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Resumo

A qualidade e tipicidade dos vinhos depende também dos compostos organicos
volateis (VOCs), biossintetizados por Saccharomyces cerevisiae. A estirpe de levedura
influencia a diversidade e proporcdo de VOCs produzidos durante o processo
fermentativo, devido a predisposicdo genética, produto da adaptacdo seletiva ao

ecossistema.

O presente trabalho reporta a caracterizacdo de estirpes de S. cerevisiae isoladas a
partir de 100 leveduras provenientes de 10 mostos, obtidos a partir de castas
autorizadas/recomendadas para vinificacdo na Regido Demarcada da Madeira (RDM),

durante a campanha vitivinicola de 2015.

Primeiramente, a espécie foi identificacdo através da amplificacdo e analise do
polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP) da regido 5.8S- internal transcribed
spacers (PCR-RFLP de 5.8S-ITS) do DNA ribossomal (rDNA). Seguidamente, a
identificacdo das estirpes foi realizada atraves da analise do padrdo RFLP do DNA
mitocondrial (RFLP-mtDNA).

Os isolados analisados pertencem a espécie S. cerevisiae e 8 estirpes foram
distinguidas. A estirpe B (EB) representou 81 % dos isolados analisados, enquanto que a
estirpe A (EA) 11 %. Estas estirpes foram selecionadas para caracterizagcdo do perfil
volatil com recurso a microextracdo em fase sélida em modo de espaco de cabeca (HS-
SPME), seguida da cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS).

Foram identificados um total de 53 VOCs na EA e 60 na EB. Sendo as familias
quimicas maioritarias os alcoois superiores, ésteres e acidos gordos, representando,
respetivamente 63, 16 e 9 % em EA e 54, 23 e 15 % em EB. Dos resultados obtidos pode
constata-se a influéncia do metabolismo da estirpe na producdo de VOCs, muitos dos

quais, provavelmente, participam no aroma dos vinhos produzidos.

Palavras-chaves: Regido Demarcada da Madeira, Saccharomyces cerevisiae, estirpes,

identificacdo molecular, compostos organicos volateis.






Abstract

The quality and typical characteristic of wines depend also on the volatile organic
compounds (VOCs) that are biosynthesize by Saccharomyces cerevisiae. The strain of
the yeast influences the diversity and proportions of VOCs, produced during fermentation
process. While the genetic predisposition of the strains is a byproduct of selective

adaptation to the ecosystem.

The present work reports the characterizations of strains of S. cerevisiae isolated from
100 yeasts from 10 musts obtained from grapes used in winemaking in Demarcated
Region of Madeira (RDM), during 2015 campaign.

First the yeast species was identified by amplification and analysis of Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) of the region 5.8 S- Internal Transcribed Spacers
(PCR-RFLP of 5.8S-ITS) of ribosomal DNA (rDNA). Then the identification of the
strains was performed by analyzing the RFLP pattern of mitochondrial DNA (RFLP-
mtDNA).

The analyzed isolates belonged to the species S. cerevisiae and eight strains were
distinguished. The strain B (EB) represented 81% of the isolates analyzed, while the strain
A (EA) 11%. These strains were selected for the characterization of the volatile profile
through of Headspace Solid-phase Microextraction (HS-SPME) followed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS).

A total of 53 VOCs in EA and 60 in EB were identified. Higher alcohols, esters and
fatty acids were the majority chemical families, representing, respectively 63, 16 and 9%
in EA and 54, 23 and 15% in EB. The results obtained can be found the influence of the
metabolism of the strain in the production of VOCs, many of which probably participate

in the aroma of the wines produced.

Keywords: Demarcated Region of Madeira, Saccharomyces cerevisiae, strain, molecular

identification, volatile organic compounds
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Apresentagdo e enquadramento do tema

A atividade vitivinicola na Ilha da Madeira iniciou-se conjuntamente com a sua
colonizagdo no século XV [1], tornando-se a principal atividade econdmica da regido no
século XVII [2,3]. Em 1913 a Ilha da Madeira concluiu o processo de regulamentacéo
oficial, obtendo o estatuto de Regido Demarcada da Madeira (RDM), representando umas
das mais antigas Regides Demarcadas de Portugal que produz o célebre Vinho Madeira
(VM) [1], ou mais recentemente por legislacdo da Unido Europeia (EU), vinho com
Denominacdo de Origem (DO) «Madeira» cujo processo de producdo se encontra
rigorosamente legislado Mais recentemente, a RDM iniciou a producédo de vinhos de
mesa com DO «Madeirense» e vinhos com Indicagdo Geografica (IG) «Terras
Madeirenses» igualmente sob legislacdo propria, que regula desde a plantagdo da vinha
até a comercializacdo do vinho com o fim de manter e incrementar a exceléncia,

genuinidade e tipicidade dos vinhos [1,4,5].

A qualidade e tipicidade dos vinhos resulta da conjugacdo de uma série de fatores
naturais e humanos [6,7], particularmente na RDM as condigdes agroedafoclimaticos
especificas como a origem vulcénica, condicdo insular Atlantica, conjugada com uma
selecdo de castas nobres e préaticas agrondmicas especificas adaptadas a area e orografia
dailha, em estreita relagdo com métodos de vinificacdo tradicionais, conferem aos vinhos
produzidos na RDM propriedades organoléticas proprias, de entre as quais, 0 aroma é um

parametro importante que define a sua qualidade e tipicidade.

No geral, o aroma dos vinhos é classificado segundo a sua origem em, aromas
primarios ou varietais provenientes da casta, aromas pré-fermentativos derivados das
operagBes tecnologicas praticadas durante a vindima, aromas secundarios ou
fermentativos provenientes da fermentacdo alcodlica e finalmente aromas terciarios ou

de envelhecimento (bouquet) [8].

Inimeros trabalhos estdo reportados na literatura relativamente ao perfil volatil dos
vinhos com impacto no aroma [9-11] atendendo a preponderancia que este parametro
representa na qualidade e tipicidade do produto final. A maioria dos compostos que
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contribuem para o perfil aromatico dos vinhos advém da fermentacdo alcodlica [11],
realizada maioritariamente por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, que
metaboliza a glicose maioritariamente em etanol e dioxido de carbono (CO2), e em menor
proporcdo em diferentes compostos organicos volateis (VOCs), semi-volateis e ndo
volateis. Aos compostos volateis estdo associados uma ampla variedade de descritores

aromaticos, que contribuem definitivamente para a qualidade e tipicidade do vinho [8].

A diversidade e propor¢do de VOCs produto do metabolismo da S. cerevisiae €
condicionado por uma série de fatores, mais sobretudo pela estirpe que conduz o processo
fermentativo, devido a predisposicdo genética, consequéncia da adaptacdo seletiva a

determinados ecossistemas.

A populacdo levuriana (S. cerevisiae) presente naturalmente no mosto de uvas provém,
da microbiota residente em adega e principalmente da microbiota endémica que habita
naturalmente na pelicula cerosa da uva (pruina), cuja diversidade e quantidade sdo
diretamente dependentes das condigdes agroedafoclimaticas no vinhedo [12]. O clima
tem um papel preponderante na microbiota endémica, podendo influenciar o processo
fermentativo e a qualidade do produto final ano apds ano. Para colmatar esta situacao,
algumas regides recorrem a inocula¢do do mosto com estirpes de S. cerevisiae comerciais
com o intuito de auxiliar a fermentacéo alcodlica, influenciando, porém, a tipicidade do
vinho [13].

