipor acdo da enzima vinilfenol
reductase (Suaret al, 2007).

Existem algumas espécies de bactérias capazes geadde os acidos
hidroxicindmicos por uma via metabdlica diferenksta via alternativa foi pela
primeira vez descrita por Whitinh e Carr (1959)agste igualmente numa reacdo de
dois passos. O primeiro passo € a reducao do hAmdaxicinamico por acdo da enzima
acido fendlico reductase, e sendo o segundo pasaaencdo de descarboxilacdo que
transforma o &cido fendlico previamente reduzidoetiffenois. A principal diferenca
entre as duas vias € o tipo de compostos intermesligroduzidos (Curiedt al, 2010;
Coutoet al.,2006). Esta ultima via ndo leva a producéo defeimidis como compostos
intermediarios, mas sim a producao de acidos feagipnicos, que podem depois ser
descarboxilados aos correspondentes etilfendisdlcairal, 2010).

Ambas as vias metabdlicas coexistem em algunsorg@nismos. Por exemplo,
algumas bactérias do acido lactico sdo capazesindetizar etilfenois através da
primeira via e sdo também capazes de produzi-llasvie alternativa (Barthelmeket
al., 2000; Buronet al., 2012). Neste sentido, nestes microrganismos, pagriste
competicdo entre as duas vias, e a producédo désfealdteis pela primeira, ou pela
segunda ou até por ambas depende da concentragidbdo acido hidroxicindmico ou
da mistura deles (Curiet al, 2010; Caviret al, 1997).

Existem outras espécies de leveduras capazes wgrredicido p-cumarico a 4-
vinilfenol, no entanto apen& bruxellensigem a capacidade de reduzir o composto 4-
vinilfenol em compostos aromaticos, 4-etilfenol aletilguaiacol em grandes
quantidades (Chatonnet al., 1995).

A enzima responsavel pela descarboxilagdo enceatfaesente num elevado
namero de bactérias, fungos, e outras levedurasntamto a enzima responsavel pelo
segundo passo, a reducgdo, encontra-se apenastpressnespécieBrettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces anomala, Pichia gutlendii, Candida versatilis,
Candida halophilae Candida mannitofacien&hatonnetet al.,1995; Chatonnett al.,
1997; Diaset al.,2003; Edlinet al, 1995).

Inicialmente pensava-se que a presenca de fenl@igeionos vinhos era devida

a presenca de bactérias do acido lactico, e nmtentlas sdo mesmo capazes de
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produzirem quantidades significativas de vinilfen@nas em contexto enolégico apenas
produzem pequenas quantidades (Suarez e Suarez-R6p&). Outras leveduras
presentes nos vinhos, corBaccharomyces cerevisiae, Pichia spp., Torulasgprae
Zygosaccharomyces spgpresentam também a capacidade de produziremiltenal
mas néo de reduzir este composto a 4-etilfenols(&ial.,2003).

Vinhos contaminados pd@rettanomycesalém do caracter fendlico, que confere
aromas desagradaveis, podem também apresentaralonacéo indesejada, que pode
resultar da atividade glicosidica ou da formacdo c@mplexos vinilfenol-

piranoantocianinas (Oelofge¢ al.,2008).

OH

OH o, OH

R j . R
e A g P

CH CH

il Il

reduzida oxidada CH,
CH CH,

; N\ CHy
L o

cinamato descarboxilase vinil-fenol redutase

--> Acido p-cUmArico --------— > 4-vinil-fenol > 4-etil-fenol

R=H
R=0OCH3 -->Acido ferillico ~ --—---—n- > 4-vinil guaiacol > 4-etil-guaiacol

Figura 3 - Mecanismo de formacéo de etilfenodis pddekkera/Brettanomyces
(adaptado de Chatonnett al.,1992)

A concentracdo dos compostos 4-etilfenol e 4-ailgol que afetam
negativamente o aronu® vinho é de 0,62 mg'Le 0,14 mg [* com limiar de percecao
de 426pg L™ (para uma mistura de 4-etilfenol e 4-etilguaiacalpnoporgéo 10:1 em
vinhos tintos) (Chatonnedt al., 1992). O 4-etilfenol e o 4-etilguaiacol estdo prees
nos vinhos em concentracdes e racios variaveigndiemdo da variedade de uva usada
na elaboracao e do tipo de vinho. Em média, elaseapm numa proporcao de 10 para
1 respetivamente, o que corresponde aproximadamanteacio dos respetivos

precursores, acido p-cumarico e acido ferrulicoatGhnetet al., 1992; Romanet al.,
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2008).

Estudos recentes demonstram gBe bruxellensispode ndo ser o Unico
organismo responsavel pela producdo de 4-etilferbktilguaiacol e que nem todas as
estirpes desta espécie tém a capacidade de progkies compostos. Um estudo
demonstrou que 20% das estirpesBdettanomycesao produtoras de fendis volateis
(Conternoet al., 2006). Outros organismos corhactobacillus brevise Pediococcus
pentosaceugparecem ter a capacidade de descarboxilar o geicleamarico em 4-
vinilfenol, mas poucas espéciesBrettanomycese Lactobacillus plantarum- séo
capazes de produzir etilfendis (Chatoretedl, 1995). Num estudo realizado por Couto
et al (2006), verificou-se que 37% das bactérias ddodéctico testadas foram capazes
de produzir fendis volateis (apesar de que apefagp@duziram 4-etilfenol como
produto final).

O que diferenciaBrettanomycesdos outros organismos €é a producdo
relativamente elevada de etilfendis. Por exempichia gulliermondii é capaz de
converter o acido p-cumarico em 4-etilfenol em sud® uva, em equipamentos
enoldgicos, mas em vinhos a conversdo € muito iga(Piaset al, 2003) tornando a
leveduraDekkera/Brettanomyces principal responsavel pelo aparecimento do t&rac

fendlico em vinhos (Baratt al.,2006; Vigentiniet al.,2008).

7

A formacgéo do “caracter Brett” € influenciada pektirpe, pelo pH do vinho,
pela gquantidade de nutrientes presentes no mogieloeestado de contaminacéo da
adega e equipamentos (Romaa@l.,2008). A quantidade de azoto fermentavel € mais
importante do que a quantidade de acguUcares resigaea a limitacdo da producéo de
aromas desagradaveis (Conteetoal, 2007). O acido p-cumarico parece induzir a
producdo de aromas desagradaveis mais do que qutecsrsores como 0 acido
ferrdlico, no entanto este efeito varia consoan&stirpe em questdo (Harret al,
2009).

1.4.Presenca de Brettanomyces vinho

B. bruxellensispode-se encontrar presente em qualquer uma das fies
vinificacdo, no entanto devido a elevada tolerarcigiveis de etanoB¢ettanomyces
pode tolerar entre 14,0 a 14,5% (v/v) de etanolarhos tintos [Loureiro e Malfeito-
Ferreira, 2003]) e a baixos niveis de agucares,dmeno devido ao facto das barricas de
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madeiras poderem ser uma fonte de contaminacdajstfraquentemente associada ao
envelhecimento dos vinhos, fermentagfes alcodlpaadas ou lentas e também a

fermentacdo malolatig®iaset al.,2003; Renouét al, 2006).

Devido a producdo de acido acéticBrettanomycespode desacelerar o
crescimento de outras leveduras de que € exenlpleduraSaccharomyce@Jscanga
et al.,2003).

Os vinhos tintos sdo particularmente sensiveisfecdes por esta levedura
devido ao facto de apresentarem baixa acidez, wdose mais elevados de acidos
fendlicos (precursores) e por normalmente sereralbagidos em madeira.