Nos ultimos anos, algumas regides vitivinicolas tém utilizado estirpes autdctones
selecionadas de S. cerevisiae, ndo sé como coadjuvante da fermentacdo, mas também com
0 objetivo de manter e incrementar a complexidade e particularmente a tipicidade
organolética dos vinhos [14,15], demonstrando que estirpes autdctones estdo melhor
adaptadas a composi¢cdo quimica do mosto e as condicdes de fermentacdo de uma

determinada Regido Demarcada [16].

Neste contexto, técnicas classicas de genética molecular constituem uma ferramenta
poderosa na identificacdo fidedigna de leveduras ao nivel do género, espécie e estirpe;
bem como técnicas analiticas de extracdo, separacdo e identificacdo de VOCs, que
permitam a selecdo de estirpes autoctones com propriedades tecnoldgicas, enologicas,
organoléticas caracteristicas de uma Regido Demarcada. Paralelamente, dando origem a

colecgdes de leveduras.
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1.2 Objetivos

Dada a importancia histdrica e econdmica que a vitivinicultura tem na RDM, e com 0
intuito de acrescentar valor ao setor, potenciar (se necessario) os processos tecnolégicos
na industria e garantir a conservacdo de uma parte importante do patrimonio vitivinicola,
surge o presente trabalho, com o objetivo de identificar e caracterizar estirpes autoctones
de S. cerevisiae isoladas na RDM.

O trabalhou foi dividido em duas fases. A primeira fase consistiu na identificacdo
molecular ao nivel do género/espécie/estirpe, com recurso a amplificagdo via polymerase
chain reaction (PCR) do fragmento 5.8S- internal transcribed spacers (5.8S-1TS) do
DNA ribossomal (rDNA), seguida da analise do polimorfismo dos fragmentos de
restricdo (RFLP) do fragmento amplificado (RFLP-5.8S-ITS), e finalmente o estudo de
RFLP do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA). A segunda fase consistiu na caracterizagao
dos VOCs produto do metabolismo das estirpes mais representativas, com recurso a
microextracdo em fase sélida em modo de espaco de cabeca (HS-SPME), seguida da

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).
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1.3 Abordagem cronoldégica

Desde as civilizagBes mais antigas, que a importancia social e comercial das leveduras,
especificamente da espécie S. cerevisiae na producao de bebidas e alimentos fermentados,
maioritariamente pao, cerveja e vinho, tem sido verificada e indiretamente documentada
[17—20]. Evidéncias cientificas foram obtidas a partir de restos encontrados no interior de
uma jarra de vinho Egipcia datada do ano 3150 A.C., a partir do qual foi possivel

amplificar rDNA correspondente a S. cerevisiae [21].

Embora a transformagdo de mosto em vinho tenha sido uma pratica habitual desde
tempos remotos, as leveduras s6 foram observadas pela primeira vez em 1680 [19,22].
Poréem, foi no final do século XVIII em que Lavoisier e Fabroni iniciaram estudos
cientificos independentes sobre a fermentagdo alcodlica. Em 1837, o fisico francés
Charles Cagniard de Latour, postulou que a atividade das leveduras se baseava na
transformacéo do acgucar dos liquidos, teoria confirmada posteriormente pelo naturalista
alemdo Shwaan, chamando-as “fungos do agucar” ou Saccharomyces (em latim),
nomenclatura utilizada pela primeira vez em 1838 pelo cientista Meyen sob muita
controversa e descrédito [22,23]. Foram os trabalhos de Louis Pasteur sobre o vinho em
1866 e a cerveja em 1876 que demonstraram a existéncia das leveduras, o seu papel
fundamental na fermentacdo alcodlica e a producdo de metabolitos secundarios que

influenciam as propriedades gustativas do vinho [19,22].

A S. cerevisiae foi 0 primeiro microrganismo comercial com aplicacfes
biotecnoldgicas [17], o primeiro organismo eucariota cujo genoma foi totalmente
sequenciado e modelo de estudo por exceléncia em biologia celular, biologia molecular
e fisiologia [19,24]. Com o0 avanco da biotecnologia, a identificacdo e caracterizacao de
estirpes de S. cerevisiae tem revelado propriedades especificas, com aplicabilidade na
industria alimentar uma vez que, conferem ndo s6 valor acrescido aos produtos
tradicionalmente produzidos com recurso a este microrganismo (ex.: vinho, cerveja e pao)
[17], mas também pelo desenvolvimento de produtos como, aditivos e conservantes
usados em alimentos processados (ex.: biocontrole de microrganismos indesejados,
probidticos, etc.) [25]. A diversificacdo de produtos estende-se a industria farmacéutica
[19] com a producéo de antibidticos, vitaminas e enzimas [17]. Mais recentemente, com
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0 surgimento das energias renovaveis, estirpes selecionadas de S. cerevisiae estdo sendo

utilizadas nas emergentes biorefinarias, para a producdo de biocombustiveis [19,26].

Especificamente, na inddstria enoldgica, na década de 50 do século passado, foi
demostrado que a fermentacdo alcodlica € um processo espontaneo, conduzido
maioritariamente por leveduras endémicas da espécie S. cerevisiae. Uma série de
variaveis condicionam a sua diversidade e concentracdo, com consequéncias nas
propriedades organoléticas, sobre tudo no aroma, produzindo vinhos de qualidade
heterogénea, e por vezes, fermentacdes lentas, incompletas ou paragem da fermentacéo,

ocasionando perdas econémicas importantes para o produtor [22,27].

Com o intuito de colmatar a situacéo, a partir da década de 70, uma pratica normal na
maioria das regides vitivinicola, foi a inoculagdo dos mostos com culturas puras
selecionadas chamadas levedura seca ativa (LSA) ou culturas iniciadoras (starter),
constituidas por uma estirpe de S. cerevisiae, com o proposito de acelerar, conduzir e
dominar o processo fermentativo, produzindo vinhos de qualidade homogénea em
detrimento da tipicidade que carateriza as Regifes Demarcadas [17]; este facto tem
originado uma preocupagdo na industria, num mercado cada vez mais exigente e
competitivo, no qual as regides vitivinicolas emergentes conguistam segmentos de

mercado das regides vitivinicolas tradicionais [28].

A partir da década dos 90 até a atualidade, conjuntamente com os avancos das técnicas
moleculares de caracterizacdo de microrganismos, uma poderosa estratégia tecnoldgica
sdo o isolamento, a identificacdo e a selecdo de estirpes autoctones da espécie S.
cerevisiae, a partir do proprio ambiente vitivinicola, uma vez que estdo melhor adaptadas
ao ecossistema, a composicdo quimica do mosto, apresentam melhor aptiddo para
predominar sobre a microbiota bacteriana ndo desejavel, além de contribuir positivamente

na qualidade e tipicidade do vinho [29].

1.4 Regido Demarcada da Madeira

Regido Demarcada refere-se a regido vitivinicola, delimitada geograficamente,
subordinada a legislacdo propria, abrangida por direitos e obrigacdes comtemplados em

diplomas regulamentares para defesa e promoc¢do da producdo. Em Portugal, a
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organizacdo institucional do sector vitivinicola € da responsabilidade do Instituto da
Vinha e do Vinho [30,31].