As variedades d&/itis vinifera tintas com teor mais elevado de precursores
fendlicos sdo as mais suscetiveis a posterior conégdo dos vinhos por
BrettanomycesPor outro lado, as variedades de uvas com baiodm compostos
fendlicos apresentam, geralmente, niveis de acidonparico mais baixos, levando a
que a levedura tenha menos substrato para a pmdisd-etilfenol (Wedraét al.,
2010).

O crescimento lento dB. bruxellensisleva a que vinhos envelhecidos em
madeira por longos periodos de tempo se tornem suasetiveis a sua influéncia
(Suérezet al., 2007). Vinhos tintos de alta qualidade sdo, gexatm envelhecidos em
barricas de madeira por longos periodos de tenipearedo-se assim o risco de serem
contaminados pdBrettanomycesa qual pode ser encontrada até uma profundidae de
milimetros na madeira (Malfeito-Ferreira, 2005).

Caso a barrica de madeira seja infetada por estduea, ndo é possivel
elimina-la apenas pela lavagem ou por outras tasrsitnples de limpeza, tendo, assim,
de ser tomadas precaucdes para que 0 seu creszisegamtminimizado (Garde-Cerdan
et al.,2008).

A fermentacdo malolatica é considerada outro perétlgrande vulnerabilidade
devido ao facto de estar associada a baixos ndeigdioxido de enxofre livre na
presenca de acucares residuais (Oeletffsd, 2008).

Brettanomycest mais frequentemente isolada em vinhos tintosqu® em
vinhos brancos. A perda de viabilidade, e consdquedo proliferacdo de vinhos
brancos deve-se essencialmente a eficiéncia diddidle enxofre em condi¢gbes de pH

baixo (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003) e tambéamfacto das variedades de uvas
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usadas para a elaboracdo de vinhos brancos aresenmhenores teores de precursores
fendlicos (Chatonnedt al.,1992).

O principal fator que afeta as propriedades seaisado vinho contaminado por
B. bruxellensi® a producédo dos compostos 4-etilfenol e 4-etibpadi(Vigentiniet al.,
2008).

Foram isoladas estirpes Beettanomycesa maioria das regides produtoras de
vinhos (Conternet al.,2006). Um estudo Portugués que consistiu na pesguanalise
de fenois volateis em vinhos provenientes de ditesepartes do mundo concluiu que
25% dos vinhos tintos analisados continham o cotopésetilfenol em niveis mais
elevados que o limite de 620 iacima do qual o vinho é normalmente rejeitado pelos
consumidores (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).mesmo estudo mostrou que a
presenca de fenois volateis relacionados com aconacao poBrettanomyce® um
problema em diferentes paises. Um outro estudizadal em vinhos da Borgonha
feitos a partir da casRinot Noir demonstrou que estas leveduras estavam presemtes e
50% dos vinhos em maturacdo e em 25% dos vinhesgarrafados (Gerbatet al.
2000).

Diferentes autores chegaram a concluséo de quetoomdo crescimento de
Brettanomyceg o maior desafio microbiolégico na producdo modete vinhos, ja que
0 seu crescimento indesejado provoca graves pemtasmicas (Boultoet al 1996;

Fugelsang,1997).
1.5.Controlo da producéo de aromas fendlicos

O endlogo tem ao seu dispor uma série de medifiasde prevenir a atividade
e contaminacgdo dos vinhos. Estas medidas compmeendso de agentes inibitorios ou
letais, como tratamentos quimicos ou tratamento®mi¢és. Outras técnicas como
clarificacdo ou filtracdo, embora ndo tenham efédtiml, servem para diminuir ou
eliminar a presenca de possiveis microrganismotagonantes. Todas estas medidas
devem ser acompanhadas por rigorosos processosnpezé, a fim de prevenir a
colonizacdo das superficies da adega bem comoedssegjuipamentos. Além disso ha
que ter em conta que o proprio vinho ndo apresentaambiente favoravel ao

crescimento microbiolégico (Malfeito-Ferreira, 2011
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As caracteristicas intrinsecas de cada vinho metam a eficiéncia das
medidas de controlo aplicadas. Por exemplo, umovictm baixo teor em nutrientes
torna-se menos suscetivel de ser alvo de contaf@sagssim como o elevado teor em
etanol aumenta a sua robustez (Malfeito-Ferreidd,12 Com efeito oposto, pode ser
adicionado oxigénio para promover o0 envelhecimedé vinhos, o0 que € um
procedimento que pode estimular o crescimento kxieas. Além disso, um grande
obstaculo enfrentado pela industria de vinhos @@essidade de diminuir o uso de
diéxido de enxofre, devido a sua associacao aiateegn humanos. Este composto esta
sujeito a um rigoroso controlo do limite legal.

Devido ao facto da levedur8. bruxellensisser o principal organismo
responsavel pela contaminacdo em garrafa, muifosces tém sido concentrados na
aplicacdo de medidas de controlo e minimizacaosdas efeitos (Renowt al., 2007).

As medidas de controlo tém de ser aplicadas emadidha de producéo, desde a vinha
até ao engarrafamento. Estas medidas centram-s@ntrolo da presenca e crescimento
deB. bruxellensidsem como no controlo da presenca de precursorasagaoducao de

aromas fendlicos no produto final.
1.5.1. Higienizacao

B. bruxellensispode ser encontrada quer em uvas, quer nos egempasnda
adega, pelo que o primeiro passo para a sua p@veonsiste na aplicacdo de medidas
de higienizacao. A eficiéncia da higienizagdo dem¥ea partir de materiais como 0 ago
inoxidavel, betéo, plastico e borracha, devido mmento da rugosidade da superficie.
A superficie mais dificil, ou praticamente imposgside higienizar corretamente é a
madeira usada para a maturacdo dos vinhos. Naceigdlo moderna, barricas de
carvalho, que sado amplamente utilizados, espeamémpara vinhos tintos de alta
qualidade, representam a principal dificuldade revgn¢cao da contaminacdo do vinho
por B. bruxellensisOs tratamentos mais comuns usam agua quentepsslde didxido
de enxofre, e ozono como agentes de limpeza efdedm No entanto, a sua eficiéncia
€ muito limitada, devido a natureza porosa da mad@i contaminacdo das camadas
exteriores da madeira pode ser significativameathizida, no entanto, as camadas
interiores constituem um problema pois podem vaddtaser fonte de contaminacéo

mesmo depois de procedimentos de limpeza e dedmfeaureanet al.,2004).
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Deve ser evitado o uso de agentes de limpeza guiend@am cloro na sua
constituicdo de forma a prevenir a formacéo de amgs tricloroanisois, responsaveis

pelo "gosto a rolha".
1.5.2. Tratamentos quimicos
1.5.2.1.Diéxido de enxofre

O método de controlo do crescimento microbiano refdsiz € a manutencdo de
niveis adequados de dioxido de enxofre. Em vinbstg agente esta presente quer na
forma livre quer na forma combinada, sendo a suadaativa a forma molecula®
diéxido de enxofre ndo pode ser adicionado contiraumde, pois esta sujeito a limites
méaximos legais. Na Unido Europeia, estes limitesadéibuidos em funcéo do tipo de
vinho (Loureiro e Malfeito-Ferreira 2003), ja nobA o nivel maximo permitido de
sulfito total é de 350 mgt.(Fugelsang e Edwards, 2007).

Apés a adigdo, uma fracdo do sulfito € combinadaresequentemente perde
atividade antimicrobiana dai que todas as condigdedevam a combinacg&o do sulfito
devam ser minimizadas. A taxa de combinacéo padeéesB0% ou mais da quantidade
adicionada, portanto as adi¢cdes devem ser cona®lpdla medicdo do sulfito apds o
tratamento. A utilizacdo de doses elevadas de dhidate enxofre antes da fermentacao
pode aumentar a producéo de acetaldeido por leagérnrmentativas.

Para impedir o crescimento microbiano, os niveisddixido de enxofre
aconselhados s&o de 0,5-0,8 my (Eugelsang e Edwards, 2007), mas ha que ter em
conta que diferentes leveduras apresentam difereasesténcias a este agente além de
que populacdes em crescimento sédo mais resist®aes prevenir a proliferacéo Be
bruxellensis,é necessario 1 mg'Lde diéxido de enxofre molecular (Barattal.,
2008a).Brettanomycegpode entrar num estado viavel mas néo cultiviepos da
exposicao ao diéxido de enxofre, o que pode fazer que esta esteja presente mesmo
depois da diminuicdo da concentracdo de dioxiderd®fre livre (Umiker e Edwards,
2007). O nivel de diéxido de enxofre deve ser ndargi uma concentragdo de 30 nig L
! durante todo o processo de vinificacdo; no entaat@ficiéncia deste método é

reduzida em vinhos com valores de pH mais §Basataet al.,2008).
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1.5.2.2.Dicarbonato dimetilico (DMDC)

O uso do agente quimico, dicarbonato dimetilico @M foi recentemente
aprovado na UE na concentracdo méaxima de 200 TgoLengarrafamento de vinhos
com mais de 5 g L de aclcar residual. Nos EUA, pode ser utilizadcante o
armazenamento em quantidades regulares, até ad méwdmo de 200 mg L
(Fugelsang e Edwards, 2007). Este composto ingtiva a levedurd. bruxellensis
quer outras leveduras que podem iniciar a refermgéot em garrafa (Oelofsd al,
2008) e é usado atualmente na preservacdo de viumsainda contém aculcares

residuais (> 5g &) ou vinhos que n&o foram filtrados.

A sua eficiéncia depende da contaminagao microbiao@l. A suscetibilidade
das leveduras a acéo deste quimico € variavel (Ea@udigh, 1980; Coskt al.,2008).
As bactérias apresentam resisténcia mais elevadpiel@s leveduras e por isso este
conservante ndo deve ser considerado como um agstetdizante, quando utilizado
sozinho (Costeet al., 2008). Portanto, o DMDC deve ser usado rotineirden@&m
conjunto com dioxido de enxofre durante o engamafsto ou armazenamento. A sua
atividade conjunta depende de uma homogeneizagipada, o que é conseguido por
um aparelho de dosagem dispendioso. Outro fatoremesr precaucdes € a toxicidade

deste composto para os humanos (Fugelsang e Eq\R8015.
1.5.3. Acidos Orgéanicos

O uso de uvas com elevado teor de acidos ou erdgéic@ de acidos organicos
durante o processamento do vinho podem fazer com qucrescimento de

Brettanomyceseja diminuido (Oelofset al, 2009).
1.5.4. Oxigénio

A maioria das leveduras de deterioracdo sdo mianisgnos anaerobios
facultativos e sdo estimulados por pequenas quatgsdde oxigénio. O efeito do ar em
contacto com o vinho é bem conhecido. Se as cubdsaoicas ndo forem isoladas
totalmente (de modo a ndo haver qualquer contaotn oxigénio), dar-se-a o
desenvolvimento de uma pelicula microbiana na $iggerdo vinho, assim como o

desenvolvimento de um odor oxidado devido a format# acetaldeido. No entanto,
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baixas quantidades de oxigénio sdo necessarios @ammaturacdo do vinho,
especialmente no caso de vinhos tintos. Portantgestdo adequada de todas as
operacdes de introducdo de oxigénio no vinho € ssace para minimizar a
deterioracdo através do crescimento de leveduraduiMas de engarrafamento
inadequadas podem introduzir oxigénio no vinho safgdo, o que estimula o
crescimento de leveduras (Malfeito-Ferretal., 1990).

Em barricas de carvalho, o oxigénio difunde-séodma continua até 30 mg'L
ano® através da madeira (Ribéreau-Gayen al., 2006), facto que estimula o

crescimento d8&. bruxellensigMalfeito-Ferreiraet al.,2001; du Toiet al.,2006).

A concentragdo de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol @nhus tintos esta relacionada
positivamente com a quantidade de oxigénio disdolve negativamente com a

humidade da adega (Rayne e Eggers, 2008).
1.5.5. Filtracao, clarificagéo e centrifugacao

Procedimentos como clarificagdo, sedimentacdo auriteyacdo levam a
reducdo do material em suspensao, incluindo miarosgnos. O uso de agentes
clarificantes € geralmente dirigido para o melhaam das caracteristicas
organoléticas do vinho através da remocdo de ngansmos. A técnica de filtracao
por terra de diatomaceas é feita atualmente dumetevelhecimento do vinho o que
reduz drasticamente o numero da populagdo micrabianfiltracdo pode reduzir a
populacdo de bactérias e leveduras, no entantauea® em estado viavel mas nao
cultivavel apresentam dimensées menores e podersampadraves de filtro de
membranas de 0,45 pum de porosidade (Millet e Lamwraunel, 2000). Caso se
verifiqgue esta situacdo devem ser aplicados niveis elevados de tratamento com
efeito estabilizante. Os processos de filtracadagficacdo sédo tidos como processos
indesejaveis na vinificacdo de vinhos de maior idade apesar de apresentarem a
capacidade de reduzir os niveisBtettanomycegArvik e Henick-Kling, 2002). Uma
higienizacédo rigorosa é importante depois de ultragéo estéril ou pasteurizacéo a fim
de evitar contaminacfes diretas, ou contaminacfezadas. A correta gestdo das
operacdes de clarificacéo e filtragem favorece @mizacao da utilizacdo de produtos
guimicos ou tratamentos térmicos durante o armazent®. Quando o vinho esta
pronto para engarrafar, a filtracdo pré engarrafné o procedimento mais comum
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para atingir a "esterilizacéo". Podem ser usadesethites tipos de filtragem. Sendo que
0 objetivo final € a prevencdo do crescimento nhienoo em vinhos engarrafados
(Malfeito-Ferreira, 2010).

Alguns vinhos, particularmente tintos de elevadaliJade, ndo podem ser
submetidos a tratamentos de filtracdo ou pastefiizgor obedecerem a regras de
qualidade restritas; no entanto, nestes casog;esseria a aplicacdo de uma dose mais
elevada de conservantes para evitar o desenvoltomercrobiano no produto
engarrafado. Estes vinhos néo filtrados sdo os rnaguentemente afetados pelo
caracter “Brett” conferindo o caracteristico odofsaor de cavalo” e também mais

suscetiveis a refermentacdo em garrafa (Malfeitoekra, 2011).

1.5.6. Tratamentos térmicos

Os microrganismos presentes no vinho sdo sensdeeisalor e temperaturas
relativamente amenas séo suficientes para gaeagsterilizacdo do produto (Devéze e
Ribéreau-Gayon, 1977; Bara& al., 2008b). Ao contrario de outras industrias de
bebidas (cerveja, sumos ou refrigerantes), osniEtsos térmicos raramente sao usados
na industria do vinho. Os tratamentos térmicosqgabor devem ser incluidos entre as
opcdes atuais, principalmente para vinhos com acuiesidual. Geralmente os
produtores séo relutantes a aplicacdo de tratasértmicos, devido a alegados efeitos
nocivos na qualidade organolética do vinho bem comaosua longevidade. Varios
tratamentos térmicos podem ser aplicados no pracesso de vinhos com ou sem
qualquer efeito deliberado sobre os microrganismosermovinificagdo consiste no
aquecimento de uvas tintas esmagadas a fim de pevnaoseparacdo do sumo com
coloracao fortemente carregada para ser fermesgdanaceracao (Ribéreau-Gagn
al., 2006). Neste caso 0 objetivo é extrair 0s comgostrantes e nao destruir os
contaminantes microbioldgicos. No entanto, no aesdéeveduras de deterioracdo, esta
técnica é especialmente apropriada para o processatte uvas podres porque elimina
todos o0s microrganismos contaminantes e permiteneigiacoes essencialmente
dominadas pofS. cerevisiaeNa pasteurizacdo o vinho € aquecido e posteritane
arrefecido em placas e pode ser esterilizado fiagéo antes do engarrafamento a fim
de evitar a recontaminacdes. No engarrafamento emtgu o vinho é aquecido e

engarrafado a temperatura desejada, sendo ar@faodhmente apos este processo
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(Humbert, 1980). O armazenamento a baixas tempesatem caves naturalmente
arrefecidos ou sob refrigeragédo, pode atrasarstionento microbiano, no entanto nao
deve ser considerado um agente letal, pois a raa@ws microrganismos retoma o

crescimento assim que a temperatura voltar a aament
1.6.Detecéo da presenca de Brettanomyces

A auséncia deB. bruxellensisdeve ser verificada regularmente durante o
armazenamento, pois apenas a presenca de umawéugdbpor garrafa pode estragar o
produto caso tenha tempo suficiente para o seuigresto (Baratat al.,2008a, b).