A ilhas da Madeira e do Porto Santo conformam a RDM, produz vinhos com DO
«Madeira», DO «Madeirense» e IG «Terras Madeirenses», sob a regulamentacédo e
fiscalizacdo do Instituto do Vinho, do Bordado e do Artesanato da Madeira (IVBAM),
que disciplina desde o plantio da vinha até a comercializa¢do, de forma a garantir a

qualidade, genuinidade e a exceléncia [31].

De uma forma genérica, a Denominacdo de Origem refere ao vinho produzido
exclusivamente em Regido Demarcada, a partir de castas da espécie Vitis vinifera,
autorizadas/recomendadas em estatuto préprio e cuja qualidade e caracteristicas proprias

resultam puramente dos fatores naturais e humanos, num meio geografico especifico [6].

Assim, a producédo de vinho na RDM obedece a uma série de parametros especificos,
nomeadamente, tipo de solo, castas autorizadas/recomendadas, praticas agronémicas,
métodos de vinificacdo, praticas enoldgicas e caracteristicas analiticas e organoléticas
[31].

1.5 Caracterizacdo da ilha da Madeira

A llha da Madeira € uma das maiores da Macaronésia, encontra-se localizada no
Oceano Atlantico, a uma distancia de 400 km da Gran Canaria, 600 km da costa Africana
e 980 km de Lisboa [32].

1.5.1 Orografia

Possui uma orografia acentuada, apresenta uma cordilheira montanhosa central com
orientacdo este-oeste que marca uma notoria diferenca edafoclimatica entre as vertentes
norte e sul, com vales profundos e arribas altas, resultantes sobretudo da intensa erosao
causada pela acdo da chuva e do mar. Contudo, a encosta sul apresenta um relevo menos
acentuado. Aproximadamente 47 % da area total da ilha esta localizada acima dos 700
metros de altitude, ocupados maioritariamente por floresta, 66 % da ilha possui declives
superioresa 25 % e 11,5 % declives inferiores a 16 %. A atividade agricola € desenvolvida

em terrenos com declives entre 16 e 25 % [2,33].
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1.5.2 Clima

Relativamente ao clima, este é subtropical seco ou temperado mediterranico, apresenta
todas as caracteristicas de ilha subtropical, com elementos de ilhas tropicais na costa sul
e temperados na costa norte. Apresenta uma pluviosidade de aproximadamente 500
mm/ano na encosta sul e 1200 mm/ano na encosta norte. Segundo a classificagdo de
Kdppen, em geral possui um clima mesotérmico com chuvas e sem quedas regulares de
neve, de verdes pouco quentes, mas extenso na maior parte da ilha, a costa sul apresenta

verdes mais quentes [32].

Devido a marcante diferenca entre a costa norte e sul da ilha, a cultura da vinha é
praticada em altitudes diferentes de forma a conseguir condi¢cdes homdlogas, na costa sul
é cultivada até aos 600 m de altitude, enquanto que na costa norte a vinha devera

desenvolver-se até aos 400 m de altitude [2].

1.5.3 Solos

Sendo uma ilha vulcénica, é composta na sua maioria de rocha eruptiva,
nomeadamente basaltica que varia consoante a altitude; ao nivel do mar predominam os
terrenos derivados do basalto e nos pontos mais altos predominam traquites. Ao longo da
costa, nos vales e nas “Fajas” sdo constituidos predominantemente por rochas

sedimentares [32].

Os terragos ou “poios” construidos com o objetivo de diminuir ou anular o declive,
tornando os terrenos cultivaveis, aunado as praticas agricolas como mobilizacdes,
adubac0es, regas, etc., modificaram total ou parcialmente o perfil pedoldgico do solo,
contudo, de modo geral, a Madeira possui solos férteis [2], de reagdo &cida ou muito &cida
[33].

1.6 Vinificacéo

O regulamento que estabelece a organizacdo comum do mercado vitivinicola na Unido
Europeia (EU), define o vinho como o produto obtido unicamente por fermentacao
alcodlica, parcial ou total, de uvas frescas inteiras ou esmagadas, ou de mostos de uvas

[6]. No entanto, quimicamente o vinho é uma solugdo hidroalcodlica complexa,

27



constituida por 75-90 % v/v de agua, 9-22 % v/v de etanol e uma pequena percentagem

de compostos organicos e inorganicos.

O vinho com DO «Madeira» ou Vinho Madeira (VM), é um vinho licoroso produzido
maioritariamente a partir das castas Sercial, Verdelho, Boal, Malvasia Candida, Malvasia
de S&o Jorge, Bastardo, Terrantez e Tinta Negra. Apresenta um teor alcodlico entre 17-
22 % (v/v) produto da fortificagdo com &lcool neutro de origem vinica a 96 % (v/v).
Classificado segundo o grau de dogura em extra seco, seco, meio seco, meio doce e doce

(9/l de acgucares totais) [1].

O processo de vinificacdo do VM, até a conclusdo da fermentacdo envolve uma série
de etapas (Figura 1), sumariamente, vindima, transporte, desengace, esmagamento,

prensagem, fermentacgéo, fortificacdo e lotacao [34].

Apos a obtencdo do mosto, habitualmente pelo método de bica aberta por prensagem
direta, decorre a fermentacdo alcodlica. Existem outras hipoteses como maceragdes
peliculares antes ou apds fermentacdo, que pode decorrer em lagares ou em tanques,
seguindo-se a prensagem (curtimenta). A fermentacéo alcoolica pode ser total ou parcial,
conforme o grau de docura pretendido que varia consoante a casta e o estilo de vinho
pretendido pelas empresas. A fermentacdo alcodlica é interrompida pela adi¢éo de &lcool

vinico [34].

Vindima
Transporte l i) Bica Aberta
Recepcdo  prensagem Mosto Fermentacéo
20
Desengace /] &(\0\93\(‘\\0: :
Esmagamento ~ L. <’°\°o° © r Lotacdo
N gt
+nge<I)|'§L?as Fermentacdo  Prensagem
7
a2 K
i) Curtimenta

Figura 1 — Processo de vinificacdo de VM, até a conclusdo da fermentacdo. Adaptado de IVBAM [34].
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1.6.1 Ecologia da fermentacéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica do mosto de uvas, € um processo microbioldgico que ocorre
naturalmente (fermentacdo esponténea), envolve complexas interacdes entre fungos
filamentosos, bactérias e leveduras, no entanto, em vinificagdo, fungos filamentosos e

bactérias sdo suprimidos pela adigdo de didxido de enxofre (SO2) [13].

As leveduras tém um papel fundamental em vinificacdo, uma vez que sdo responsaveis
pela grande maioria do processo, estes microrganismos obtém a sua energia celular

através do metabolismo das hexoses [13].

A fermentacdo espontanea do mosto é conduzida por diferentes espécies/estirpes de
leveduras, cujas cineticas de crescimento aumentam e diminuem durante todo processo
[15].

1.6.2 Leveduras vinicas

A literatura reporta a existéncia de 100 género de leveduras que incluem 700 espécies,
contudo, unicamente 15 géneros estdo associados ao processo de vinificacdo,
nomeadamente: Brettanomyces/Dekkera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces e Zygosaccharomyces [35—
37].

Cada género de levedura biossintetiza metabolitos secundarios que influenciam
positivamente ou negativamente as propriedades organoléticas dos vinhos, uns,
biomarcadores de um género especifico, outros, metabolitos secundarios comuns a

diferentes géneros [37].