Regra geral, a dete¢cdo de leveduras, bem como eostiagem, é baseada no
crescimento em placas com meio de cultura adegriadamostragem € efetuada depois
da filtracdo por membrana de amostras de vinhosréim et al.,2004). Para a detecéo
de leveduras de deterioracdo, tém sido desenvalviggos seletivos e/ou diferenciais.
Os métodos classicos de microbiologia, como cultwracaracteristicas morfologicas
ndo sao suficientes por si s6 para a identificalgierettanomycespp., dai que tenham
de ser combinados com outras técnicas como mig@scliuorescente, PCR,
cromatografia de gas, espectroscopia de massaatiseasensorial com painel treinado
(Suérezt al.,2007).Brettanomyces bruxellensésuma levedura dificil de isolar a partir
de fontes contaminadas, devido a baixa taxa deioresto. Assim, o uso de meios de
cultura seletivos e longos periodos de incubacaoeséenciais para sua recuperacao.
Sendo ja isolada a partir de uvas (Guerzoni e Miicli987; Renouf e Lonvaud-Funel,
2007), equipamentos e ambiente em adegas (Catral, 2002). E dominante em
vinhos tintos engarrafados, como produtora deeetis devido a sua capacidade de
permanecer viavel por longos periodos de tempo dmno pela aptiddo em proliferar
quando as condi¢cdes de stress diminuem (Reebalf., 2007). A detecdo ocasional
destas leveduras em vinhos espumantes pode datdaomada com a sua resisténcia ao
diéxido de carbono. No entanto, raramente € isotagartir de vinhos brancos, que
induzem a morte celular na gama normal de etatibzagdo de didéxido de enxofre e
valores de pH acidos (Barag al., 2008a).B. bruxellensigpode ser encontrada em
qualquer fase de producéo de vinhos, e pode tarpeémanecer em estado viavel mas
nao cultivavel ou em estado dormente, em vinhos, Ipogos periodos de tempo.
Células que ndo sdo cultivaveis por meios convea@opodem ter a capacidade de
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reviver e resumir 0 seu crescimento (Arvik e Herlidikg, 2002). Outro aspeto Unico
desta levedura é que ela é capaz de produzir actearBrett” caracteristico mesmo
quando a densidade celular é baixa, 0 que torredeg@b fisica muito dificil, devido a
baixa taxa de crescimento e ao baixo numero ddasélirvik et al., 2002). Os
metabolitos volateis podem estar presentes mesrandqua presenca das células da
levedura sdo indetetaveis ou minimamente detetaveis

Alguns marcadores quimicos podem ser utilizadoa paynitorizar a atividade
de leveduras de uma forma rapida e facil. A presetegBrettanomycegode ser
detetada desde cedo direta ou indiretamente atdavésalise dos seus metabolitos. A
determinacao direta de microrganismos compreendiizacdo de técnicas de cultura,
para isso tém sido desenvolvidos meio seletivas diferenciais e reacédo da polimerase
em cadeia (PCR). Recentemente tém sido desenvseltédaicas de hibridacao situ,
usando a cadeia peptidica dos acidos nucleicos.

Couto et al (2005) desenvolveram um método de detecdo baseado
crescimento em meio de cultura liquido, bastantsigel e simples de ser usado em
adegas. Depois da inoculacdo com vinho, o0 meio @tarzado através de inspecéo
visual da turbidez bem como por analises olfatp@sodicas. Os vinhos contaminados
por Brettanomycesdesenvolvem uma visivel turbidez e bem como o ar@amd4-
etilfenol, facilmente detetado pelo odor. Em casesitpvo, 0 tempo que leva até ao

aparecimento de resultados permite ter uma iderdwi de contaminacao.

A realizagdo deste trabalho teve como objetivoactarizar a converséo
metabodlica de diferentes precursores de fendistaisldacido p-cumarico, acido
florético e vinilfenol) poBrettanomyces/Dekkeraespecialmente no que respeita a

producao de 4-etilfenol.
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2. Material e Métodos
2.1.Estirpes de levedura usadas

As leveduras usadas neste estudo folekkera bruxellensifYCC 4801,
Dekkera anomalaPYCC 5153, ambas obtidas do Instituto GulbenkieanGiéncia,
Oeiras, Portugal. Foram também utilizadas as leesddekkera/Brettanomyces, 2,
22, 26, 30, 32 e 33 isoladas de vinhos na Escoteerifu de Biotecnologia, Porto,
Portugal.

2.2. Preparacédo do meio de cultura

O meio de cultura usado em todas as experiéncia¥M Difco™ (Detroit,
USA), contendo 3,0 g'tde extrato de levedura, 3,0 g He extrato de malte, 5,0 'L
de peptona e 10,0 g'lde dextrose, com pH final de 6,2 +0,2.

A esterilizacdo do meio foi efetuada em frascdw8cMainz, Alemanha) numa
autoclave a temperatura de 121°C durante 15 miruti@nsferido, em ambiente estéril,
para tubos de plastico estéreis para a inoculagsitededuras.

O meio YM sdlido foi usado para as culturas empantendo sido preparado
com 2,1g de Difc8" YM Broth suplementado com 2,0% de agar (Liofilchem
Diagnostici, Roseto degli Abruzzi, Italia) em 100dhe agua desionizada e esterilizado

a 121°C durante 15 minutos.

Todos os reagentes foram pesados numa balanc#icanaligital (Mettler
PM2000, Vernon Hills, USA).

2.3. Condicdes de crescimento

Todas as estirpes foram inoculadas em aproximauani® ml de meio YM
Difco™ em tubos de plastico estéreis e incubadas a 30fénté 2-3 dias. Estas
culturas foram usadas para a realizacdo das erp@sé e foram regularmente
recultivadas em meio fresco. Foram também preparadéuras-stock, em rampas, em
meio estéril YM Difcd" suplementado com agar a 2%, foram incubadas a@0%dte
dois dias e posteriormente guardadas a 3°C narifitm
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2.4. Preparacao das solugdes de acidos fendlicataesolucdo de 4-vinilfenol

As solugdes-stock dos acidos p-cumarico, floréti2zdnidroxicinamico e 3-
hidroxicinamico (Sigma, Steinheim, Alemanha), camaentracao final de 10g*lcom
50% (v/v) de etanol foram preparadas atraves daldisdo de 100 mg de pé do acido
numa solucdo de 10 ml (50:50 agua desionizadaipt#9®,5% de pureza, AGA,
Lisboa, Portugal). As solu¢bes foram filtradas cfiltnos estéreis de membrana de
acetato de celulose de 30 mm e porosidade de OW%Qrange Scientific, Alleud,

Bélgica) e armazenadas num congelador a -20°C.

A solucdo-stock de vinilfenol (10% diluido em pitepo glicol, SAFC (St
Louis, EUA) com concentracéo final de 10 § &m 100% etanol foi preparada através
da dissolucdo de 1g numa solucéo de 10 ml de e@@@&% de pureza, AGA, Lisboa,
Portugal). A solucéo foi filtrada com filtro estédie membrana de acetato de celulose
de 30mm e porosidade de 0,45 pum (Orange Scien#lleud, Bélgica) e foi

armazenada num congelador a aproximadamente -20°C.

2.5.Influencia do &cido p-cumarico e acido florétic no crescimento de

D.bruxellensise D. anomala

A fim de se verificar uma possivel interferéncia orescimento deD.
bruxellensisPYCC 4801 foi conduzida uma experiencia com coinagdes crescentes
de acido p-cumarico e acido florético.

Foram pipetados 10 ml de meio YM para 12 tubosgidi® estéreis com tampa.
Diferentes concentragdes de acido p-cumarico eo&tadético foram adicionadas em
triplicado aos tubos, tendo em atencéo o ajust paoncentracao de etanol, tal como
apresentado na Tabela 4. Finalmente, 100 (D.deruxellensisfoi adicionada a cada
tubo e incubados a 30° C durante 5 dias. A densidéida (660nm) das solucdes foi
verificada uma vez por dia recorrendo ao uso deespectrometro (Nicolet Evolution
100, Thermo Electron Corporation; Cambridge, Reidonido). Foram efetuadas
diluicdes com &gua desionizada a fim de minimizadesvios de linearidade a lei de
Beer-Lambert.

A mesma experiéncia foi realizada com a estypanomalaPYCC 5153.
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Tabela 4— Concentracdes de acidos e solu¢ao 50% (v/v)étgunal.

Acidos Solucédo 50% (v/v) agua/etanol
(mg LY (mg L™
AC ou (AF) 100 100 400
AC ou (AF) s 250 250
AC ou (AF)s00 500 0
Controlo - 500

2.6.Verificacdo da producdo de 4-etilfenol partindo de diferentes

precursores

Foram conduzidas experiéncias em meio YM suplesentom 500 pl dos
acidos p-cumarico, &cido florético e vinilfenol @511 de levedura.

O ensaio suplementado com acido p-cumarico, camaupsor para a producao
de fendis volateis teve como objetivo verificartgdas as estirpes de levedura usadas
eram capazes de converter o acido p-cumarico etitfehel.

A adicao de acido florético foi efetuada a fimvaeificar a possivel producéo de
4-etilfenol a partir da descarboxilacado do acidodiico.

A fim de se verificar o funcionamento da enzimailfenol reductase, foi
também feito um ensaio usando o percursor vinilfe@oprocedimento seguido foi o
mesmo para todos os diferentes precursores medosna

Depois das leveduras terem atingido a fase deinresto exponencial (ao final
de 2-3 dias), 500 pl de cultura foram adicionado$08@ ml de meio liquido YM
previamente esterilizado, contendo 50 miyde cada &cido ou vinilfenol. As amostras
foram depois incubadas a 30° C durante 7 diascwe@s sem agitagao.

No inicio de cada experiéncia foram guardados xapadamente 5 ml para
posterior analise em HPLC. Ao final da experiérioram analisados os resultados em
CG e HPLC.

Estas experiéncias foram realizadas com as esbrparuxellensiPYCC 4801
D. anomalaPYCC 5153 éekkera/Brettanomyceks 2, 22, 26, 30, 32 e 33.
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2.7. Metabolismo dos acidos 2-hidroxicinamico e 3idroxicinamico

A fim de se verificar a especificidade da enzintkdxicinamato descarboxilase,
foi avaliada a capacidade de degradacdo do acididr@xicinamico e do acido 3-
hidroxicinamico. Foi também verificada a possivekiferéncia destes compostos no
metabolismo do acido p-cumarico. O procedimentouisieg foi 0 mesmo que o

mencionado anteriormente.

Esta experiéncia foi conduzida com a leveddrdruxellensisPYCC 4801 (50
mg LY. Segue a Tabela 1 exemplificativa das concergsacfe cada &cido, usadas

nesta experiéncia.

Tabela 1 — Concentracbes usadas no ensaio suplementado coatido 2-
hidroxicinamico, 3-hidroxicinamico e acido p-cuntériem meio de cultura YM com a
leveduraD. bruxellensiPYCC 4801 (50 mg t).

2HC (mg LY 3HC (mg L) AC (mg L™
Controlo AC - - 25
Db_2HC 25 - -
Db_3HC - 25 -
Db_2HC+AC 25 - 25
Db_3HC+AC - 25 25

2.8. Influépgia do &cido florético na producéo de-tilfenol a partir de acido
p-cumarico

A fim de se verificar a possivel interferénciar(geeticdo) entre o 4cido florético
(AF) e acido p-cumarico (AC) no funcionamento daziema hidroxicinamato
descarboxilase e consequente producdo de 4-etiligh&F) foi conduzida uma
experiéncia nos mesmos moldes das anteriormentetdes Segue a Tabela 2, em que
exemplifica as concentracdes usadas. Este ensamriduzido comD. bruxellensis
PYCC 4801 (50 mg ).

32



Caracterizacdo da conversdo metabdlica de acidosfddicos em fendis volateis por
Brettanomyces/Dekkera

Tabela 2 —Concentragfes de acido p-cumarico e acido flarétgadas na experiencia
em meio de cultura YM com a levedubabruxellensisPYCC 4801 (50 mg 1).

AF (mg L™ AC (mg L™
Controlo - 10
Db_AFRsoAC1o 50 10
Db_AF10)AC1o 100 10
Db_AF:50AC1o 250 10

2.9.Converséo do acido florético

A fim de se verificar se a enzima hidroxicinamdescarboxilase apresentava a
capacidade de metabolizar o acido florético e deegéicar em que metabolitos este foi
convertido, foi conduzido um ensaio com adicéo ideis crescentes de acido florético
nas mesmas condicdes dos anteriores. Segue a Tabem que exemplifica as
concentragdes usadas. Este ensaio foi conduzidoDcdiruxellensisPYCC 4801 (50

mg L.

Tabela 3- Concentra¢cfes usadas de acido florético na expza em meio de cultura
YM com a levedur®. bruxellensi®YCC 4801 (50 mg 1).

AF (mg L™)
Controlo -
Db_AF, 20
Db_AFs 50
Db_AF0 100

2.10. Analise Instrumental — GC-FID
2.10.1..Protocolo de extracéo

O procedimento para a analise dos etilfenféigdalizado segundo o protocolo

descrito por Bertrand (1981
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Foi preparada uma solucdo de 50:50 (v/v) de é&tilido:n-hexano (ambos da
Merck, Darmstadt, Alemanha) pela mistura de volumgesis de cada solvente. Foi
usada como padr&o interno uma solucéo de 3-oatanohk concentracéo de 447 mg L

em metanol.