Assim, generos como Candida spp., Hansenula spp. e algumas espécies de
Hanseniaspora spp. (Kloeckera) produzem compostos indesejaveis como acido acético,
acetato de etilo, entre outros; no entanto, esta Ultima também produz outros ésteres
volateis que contribuem positivamente no perfil aromatico do vinho nas primeiras etapas
da fermentacdo. Algumas espécies de Pichia spp. sdo responsaveis pela producdo de

aldeido e alteragdo na qualidade do vinho conhecida como “flor” [37,38].
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A Dekera/Brettanomyces spp. associada as condi¢des sanitérias deficientes, produz
ésteres, metabolitos que aumentam substancialmente a acidez volatil e particularmente 4-

etil-fenol conferindo odor desagradavel no vinho considerado um defeito sensorial [37].

Os géneros Torulaspora spp. e Zygosaccharomyces spp. sdo leveduras fermentativas,
apresentam uma boa resistentes a conservantes e antissépticos enoldgicos (SO, acido
sorbico, acido benzoico, etc.) e boas propriedades enoldgicas, concretamente a
Zygosaccharomyces spp. sobrevivem em pH baixos (< 2,4) e tolera teores de etanol
superiores a 15 % (v/v), podem estar presentes em vinhos doces e mostos concentrados
(Z. bailii) [37,38].

A populacdo levuriana no mosto tem a sua origem em diversas fontes, indiretamente
da microbiota residente na adega, utensilios e instrumento em contacto com as uvas e
posteriormente com o mosto, diretamente por inoculacdo de leveduras comerciais na
forma de LSA (caso seja utilizado), e principalmente da microbiota endémica na pelicula
cerosa da uva ou pruina, que favorece a aderéncia de microrganismos, cuja diversidade e
quantidade sdo diretamente dependentes das condi¢Bes agroedafoclimaticas do vinhedo,

em concomitancia com a adaptagéo seletiva ao ecossistema [13,22].

A microbiota residente na pruina, geralmente varia entre espécies: anaerdbias
obrigatérias, aerdbias obrigatdrias, anaerdbias facultativas, fermentadoras fracas,
fermentativas vigorosas e intolerantes ao etanol. Em maior nimero se encontram as
espécies Kloeckera apiculata e Hanseniaspora apiculata que representam entre 50-70 %
do total da populacdo levuriana, contrariamente, as espécies fermentadoras vigorosas
como a S. cerevisiae e Saccharomyces bayanus se encontram em menor namero [37].
Né&o entanto, muitos fatores influenciam a microbiota no mosto de uvas, nomeadamente,
método de vindima, transporte até a adega, condicdes fitossanitarias das uvas e praticas

enoldgicas utilizadas durante a obtencdo do mosto [36].

No decurso da fermentacdo alcoolica, a diversidade microbioldgica e nimero de
individuos modifica-se. O inicio do processo fermentativo é da responsabilidade de
géneros anaerébios como a Candida spp., e logicamente dos géneros em maior nimero
(Kloeckera e Hanseniaspora); seguidamente, comeca o desenvolvimento de espécies do
género Metschnikowia, Pichia e Hansenula [15], no entanto, a populacéo de todos estes

géneros levurianos diminuem significativamente devido a intolerancia ao etanol.
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O género Saccharomyces, presente em menor nUmero, comega 0 Seu crescimento apos
20 horas desde o inicio da fermentacéo alcodlica, dominando a partir do terceiro ou quarto
dia até o final do processo fermentativo, devido ao vigor fermentativo, a tolerancia a
elevadas concentracdes de etanol (12-25 %, v/v) [19] e altas temperaturas de fermentacéo
(£38°C) [13,22].

O papel principal das leveduras na fermentacgdo alcodlica do mosto de uvas, sobretudo
S. cerevisiae, basicamente é a transformacéo de pentoses (glicose e frutose) em etanol e
CO., mas tem-se demostrado a biossintese de diferentes compostos de baixo peso
molecular que contribuem positiva ou negativamente na qualidade sensorial do vinho
[13]. A complexa via metabdlica responsavel pela degradacéo da glicose em etanol e CO»
consta de mais de 30 reagOes bioquimicas, catalisadas enzimaticamente, que, em conjunto
com ativacao de outras vias metabdlicas, produzem VOCs que definem em grande medida

as propriedades organoléticas do produto final [39].

1.6.3 Saccharomyces cerevisiae

Taxonomicamente pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo
Saccharomycotina, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Género Saccharomyces, Espécie S. cerevisiae [22]. Sdo eucariotas
unicelulares de morfologia elipsoide globulosa (Figura 2), medem aproximadamente 5
pum, em condi¢bes normais (ex. vinificagdo) [22] reproduzem assexuadamente por
gemulacdo multilateral [19], e em condi¢Ges nutricionais adversas reproduzem

sexuadamente através da formagéo de ascosporos (dependente da estirpe) [22,37].

Figura 2 — Células de S. cerevisiae, obtidas a partir de microscépio eletronico de varrimento [22].
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Macroscopicamente as colonias apresentam uma forma circular, aparéncia butirosa,
superficie convexa, bordos lisos, no geral de coloracdo branca, podendo eventualmente
apresentar colonias creme [23]. Anaerdbia facultativa [40], relativamente a fonte de
carbono, S. cerevisiae metaboliza preferencialmente D-glucose, contudo, utiliza D-
galactose, maltose e sacarose (entre outros) como fontes alternativa de carbono, sob

diversas condicGes [13,41].

Saccharomyces cerevisiae integra 0s eucariotas mais simples, cuja célula é constituida
basicamente por citoplasma, nucleo, membrana celular e parede celular [22]. A parede
celular tem um papel preponderante na fisiologia com impacto na fermentacéo alcodlica,
confere certas propriedades ao produto final e representa a primeira condicionante na

caracterizagdo genética.

1.6.3.1 Parede celular

Dependendo das condicdes e fase de crescimento, a parede celular representa entre 15-
25 % do peso seco da celula, organelo semirrigido, fornece suporte, protecéo, responsavel
pela manutencdo da forma, fundamental na regulagdo da pressdo osmotica, organelo
dindmico consoante o estado fisiologico e/ou em respostas a fatores abioticos. Na parede
celular também se localizam uma série de enzimas e participa em algumas interagdes

intercelulares [22,42].

Referente a estrutura molecular da parede celular de S. cerevisiae, € constituida
principalmente por trés polissacaridos, em maior percentagem glucanos, seguido de
manoses covalentemente ligada a péptidos formando manoproteinas, e em menor
percentagem por quitina, estes polimeros se encontram na parede celular em diferentes
percentagem, cuja organizacdo deriva da sua estrutura polimérica, tipo de ligacdes,

extensdo da ramificacédo e grau de polimerizagdo como mostra a Tabela 1 [22,42-44].
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Tabela 1 — Composicdo quimica da parede celular

Polissacarido Mondémero % ° Est.2” Ligacéo® Ram GP
B- 1,3-Glucano 30-45 F B- 1,6-Glucosidica 1 1500
Glucanos? B- 1,3-Glucano A B- 1,6-Glucosidica 1 1500
B- 1,6-Glucano 5-10 A B- 1,3-Glucosidica 4 140

Manoproteinas O-Glicosidica

Manose 30-50 A L 5 150-250

N-Glicosidica

Quitina® N-Acetilglucosamina  1,5-6 F B- 1,4 0 120°

Adaptado de: a - Ribereau-Gayon et al. [22], b- Klis et al. [42]. % - % da massa da parede celular, *
- observado em microscdpio eletrénico, Est.- estrutura polimérica: F- fibra, A- amorfa; Ram- ramificacdo
polimérica, 0- ndo ramificada, 1- muito pouco ramificada, 4- ramificacdo extensiva, 5- ramificacdo mui

extensiva, GP- grau de polimerizagdo (nimero médio de monémeros).