As amostras foram centrifugadas a rotacdo de 3PQ@urante 10 minutos
(Centromix, Selecta, Barcelona, Espanha). 25 msalwrenadante foram transferidos
para um baldo volumétrico e diluidos com agua desada (50:50, v/v). Foram
acrescentados 50 pl da solucdo de padrdo interoctaBol. As amostras foram
sucessivamente extraidas com a mistura de étdliadiet n-hexano acima descrita.
Foram realizadas trés extragbes com adicdo de £ m e 2 ml da mistura dos
solventes de extracdo e de seguida foram cologaatagm periodo de 5Sminutos em
agitacao. A fase organica que permanecia no toonmla de separacao foi recolhida
ao longo das trés extracOes para frascos de “haeelse a fase inorgéanica foi deixada
no fundo. A solucéo de solvente foi adicionada ta efima fase inorganica para a
proxima extracdo. A fase organica de cada extrigaecolhida por meio de pipetas de
Pasteur e transferida para um vial de 1,50 ml easdradas a cerca um terco de volume
original sob uma corrente de azoto, até ter apragdamente 0,50 ml de volume de

amostra, pronta para a analise instrumental noatagrafo de gas CG-FID.
2.10.2.Condigbes GC-FID

ApoOs a extracdo as amostras foram analisadas pona@ografia Gasosa com
detetor de lonizacdo por Chama (CG-FID 5890A da leiitwackard). A coluna usada
foi do tipo FFAP (BP1), com dimensdes 50 m por Gv28 por 0,25 pum (SGE, Austin,
EUA). Foram injetados 2 pl de amostra num injetprezido a 250°C, com tempo de
splittess de 0,3 min e fluxo de splittess de 30mim/ O géas transportador foi o
hidrogénio, a um fluxo de 1 ml/min. A temperaturecial do forno foi de 40°C durante

1min, seguida de um aumento de 2 °C por minuta@&20 °C durante 20minutos.
2.11. Curvas de calibracéo

As curvas de calibracdo foram preparadas comedifes concentracfes de

fendis volateis numa mistura de 50:50 (v/v) de éietilico:n-hexano com 50 ul da

34



Caracterizacdo da conversdo metabdlica de acidosfddicos em fendis volateis por
Brettanomyces/Dekkera

solucdo de padrdo interno, 3-octanol (447 mbdm metanol). Os compostos, 4-
etilfenol (99% de pureza) e 4-etilguaiacol (98%pdeeza) foram obtidos da Aldrich

(Steinheim, Alemanha) e os compostos 4-vinilfedOP¢ diluido em propileno glicol) e

4-vinilguaiacol (98% de pureza) foram obtidos deFEASt Louis, EUA). As curvas de

calibracédo sdo apresentadas na figura 4.

250 ~

y=1,1137x+6,237
R?=0,9996

200 - y =1,6603x + 5,4401
R?=0,9993

Area composto/Area Padrio Interno

y = 1,9342x + 3,6065 # 4-etilguaiacol
R? =0,9993

m 4-etilfenol

100 - - .

4-vinilguaiacol
x 4-vinilfenol
50 -
R?=0,9997
0 T T T 1

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00

Concentragdo (mg L)
Figura 4 —Curvas de calibracéo para os compostos 4-etilgolaiketilfenol, 4-
vinilguaiacol e 4-vinilfenol obtidas em GC-FID.

Os tempos de retencdo médios foram de aproximadam25 min para o 3-
octanol, 63 min para 4-EG, 70 min para 4-EP, 71 paira 4-VG e 80 min para 4-VP
(Tabela 5).
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Tabela 5 —Tempo de retencdo para os fendis volateis e padtémo, 3-octanol
obtidos na calibragcdo em CG.

Composto Tempo de Retencdo médio (minutos)
Padréo Interno (3-octanol) 25,88
4-etilguaiacol 63,30
4-etilfenol 70,05
4-vinilguaicol 71,43
4-vinilfenol 80,29

2.12. Analise Instrumental — HPLC

A presencga residual do acido p-cumarico no meiacrdscimento e dos dois
possiveis intermediarios resultantes da descady@al ou reducdo foi determinada
através de um sistema de HPLC-DAD.

A anadlise foi realizada utilizando um cromatograBeckman Gold sistem
(Beckman Coulter, EUA), equipado com detetor dedao A coluna usada foi uma
coluna analitica Zorbax Eclipse XDB-C18 de dimess#® x 150 mm, com esferas de
5 micrometros de diametro, obtida da Agilent Tedbgies (Santa Clara, EUA). O
caudal utilizado foi de 1 mL/min. As condicdes ger@mcao utilizaram um gradiente de
0 min = 100% B; 2 min = 60% B; 28 min = 100% B (@ute 2 minutos).

Para o equipamento HPLC foram utilizadas duasfas®/eis diferentes. A fase
movel A consistia em 100% de acetonitrilo, obtidor pFisher Scientific
(Loughborough, Reino Unido) e 2% de acido trifllamético (98% de pureza) obtido a
partir de Sigma-Aldrich (Stenheim, Alemanha), afasdvel B, consistia em 95% agua
ultrapura, 5% de acetonitrilo e 0,2% de acidouofbacético. Ambas as fases foram
filtrados e submetidas a ultrassons durante 5 wénamites da sua utilizacao.

Todas as amostras foram microfiltradas antes ggda utilizando filtros de
seringa de 0,45 pm de porosidade (VWR Internatjdgdl). A identificacdo dos picos
foi baseada nos tempos de retencdo e na forma spestens. A quantificagdo foi

realizada em comparacao com os resultados obtigagiadas solu¢des-padrao.

Da mesma forma que se procedeu para o ensaio nBldei efetuado um
ensaio de calibragcdo para os compostos 4-VP, &tidético e acido p-cumaérico,
através da preparacao de duas solucbes-padréaorvesale calibragdo obtidas para os
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trés compostos mencionados e os tempos de retenédios obtidos na andlise por

HPLC estao representados na figura 5 e tabelgo@treamente.

Tabela 6 — Tempo de retencdo e comprimento de onda pardoo @@ absorvancia
maximo obtida na calibracdo em HPLC para os coropodtido p-cumarico, acido

florético e vinilfenol.

Compostos

Tempo de retencdo médio Comprimento de onda para

(min) absorvania maxima (nm)
Acido p-cumérico 14,4 317-320
Acido Florético 13,2 276-277
Vinilfenol 23,6 257
8000000 -
7000000 - y=117905x - 255490
R?=0,9918
6000000 -
5000000 -
4000000 - ¢ Ac. cumarico
m Ac. florético
3000000 + Vivilfenol
2000000 -
y=11179x + 1940,7
1000000 - R =0,9987
=10321x- 18162
0 18 R?=0,9967
7 T T T 1
ﬂ) 20 40 60 80
-1000000

Figura 5 - Curvas de calibracdo obtidas para os compostde gecumarico, acido

florético e vinilfenol.
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3. Resultados e discussao

3.1. Influencia do acido p-cumarico e acido florétio no crescimento deD.

bruxellensise D. anomala

Para verificar se os acidos p-cumarico e floréapoesentavam influéncia no
crescimento das estirped. bruxellensisPYCC 4801 eD. anomala PY 5153,
suplementou-se o meio de cultura YM com as conagdés de 100, 250 e 500 mg L
de ambos os acidos. As curvas de crescimento slegtdo representadas nas figuras 6
e’.

3,000 -
2,500 -
E 2,000 -
S == AC 100
8 1,500 -
= = AC 250
O 1,000 -
o AC 500
0,500 - /.
0,000 aP T T T 1 Controlo
0 50 100 150 200
Tempo (horas)
3,000 -
2,500 - —

E 2,000 -

S 4 a=t==AF 100

8 1,500 -

= == AF 250

Q 1,000 -

o AF 500
0,500 - === Controlo
0,000 * : : : .

0 50 100 150 200

Tempo (horas)

Figura 6 — Curva de crescimento pdba bruxellensiPYCC 4801 em meio YM com

concentracdes de 100, 250 e 500 rifglke acido p-cumarico e Acido florético.

Pode-se verificar que a presenca do acido p-caméeve influéncia no
crescimento déD. bruxellensisafetando, principalmente, a biomassa final obtda.

acido florético teve pouca influéncia no crescimeaéD. bruxellensisno entanto para
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as concentracbes de 250 e 500 mi§ \erificou-se um crescimento mendp.
bruxellensismostrou-se mais resistente & presenca do acidétifie. O &cido p-
cumarico teve um efeito ligeiramente inibidor nesmimento d®. bruxellensisa partir
de 100 mg [}, sendo este efeito mais notério a concentracess raHas

(particularmente a 500 mg'tem que houve um decréscimo da biomassa final).