Enquanto a organizacéo, a parede celular se encontra estruturada em duas camadas: a
camada interior constituida por quitina e glucanos, e a camada exterior por manoproteinas
(Figura 3) [22,44,45]. A camada interior, perto a membrana plasmaética se estendem fibras
de quitina [22,44], a esta ligam-se 0s glucanos, dispostos numa rede tridimensional
constituida por B-1,3-glucano [42] que asseguram a rigidez e forma da parede celular,
enguanto que a estrutura amorfa B-1,3-glucano fornece elasticidade e funciona como
reserva de substancias e ancora a camada exterior de manoproteinas [22,42]. O polimero
de B-1,6-glucano, atuando como uma espécie de “cola” ligando todos os diferentes
constituintes da parede celular [22], enquanto que a quitina também se encontra na
cicatriz de gemulacdo, possivelmente com o objetivo de manter a integridade da parede
celular [22]. A constituicdo da parede celular da S. cerevisiae tem propriedades quimicas
e fisicas que fazem com que a remocéo artificial da parede celular para a obtencédo de

esferoblastos ou protoplastos [22] seja uma tarefa ardua.

33



RS
L D NS
W

7
Figura 3 — Esquema representativo da parede celular de S. cerevisiae; 1- manoproteina, 2- B- 1,6-

Glucano, 3- B- 1,3-Glucano, 4- Quitina, 5- bicamada fosfolipidica da membrana celular, 6- - 1,6-Glucano

sintetase, 7- Percursores, 8- Quitina sintetase, 9- Percursores. Adaptado de Fesel et al. [44].

1.6.3.2 Mitocondria

As mitocondrias se encontram distribuidas na periferia do citosol, de forma alargada,
constituida por duas membranas lipoprotéica, organizadas em bicamada fosfolipidica; a
membrana exterior apresenta-se lisa enquanto que a interior apresenta dobras acentuadas
formando cristas, esta organizagdo das membranas divide o espaco intramitocondrial em
dois compartimentos, nomeadamente, em espaco intermembranal e matriz mitocondrial,

onde estdo presentes enzimas, ribossomas e mtDNA [22].

A funcéo essencial da mitocéndria (mt) é a producéo de energia através da respiracao
celular, verificando-se em S. cerevisiae tanto a diminuicdo do niamero de mitocondrias
em anaerobioses como também a diminui¢do da superficie da membrana interior e o

desaparecimento das cristas [22].

1.6.3.3 DNA mitocondrial

O mtDNA de S. cerevisiae apresenta um tamanho de 85,8 kb, circular, se encontra
num elevado numero de cépias [40,46], comparativamente com 0 DNA nuclear (nDNA),
possui uma elevada taxa de mutacdo, a replicagdo ndo depende do ciclo celular,
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caracteriza-se por uma extensa variabilidade intraespecifica e na reproducdo assexuada

ndo sofre alteracao [40].

O mtDNA codifica as subunidades I, Il e Ill da enzima citocromo c oxidase,
apocitocromo b, as subunidades 6, 8 e 9 do complexo ATP sintetase, e a uma proteina
associada ao ribossoma, estes genes se encontram separados por um grande numero de
intrGes e por longas sequéncias intergénicas de adenina e timina (A+T) que representam
62 % do genoma, intercaladas por sequéncias de guanina e citosina (G+C) que

representam cerca de 18% do genoma [40,46].

1.6.4 Metabolismo

S&o0 o conjunto de reacdes bioquimicas que ocorrem na célula para a obtencdo de
energia, governam a sintese (anabolismo) e degradacdo (catabolismo) de nutrientes,
organizadas em vias metabdlicas, catalisadas por enzimas especificas. Pode diferenciar-
se 0 metabolismo primario, responsavel pela sintese de metabolitos necessarios ao
crescimento, desenvolvimento e reprodugdo da célula, do metabolismo secundario, o

qual, ndo é necessario a vida, contudo mostra na maioria das vezes uma fungéo ecoldgica.

1.6.4.1 Glicolise e fermentacéo alcodlica por S. cerevisiae

O metabolismo primario da S. cerevisiae centra-se na degradacao anaerobia da glicose
em etanol e CO2 [13].

No citosol a glucose é rapidamente metabolizada, inicialmente através da via
glicolitica, produzindo por cada molécula de hexose duas moléculas de piruvato, duas
moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e duas de nicotinamida adenina dinucle6tido
(NADH), seguidamente, durante a fermentag&o alcodlica o piruvato é metabolizado em
etanol, CO, e sdo oxidadas novamente as duas moléculas de NADH produzidas durante
a glicolise (Figura 4) [13,22,47].

A glicose é catalisada enzimaticamente em frutose 1,6-difosfato, com consumo de
duas moléculas de ATP, seguidamente forma-se o gliceraldeido-3-fosfato o qual é
fosforilado e oxidado formando o 3-fosfoglicerato e regenerando uma molécula de
adenosina difosfato (ADP) em ATP. Finalmente, a partir do 3-fosfoglicerato é formado o
piruvato em trés etapas reacionais catalisadas pelas enzimas mutase, enolase e kinase, e

regenerando uma molécula de ATP. Seguidamente, inicia a fermentacdo alcoodlica que
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consta de dois passos reacionais catalisados enzimaticamente, o primeiro consiste na
descarboxilacdo do piruvato produzindo acetaldeido, seguida da reducdo mediada por
NADH, do acetaldeido em etanol (Figura 4) [13,22]. Do ponto de vista energético, estas
vias metabolicas proporcionam a S. cerevisiae duas moléculas de ATP por molécula de
glucose metabolizada. Em condicdes de vinificacdo, as altas concentragdes de glucose e
frutose presentes no mosto (> 140 g/l) inibem a respiracdo celular mesmo em aerobiose,
ocorrendo apenas a via fermentativa. Este fenOmeno é conhecido como repressdo
catabdlica pela glucose ou efeito de Crabtree, o qual ocorre em substratos com pelo menos
9 g/l de glucose [22,47].

ATP ADP

Frutose 1,6-difosfato

~on
Etanol 9
P
z 0" | “OH
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Gliceraldeido-3-fosfato
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Acetaldeido
CO, \
NADH + H* v CATP
O 9 0)
(0] - P
)J\[( -« /_\ HO/ |\O/\)J\O
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ATP ADP OH
Piruvato 3-fosfoglicerato

Figura 4 — Via glicolitica e fermentacdo alcodlica. Adaptado de Ribéreau-Gayon et. al. [22].
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1.6.4.2 Metabolismos secundario com impacto no aroma

Em condigdes de vinificacdo, 95 % do acgUcar é biotransformado em etanol e CO2, 1
% em estruturas celulares e o restante 4 % num conjunto de metabolitos secundarios
(Figura 5) com impacto no aroma, maioritariamente ésteres, alcoois superiores e acidos
gordos, e em menor propor¢do compostos carbonilados e fendis. A constituicdo do
substrato, rico em azoto assimilavel, acidos organicos, sulfuroso e compostos varietais,
ativam diferentes vias metabolicas e/ou participam como percursores em reacgdes

bioquimicas produzindo VOCs [36].
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Figura 5 — Esquema representativo da biossintese de VOCs por S. cerevisiae durante a fermentagéo

alcodlica. Adaptado de Pretorius et al. [36].

1.6.4.3  Alcoois superiores

Os alcoois superiores sdo biossintetizados pela via do catabolismo dos aminoacidos ou
mecanismo de Ehrlich [22,36,48], e por via anabdlica a partir dos a-cetoécidos [22,36].
O mecanismo de Ehrlich (Figura 6) inicia-se com a desaminacdo do aminoacido no
respetivo a-cetodcido, seguida de descarboxilagdo formando o aldeido e finalmente a
reducdo ao respetivo alcool superior, sendo exportado ao exterior da célula com consumo
de ATP [36,48].
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Figura 6 — Formacéo de alcoois superiores via mecanismo de Ehrlich. Adaptado de Hazelwood et. al. [48].

Tanto os alcoois superiores que sdo biossintetizados por esta via, como o0s produtos
intermédios (Tabela 2) podem ser transportado para o exterior da célula [48].

Tabela 2 — Biossinteses de alcoois superiores pela via de Ehrlich, percursores e produtos intermédios

Aa a-cetoacido Aldeido Alcool superior
Leu 4-Metil-2-oxopentanoato 3-Metilbutanal 3-Metilbutanol
Val 3-Metil-2-oxobutanoato 2-Metilpropanal 2-Metilpropanol
Iso 3-Metil-2-oxopentanoato 2-Metilbutanal 2-Metilbutanol
Fe 3-Fenil-2-oxopropanoato 2-Feniletanal 2-Feniletanol

Tir  3-(4-Hidroxifenil)-2-oxopropanoato  2-(4-Hidroxifeniletanal) 2-(4-Hidroxifeniletanol)

Trp 3-(Indol-3-il)-2-oxopropanoato 2-(Indol-3-il)-etanal 2-(Indol-3-il)-etanol

Met 4-Metiltio-2-oxobutanoato 3-(Metiltio)propanal 3-(Metiltio)propanol
Aa- aminodcido, Leu- leucina, Val- valina, Isso- isoleucina, Fe- fenilalanina, Tir- tirosina, Trp- Triptofano,

Met- metionina. Adaptado de Hazelwood et al. [48].

A formacdo de alcoois superiores por via anabolica, é realizada a partir da biossintese
do respetivo aminoéacido, a partir de percursores proveniente do metabolismo da glicose
[22,36], seguido pela descarboxilacéo e reducédo do a-cetoacido percursor, convergindo
com o mecanismo de Ehrlich [22,36]. Os a-cetoacido sdao moléculas formadas a partir do
piruvato produzido pelo metabolismo dos aglcares [22]. Alcoois como 1-propanol e 1-
butanol sdo biossintetizados pela via anabolica, uma vez que néo existe relacdo com um

aminoacido percursor [36].

1.6.44  Acidos gordos volateis

A biossinteses de acidos gordos inicia com a descarboxilacdo oxidativa do &cido
piravico formando acetil-CoA, seguida de carboxilagdo mediada por acetil-CoA
carboxilase produzindo malonil-CoA. Seguidamente, o complexo acido gordo sintetase
condensa repetitivamente ambas moléculas dando origem a acidos gordos com nimero
par de atomos de carbonos [12,36]. O acido acético € o mais representativo desta familia

quimica, percursor de acetil-CoA [22].
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1.6.4.5 Esteres

Sao produto de reacdes de esterificacdo enzimatica durante a fermentacdo alcoodlica

por S. cerevisiae [22], fortemente influenciada pela disponibilidade de acetil-CoA [36].

A familia quimica dos ésteres é subdividida consoante as moléculas percursoras,
nomeadamente em: acetatos de alcoois superiores e ésteres etilicos de acidos gordos [13]
[27]. Os acetatos sdo biossintetizados a partir da reacdo entre um alcool e acetil-CoA.
Enquanto que, ésteres etilicos de acidos gordos provém do metabolismo dos acidos
gordos, no qual Acil-CoA ¢é produzida enzimaticamente através da acilacdo de CoASH,

finalmente, o &cido gordo proveniente desta reacdo pode esterificar [36].

Em menor extensdo os ésteres podem também formar-se pela reacdo de compostos

derivados da Acil-CoA ou &cido acético com etanol, e entre acidos e alcoois [36].

Os esteres sdo possivelmente biossintetizados para exportar ao exterior da célula, os
acidos gordos de cadeia intermédia e longa, que sdo toxicos no meio intracelular [36].

1.6.4.6 Compostos carbonilados

No geral, sdo constituidos maioritariamente por aldeidos e cetonas, biossintetizados
normalmente em proporc¢des inferiores ao limiar de percecdo olfativa (LPO). O mais
representativo destes VOCs é o acetaldeido (90 %) produto intermédio na biossintese do
etanol durante a fermentacdo alcodlica. Os aldeidos, sdo compostos intermédios na
formacdo dos alcoois superiores (Tabela 2), cuja producdo é inversamente proporcional
[13,36].

1.6.5 Aroma dos vinhos

Das propriedades organoléticas dos vinhos, 0 aroma define a sua qualidade e tipicidade
(carécter). E constituido por varias centenas (mais de 800) VOCs [49] em concentracdes
variaveis [50], com diferentes polaridades e volatilidades [8], resultantes de uma
complexa via bioldgica, bioquimica e de intervencées tecnoldgicas [51,52]. Contudo, s6

algumas dezenas contribuem para o perfil aromatico.

O aroma dos vinhos é classificado de acordo com a origem em, aromas primarios ou
varietais, aromas pre-fermentativos, aromas secundarios ou fermentativos e aromas de

envelhecimento ou terciarios (bouquet). Os primarios ou varietais sdo aromas que
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provém da uva e dependem das condi¢des edafocliméticas, das técnicas agrondémicas
adotadas, da idade da vinha e do grau de maturacdo das uvas, sendo essencialmente
aromas vegetais, florais, frutados e por vezes minerais, sS40 na sua esséncia monoterpenos,
norisoprendides e sesquiterpendides. Os aromas pré-fermentativos, onde se incluem os
aldeidos e alcoois em C6, advém das operac¢des tecnologicas adotadas durante a vindima
e transporte das uvas. Os aromas secundarios resultam da fermentacédo alcoolica, sendo
constituidos por alcoois, aldeidos, acidos e ésteres. Os aromas terciarios advém do
envelhecimento do vinho (casco ou garrafa), sendo aromas mais complexos com notas
caracteristicas a mel, a caramelo, a frutos secos, amadeirados e a especiarias, incluem-se

nesta categoria 0s compostos furanicos, o sotolon, eugenol e as lactonas [8].

1.7 Técnicas de identificacdo molecular de S. cerevisiae

As técnicas de identificacdo e caracterizacdo molecular fundamentam-se no estudo de
acidos nucleicos, e visam o estabelecimento de caracteristicas que permitam a
classificacdo taxondémica do individuo em estudo, com recurso a técnicas cléssicas de
biologia molecular como, a amplificacgdo de DNA via PCR, corte utilizando
endonucleases de restricao e finalmente separacdo e observacdo do DNA com recurso a
eletroforese [12,53]. A S. cerevisiae possui XVI cromossomas, contabilizando cerca de
600 genes [4].