3,000 -
2,500
E 2,000
S === Ac 100
$© 1,500
g === AC 250
a 1,000 AC 500
0,500 === Controlo
0,000 T T T )
0 50 100 150 200
Tempo (horas)
3,000 -
2,500
E 2,000
S ——AF 100
8 1,500
‘OT === AF 250
a 1,000 AF 500
0,500 === Controlo
0,000 * T T T ]

0 50 100 150 200
Tempo (horas)

Figura 7 — Curva de crescimento pata anomalaPYCC 5153 em meio YM com

concentracdes de 100, 250 e 500 rifglke acido p-cumarico e Acido florético.
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O &cido florético parece ter mais influéncia nescimento dé. anomalado
que emD. bruxellensis no entanto na concentracdo de 100 rifgnBo se verificou
qualquer alteracdo do crescimentddenomala

A estirpeD. anomalaapresentou mais suscetibilidade a presenca do @eid
cumarico do que a presenca do &cido florético.g3aimento desta estirpe foi afetado
pela presenca de &cido p-cumarico & concentracdb0@emg L' Os efeitos das

concentra¢des de acido p-cumarico de 100 thg P50 mg [* tiveram o mesmo efeito.

3.2.Verificacdo da producdo de 4-etilfenol partindo de diferentes

precursores

Nesta experiéncia o meio de cultura YM foi supletado com 50 mg t de
acido p-cumarico (AC) para que fosse verificadapacidade de conversdo do mesmo
em 4-etilfenol (4-EF) pelas diferentes estirpesidatias apds 7 dias de incubacao a 30
°C.

O composto 4-etilfenol foi quantificado pela as@lidos resultados obtidos em
GC-FID e as concentracdes iniciais e finais do a@ecumarico foram calculadas
através da analise dos resultados obtidos pelo HRLPercentagem de conversao
molar foi calculada pela divisdo da concentracatanuo 4-etilfenol pela concentracéo
molar inicial do acido p-cumarico adicionado aoange cultura. Os resultados obtidos
estdo representados na figura 8.
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Figura 8 — Producédo de -etilfenol partindo do percursor &cidocpmarico em mei
YM apos 7 dias de incubacgéo a 3C

Os resultados obtidos mostram que todas as estiggDekker: testadas nesta
experiéncia foram capazes @roduzir 4-etilfenol a partir décido p-cumarico.
Verifica-se também que se obtiveram diferentes valores meecsfio molar o que ve
de acordo com o autdvigentini et al., (200§ que afirmou que estdo associa
diferentes capacidades de crescimento e de proddea@ompostos fendlicos
diversidade genética de estirf Em nenhuma das analises de HPLC no fina
experiencia foi encontrado &cidc-cumarico. As estirpes que apresentaram m.
percentagem de conversao foranD. bruxellensisPYCC 4801,D. anomalaPYCC
5153 e DekkerdBrettanomces 33 tendo valores perto de 100%. A estirpe
apresentou menor taxa de conversdo molar DekkerdBrettanomyce 2.

Segundo Diat al (2003), outros organismos corfichia gulliermondi sao
capaz de converter &cido [-cumarico em 4-etilfenolnas em pequenas quantidac
sendo que gue diferenci:DekkerdBrettanomycesdos outros organismos € a produ
relativamente elevada de etilfendis, e [-se constatar pelos elevados valores
conversao molar (préximos de 100%) obtidos nesfmerancic. Outros organismao
como Lactobacillus brevi e Pediococcus pentosacepsrecem ter a capacidade

41



Caracterizacdo da conversdo metabolica de acidosifidicos em fendis volateisor
Brettanomyces/Dekkel

descarboxilar o acido pamarico em -vinilfenol, mas poucas espéci- Brettanomyces

e Lactobacillus plantarum sdo capazes de produzir etilfendis (Chaétet al, 1995).

Para verificar se as diferentes estirpes seriarazespd usar o acido florétic
(AF) e converté-lo em étilfenol, o mesmo foi adicionado ao meio de caltyiM (50
mg LY). Usou-seeste acid para que se pudesse aferir das caracteristicanzitaa
hidroxicinamato descarboxilaspois o acido florético e o acidoqumarico diferer
apenasa ligacéo dupla do carbono do grupo carboxiloabano 2 da cadeia late

Curiel et al. (2010) e Couo et al. (2006) mostraram qualgumas bactéri. do
acido lacticoapresentavam a capacidade de reduzir o ac-cumarico em acid
florético, o que apresenta intere do ponto de vista enoldgico, uma vez que assi
poderd eventualmente utilizar essastéricas para reduzirem a quantidade de ac-
cumarico e assim reduzir a produgéo -etilfenol.

No final da experiencia (7dias a 30° C) a fracalatidoi quantificada por G-
FID e a fracdo nao volatil por HPLC, para que fogegficada a quantida de 4-
etilfenol produzida assim como as concentra¢céegire final de acido floréticc

Os resultados desta experiéncia sdo apresentadigsirze9.

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 - M AF inicial (mg L-1)

10 A M AF final (mg L-1)

Figura 9 — Concentracdes iniciais e finais de acido florébbtidas para as diferent

estirpes d®ekkerdBrettanomyce.
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Verificou-se que nenhuma das estirpes estudadas prcfendis volateis (-EF
e 4-VF)a partir do acido florétic. Pela analise da figura 9 podeesmstataque houve
uma diminuicdo da concentracdo do acido florétiaraptodas as estirpes
Dekkera/Brettanomyce®No entanto, ndo foi possivdeterminarem que produtofoi
convertido este aciddzstes resultados sugerem que de facdiferer¢ca na ligacéo
dupla parece afetar a ligacdo da enzima hidroxicata descarboxilase pois p:
nenhuma das estirpes estudadas se verificou agitodie -etilfenol partindo do acid

florético.

Outro ensaio foi conduzido com a adicdo do compd-vinilfenol (4-VF) ao
meio de cultura YM, a fim de verificar o funcionam@ da enzima vinilfenol reducta
das estirpes em estudo. A semelhanca da experidociacido -cumarico, foran
determinadas as concentrac¢des iniciais de vinilfea® concentragbes fiis de 4-
etilfenol e a conversao mol

Os resultados obtidos encontrse representados na figura 10.

120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 -

H 4-VF (mg L-1)

20,0 -
M 4-EF (mg L-1)

0,0 - m Conversdo molar (%)

Estirpes Dekkera

Figura 10 —Producao de-etilfenol partindo do percursor acidocpmarico em mei

YM apés 7 dias de incubacao a 3C
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Todas as estirpes foram capazes de reduzir 4enpil a 4-etilfenol. Na analise
dos resultados de HPLC, no final da experiencia, fod encontrado 4-vinilfenol em
nenhum dos ensaios realizados com as diferenigsesst

A enzima responsavel pela descarboxilacdo enceatnaresente num
elevado numero de bactérias, fungos, e outras Uleasd no entanto a enzima
responsavel pela reducdo, encontra-se apenas ferasa@s espéciefrettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces anomala, Pichia gutlendii, Candida versatilis,
Candida halophilae Candida mannitofaciensgomo foi constatado por diferentes
autoresChatonnetet al. (1995); Chatonnegt al. (1997); Diaset al. (2003) e Edliret
al. (1995). Segundo Dias et al. (2003) Outras lewslyresentes nos vinhos, como
Saccharomyces cerevisiae, Pichia spp., Torulasmma. e Zygosaccharomyces spp.
também apresentam a capacidade de produzir 4eriniifmas ndo de reduzir este
composto a 4-etilfenol.

A semelhanca dos resultados obtidos na experiemtiior, com o acido p-
cumarico, verifica-se que as levedubasbruxellensiPYCC 4801D. anomalaPYCC
5153 e Dekkera/Brettanomyce33 tiveram valores de taxa de conversédo superases

outras estirpes.
3.3.Metabolismo dos acidos 2-hidroxicinamico e 3-thioxicinamico

A fim de se verificar se a posi¢cao do grupo -Qttai influéncia no metabolismo
dos acidos hidroxicinamicos pbr. bruxellensifPYCC 4801, supostamente interferindo
na ligacdo do precursor a enzima hidroxicinamatecaoxilase, foi feita uma
experiéncia com os acidos 2-hidroxicinamico (2HC3-bidroxicinamico (3HC) na
concentracdo de 25 mg'l(7 dias & temperatura de 30° C) Numa outra expeaién
além de 25 mg T de cada acido foi também adicionado 25 rigle 4cido p-cumarico
(4-hidroxicinamico) para se verificar se os aci@etC e 3HC interferiam na producao

de 4-etilfenol a partir daquele. Os resultadosdalstiestédo expressos na figura 11.
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30,0 ~

25,0 -
20,0 -
15,0 1 | Conc. inicial (mg L-1)
10,0 - H Conc. final (mg L-1)
50 -
0,0 - , . | |

3HC 2HC

3HC+AC 2HC+AC

Figura 11 —Concentrac0des inicial e final de ac 2-hidraxicinamicoe acido 3-
hidroxicindmicq na presenca e auséncia do aci-cumarico para a estirfD.
bruxellensiPYCC 480..

Cono esta representado na figura, verificase uma diminuicdo ¢
concentracdo quer de 2HC quer de 3HC, mas este$fordio metabolizadoem 4-
etilfenol de acordo am ¢ andlise por GC-FID. &l presenca do &acidc-cumarico,
nenhum dos acidos (2HC e 3Hfoi detetadono final da experiéncia, ndo tendo s
encontrados nas analises por HF

O é&cido 2hidroxicinamico e o &cido-hidroxicindnico sdo ambos analcs do
acido p-cumarico (4didroxicinémico) diferindo na posicao da ligacdo do gri—OH ao
anel benzoico. Neste ensaio, verifi-se que a posi¢cao do grupo —@h influéncia né
ligacdo ao centro ativo da enzima hidroxicinamatscdrboxilase, pois para
compostos 2HC e 3HC néo se verificou a prodidos correspondentes fendis vola
(2-etilfenol e 3etilfenol) na analise por C-FID.

Na figura 12estdo rpresentadas as concentracbes de ac-cumarico, as

concentracdes deetifenol e a conversao molar (de acic-cumarico em -etilfenol).
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Figura 12 —Influéncia dos acidos 2HC e 3HC na produca 4-etilfenol a partir de

acido p-cumarico pel@vedureD. bruxellensifPYCC 4801.

Na presenca dos acidos 2HC e 3HC veril-se que a producao dwetilfenol
partindo do acido pumarico diminuiu, como se pocconstatarpela observacgéo ¢
figura 12 Este facto pode t-se devido a uma possivel competicdgadacda enzima

hidroxicinamatadescarboxilas

3.4.Influénciado &cido florético na producédo de -etilfenol a partir de acido
p-cumarico
Para estudar a possivel interferéncia do acidcétitar na producéo de-
etilfenol a partir do acido-cumarico foramadicionadas ao meio de cultura quantide
crescentes de &cido florético (50, 100 e 250 i*) e a mesma quantidade de Aci-
cumarico (10 mg L). Os resultados obtidos para este ensaio estdesggados n
tabela 6.
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Tabela 6— Interferéncia entre o acido florético e acidoupaérico na producédo de 4-
etilfenol, para a estirpB. bruxellensiPYCC 4801.

D-bruxellensis —  (mg LY . AFinicial  AFfinal
PYCC 4801 FEFMILY gty (moLd
Db_AC 10,2 21,2 - :
Db_AFsAC1 11,7 21,4 50,9 40,1
Db_AFi6AC1 11,8 16,6 106,2 76,5
Db_AF>sAC1 11,8 15,6 220,8 168,7

Os resultados sugerem uma diminuicdo da quantidadé-etilfenol produzido
por 10 mg [* de acido cumarico na presenca de &cido florétinocencentracdes

relativamente elevadas (> 50 mg)L

Os resultados obtidos sugerem que podera havepetmdo entre o acido
florético e o acido p-cumarico na ligacdo do cemttiwo da enzima hidroxicinamato

descarboxilase pois verificou-se um decréscimorodygéo de 4-etilfenol.

3.5.Conversao do acido florético

Foram usadas concentragcfes crescentes de acidtictiopara que se pudesse
identificar o porqué da sua diminuicdo quando entaxio com a levedui@ekkera e

também para se tentar aferir em que compostos mongsria convertido.

Na figura 13 estdo apresentadas as concentragigsisi e finais de acido

florético obtidas nesta experiéncia.
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Figura 13 — Concentrages iniciais e finais de acido floréticobtidas na experienc
conduzida pela levedufa bruxellensi PYCC 4801.

De facto verificouse uma diminuigdo da concentracdo do inicio pdiien ao
ensaio mas ndo se conseguiu fazer a identificagdqueé compostos ele teria s
convertido.E possivel que &cido floréticotenha sido parcialmente metabolizado p
leveduras owgue possa ter sido eliminado do meio de culturago@sacas paredes
celulares da levedura. Mais uma vez nao se veuifecproducao de-etilfenol a partir

de acido florético.
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Conclusotes

Verificaram-se ligeiras diferencas no crescimenéoDd bruxellensisPYCC
4801 quando em contacto com Acido p-cumarico naertracdo de 250 mg'LEm
relacdo &D. anomala o seu crescimento s6 foi afetado na concentraeaE00 mg L.

O acido florético parece néo ter influéncia sigmifiva no crescimento das duas estirpes
referidas anteriormente. A producédo de derivadogaitio p-cumarico foi verificada em
diferentes estirpes. As estirpes bruxellensisPYCC 4801 D. anomalaPYCC 5153 e
Dekkera/Brettanomyce33, foram as que apresentaram valores de taxasrdersao
mais elevados para ambos os precursores, acidm@rco e vinilfenol, tendo valores
perto de 100%. A estirpe que apresentou menor texaconversao molar foi a
Dekkera/Brettanomyces2 também para ambos. Nenhuma das estirpes de
Dekkera/Brettanomycesestadas apresentou a capacidade de metabolizazido
florético em 4-etilfenol.

Quer a ligacédo dupla do carbono do grupo carbadaocarbono 2 da cadeia
lateral, quer a ligagéo do grupo —OH ao carbono drekl aromatico mostraram ser dois
fatores determinantes para a ligacdo da enzimapiainamato descarboxilase ao
substrato (acido p-cumarico).

A presenca de outros acidos hidroxicinamicos, caaido florético ou acidos 2-
hidroxicinamico e 3-hidroxicinamico mostraram afatagativamente a producao de 4-
etilfenol a partir do p-cumarico.

A utilizacdo de estirpes selecionadas de bactéalimsacido lactico para
reduzirem a presenca do acido p-cumarico transfuloy@ em acido florético, podera
ser uma forma eficaz de reduzir a producao delt#ml em vinhos, uma vez que
através do precursor &cido florético ndo se vexfia producdo de 4-etilfenol pelas
leveduradDekkera/Brettanomyces

Este trabalho deixa em aberto algumas pistaswidstigacao futuras, tal como a
caracterizagdo mais profunda do metabolismo daloadiorético, incluindo a
identificacdo de potenciais produtos desta ativedad
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