1.7.1 Técnicas classicas de biologia molecular
1.7.11 PCR

A técnica permite obter varias copias (amplificacdo) do DNA objeto de estudo,
utilizando uma mistura de desoxirribonucleotidos fosfatados (dNTPs), Tag DNA
polimerase, cloreto de magneésio (MgCly) e sequéncias de oligonucledtidos ou primers
complementares com a regido alvo de amplificacdo. A mistura de reagentes e amostra de
DNA purificado é inserida no termociclador e incubada a temperaturas especificas
durante tempos exatos, divididos em trés fases: desnaturacdo, annealing e alongamento.
A desnaturacdo de DNA permite a separacdo da cadeia dupla por agcdo da temperatura;
annealing, é a fase em que 0s primers posicionam-se na sequéncia alvo; e extensao,
corresponde ao posicionamento da Taq DNA polimerase junto aos primers e utilizando

Mg?* como cofator, adiciona nucletidos complementares & cadeia molde, formando uma
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nova molécula de DNA. O processo é repetido entre 30-40 ciclos até obter uma grande
quantidade de DNA (amplificado) [54].

1.7.1.2 Endonucleases de restricéo

Endonucleases ou enzimas de restricdo, apresentam atividade catalitica sobre
pequenas sequéncias especificas de DNA (4-6 pb), cortando e gerando fragmento (s) de
diferentes tamanhos, permitindo estabelecer semelhancas e diferencas de sequéncias no
DNA estudado [54].

1.7.1.3 Eletroforese em gel de agarose

E uma técnica de separacéo, visualizacdo e semiquantificacdo de DNA, utiliza como
fase estacionaria o gel de agarose, cuja disposi¢do em forma de malha varia de tamanho
em funcdo da concentracdo. Por outro lado, 0 DNA possui carga negativa, migrando ao
polo positivo no gel quando se aplica uma diferenca de potencial, os fragmentos de DNA
de menor tamanho migram mais rapidamente. O movimento do DNA no gel é
monitorizado com recurso a um agente corante (tampao de corrida), e a banda ou padrao
de bandas de DNA séo observados sob luz UV pela acdo de um agente intercalante,
geralmente brometo de etidio (BrEt), que emite radiacdo a um comprimento de onda
determinado (254 nm). O tamanho das bandas é determinado por compara¢do com um

padrdo conhecido ou marcador de peso molecular [54].

No caso particular da S. cerevisiae, tem surgido numerosas técnicas de identificagdo
ao nivel do género, espécie e estirpe representando uma eficiente ferramenta

comparativamente aos métodos morfoldgicos, fisiolgicos e bioquimicos [12,53].

1.7.2 Técnicas de identificacdo da espécie

As técnicas mais amplamente utilizadas na identificacdo do género e espécie da S.
cerevisiae baseiam-se no estudo do rDNA [13,53]. Os ribossomas sdo organelos celulares
gue asseguram a sinteses proteica na traducéo génica, estes complexos macromoleculares
sdo constituidos por duas subunidades (maior e menor) de natureza proteica e nucleotidica
(rRNA). A subunidade maior formada por trés moléculas, nomeadamente, 5S, 5.8S e 26S

e a subunidade menor apenas por uma unica molécula (18S).
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Estruturalmente, os genes ribossomais 5.8S, 18S e 26S, estdo agrupados numa unidade
de transcricdo que se repete consecutivamente entre 100 a 200 vezes ao longo do genoma
(Figura 7). Cada unidade de transcricdo contém duas regifes transcritas mais néo
processadas: ITS e external transcribed spacers (ETS). Ainda, cada unidade de
transcricdo é separada por regides non-transcribed spacers (NTS). O gene 5S ndo faz

parte desta unidade de transcri¢do, contudo, se encontra adjacente [13,25].

NTS NTS
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Figura 7 — Esquematizacdo dos genes 5.8, 18S e 26S no rDNA e rRNA em leveduras. Adaptado de

Carrascosa et al. [25].

Os genes 5.8S, 18S e 26S possuem sequéncias altamente conservadas, enquanto que
os ITSs, ETSs e NTSs sequéncias ndo conservadas, com uma elevada variabilidade
interespecifica. Fundamentada nesta informacdo, existem técnicas de identificacdo ao
nivel do género e espécie, nomeadamente, sequenciacdo do rDNA, amplificacdo e
restricdo do fragmento 5.8S-ITS (PCR-RFLP de 5.8S-I1TS) [25].

1.7.21 Sequenciacdo do rDNA

Estuda sequéncias nucleotidicas, maioritariamente da regido delta (D1/D2) da
extremidade 5°do gene que codifica a subestrutura 26S, esta regido estd amplamente
caracterizada e conta com bases de dados [13,25], contudo, outros fragmentos do rDNA
também podem ser sequenciados e comparados com bases de dados [55].

A técnica inicia com a amplificacdo via PCR da regido em estudo, seguida de uma
segunda amplificagdo que emprega uma mistura de nucle6tidos, cada um funcionalizado
com um grupo cromoforo diferente, 0 DNA recem-formado é separado atraves de um tipo
de cromatografia capilar ou sequenciador, no qual, uma vez excitados, cada grupo
cromoforo emite um sinal a um comprimento de onda especifico conforme o nucleétido
ao qual esta ligado. Os resultados sdo processados por software especificos, em que cada

sinal gera um pico e cada cor corresponde a um nucleétido em particular. Este método

42



permite sequenciar aproximadamente 600 nucle6tidos num periodo de entre 2-3 horas,

segundo o modelo de sequenciador [25,56]

1.7.2.2 PCR-RFLP da regido 5.8S-1TS

Utiliza as trés técnicas classicas de biologia molecular, inicia com amplificacdo via
PCR do rDNA, concretamente do fragmento ITS1-5.8S-ITS2 cujo tamanho ¢é
maioritariamente especifico para cada espécie, no caso particular de leveduras, o tamanho
do amplificado € caracteristico do grupo Saccharomyces sensu stricto que inclui a S.
cerevisiae. O fragmento obtido via PCR é submetido a digestdo com endonucleases de
restricdo especificas, o polimorfismo dos fragmentos de restricdo mostra em gel de

agarose um padrdo de bandas definido para cada espécie [13,25,57,58].

1.7.3 Técnicas de identificacdo da estirpe
1731 Cariotipagem

O cariotipo estuda o conteido cromossémico, revela adicdo ou eliminacdo de longos
fragmentos de DNA, verificando um grande polimorfismo ao longo do genoma. Utiliza a
eletroforese em campo pulsado (PFGE), a qual aplica pulsos alternados de dois campos
elétricos no gel (Figura 8), em intervalos de tempo determinado obrigando aos
cromossomas a mudar constantemente de dire¢do ao longo da migragdo no gel. Sob o
mesmo principio da eletroforese classica, 0s cromossomas separam consoante o tamanho,
que variam com o grau de polimorfismo. O DNA néo requere extracdo e purificacdo
previa, uma vez que as leveduras sdo diretamente inoculadas nos pocos do gel, onde
ocorre a lise celular. A resolugdo do gel é dependente da concentracdo de agarose, e

sobretudo da intensidade e do angulo do campo elétrico [13,22,25].

Elétrodos i’

X

Dire¢édo do
campo elétrico

+++++ v +++++
Migragdo do DNA

Figura 8 — Esquema representativo da eletroforese de campo pulsado. Adaptado de Ribéreau-Gayon et. al.
[22].
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1.7.3.2 RFLP-mtDNA

A caracteristica fundamental do mtDNA é o elevado grau de variabilidade
interespecifica e sobretudo intraespecifica. A técnica RFLP permite analisar este elevado
grau de polimorfismos, através da visualizagdo dos fragmentos de restricio do mtDNA

com recurso a sobredigestdo com endonucleases de restrigao.

A técnica se fundamenta na diferenca de concentracdo nucleotidica entre o nDNA e 0
mtDNA, em que, 0o nDNA é mais concentrado em G+C, enquanto que o mtDNA em A+T.
A sobredigestdo do DNA total (nuclear e mitocondrial) com recurso a endonucleases de
restricdo, cuja sequéncia alvo G+C tem muitos locais de reconhecimento no nDNA,
contrariamente, poucos locais de reconhecimento no mtDNA, assim, gera um conjunto
de fragmentos extremadamente curtos de NDNA que néo sao detetados no gel de agarose
e apenas sdo observando os fragmentos de maior cumprimento que provém do mtDNA.
[13,22,25,59,60].

1.8 Técnicas de caracterizacao do perfil volatil dos vinhos

Numerosas publicacbes tém surgido relativamente & identificacdo de VOCs com
impacto no perfil aromético dos vinhos. Em termos genéricos, a metodologia analitica
mais usada na caracterizacdo de VOCs recorre a HS-SPME, seguida da separacdo e
identificacdo dos VOCs através da GC-MS [9,11,61-63].

1.8.1 HS-SPME

Esta técnica permite a extracdo e pré-concentracdo de VOCs presentes em amostras
aquosas. Consiste numa fibra de silica fundida com didmetro externo na ordem dos pm,
revestida por uma fase estacionaria polimérica com propriedades fisico-quimicas que
permitem a adsorcdo/absorcédo seletiva de analitos. A fibra SPME é recoberta com uma
agulha de aco-inox que fornece protecdo e estabilidade e encontra-se inserida num
sistema retractil [63-65].

Na analise de VOCs, a extracdo dos mesmos em modo de HS é o método mais

apropriado, uma vez que prioriza a seletividade [64].

A técnica HS-SPME fundamenta-se no equilibrio entre o analito e a fase polimérica.

O procedimento consiste na volatilizagcdo dos VOCs, num sistema fechado, com agitacéo
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constante e uma temperatura superior a temperatura ambiente, de modo a facilitar a
difusdo da amostra para 0 headspace onde sdo absorvidos/adsorvidos pela fibora SPME.
A temperatura, tempos de extragédo, forca idnica e pH afetam a eficiéncia de extracéo,
pelo que sdo pardmetros que devem se otimizados de modo a maximizar a eficiéncia da
extracdo [64,65].

Existem comercialmente disponiveis fibras SPME com diferentes fases poliméricas,
sendo selecionadas de acordo com a natureza dos analitos presentes na amostra. Em
amostras complexas como 0s mostos e vinhos, recorre-se a fibra tripla revestida com
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), que devido a sua
constituicdo, tem demostrado elevada eficiéncia na extragdo de compostos polares como
alcoois superiores, ésteres e compostos carbonilados e outros de menor polaridade [63—
65]

E uma técnica robusta, de elevada reprodutibilidade, usa pequenos volumes de amostra

e ndo necessita de solventes organicos.

1.8.2 GC-MS

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), € uma
técnica analitica de separacdo, identificacdo e quantificacdo/semi-quantificacdo de VOCs.

O principio da técnica fundamenta-se na afinidade dos analitos com a fase estacionaria,
em funcdo da polaridade dos analitos e da sua volatilidade. Inicia com a injecdo da
amostra gasosa ou liquida, a qual é vaporizada e imediatamente arrastada através da
coluna onde ocorre a separacao dos analitos conforme o peso, polaridade e volatilidade

da molécula [66].

O analito ¢ identificado com recurso a MS. O composto em estado gasoso € ionizado
(ionizacdo) e os fragmentos ionicos sdo separados num analisador de massas de acordo
com a razdo massa/carga (m/z), os quais sdo contabilizados no detetor de ides conforme
a sua abundancia relativa e registada sob a forma de espectro (software); a analise decorre
em alto vacuo a fim de evitar a colisdo dos ides. A identificacdo das moléculas é realizada

por comparacdo dos espectros de massa com os disponiveis na base de dados.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e métodos

O plano experimental englobou duas fases, a primeira fase compreendeu a
amostragem, a microfermentacdo, o isolamento, a identificacdo ao nivel do género,

espécie e estirpe de levedura S. cereviciae, com recurso a técnicas de biologia molecular.

A segunda fase consistiu na selecdo de estirpes para caracterizacdo do perfil volatil
com recurso a técnica extrativa (HS-SPME) e analitica (GC-MS) de alta performance e

resolucéo.

2.1.1 Amostragem

A amostragem foi realizada na campanha vitivinicola de 2015, entre 15 de setembro e
05 de outubro. Foram selecionadas 10 amostras de mostos, processados a partir de castas
autorizadas/recomendadas para vinificagdo na RDM. As amostras foram cedidas pela
Empresa Vinhos Barbeito (Madeira) Lda. cuja Adega certificada para a producdo de
Vinho DO «Madeira» acolhida a RDM esté sediada no Parque Empresarial de Camara de
Lobos, lote 8.

Figura 9 — Casta (local de amostragem): 1- Sercial (Seixal); 2- Tinta Negra (S&o Vicente); 3- Verdelho
(Séo Vicente); 4- Malvasia de Sao Jorge (Séo Jorge); 5- Bastardo (S&o Jorge); 6- Verdelho (Prazeres); 7-
Terrantez (Calheta); 8- Boal (Campanério); 9- Malvasia Candida (Faja dos Padres); 10- Sercial (Jardim da

Serra).
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Foram selecionados mostos a partir das castas Sercial, Tinta Negra, Verdelho,
Malvasia de S&o Jorge, Bastardo, Terrantez, Boal e Malvasia Candida, provenientes de
diferentes pontos da Ilha da Madeira (Figura 9), produzidos a partir de uvas selecionadas
cumprindo com os pardmetros de qualidade fitossanitarios e enoldgicos, estipulados na
regulamentacéo aplicavel e na normativa interna de qualidade da Empresa.

As uvas foram previamente adquiridas pela Empresa a produtores independentes,
proprietarios/exploradores de vinhedos de pequena e média dimensdo, igualmente
acolhidos a RDM.

Apo6s o controlo de maturacdo das uvas e marcacdo da vindima, foi realizada
manualmente em caixas de entre 25-35 kg e transportadas no mesmo dia até a adega. A
rececdo das uvas na Adega, € determinado o teor em alcool provavel com recurso ao
refratbmetro (Hanna-HI-96813), na mesma operacao sao avaliados parametros fisicos de
qualidade. As uvas sdo imediatamente desengacadas e 0s mostos foram obtidos com
recurso a prensa pneumatica, altura na qual cada mosto foi respetivamente coletado em
frascos Schott de 1000 ml previamente autoclavados, transportados a frio e processados
imediatamente em laboratorio. O intervalo entre a prensagem e 0 processamento em
laboratério ndo foi superior a 8 horas, periodo no qual os mostos foram conservados em

condicdes de refrigeracao.

2.1.2 Microfermentacdo espontanea

Os mostos foram submetidos a microfermentacéo espontanea a escala laboratorial de
acordo com Schuller et al. [67] com algumas modificacdes. Em condicGes de assepsia, 0s
mostos foram transferidos (500 ml) para erlenmeyers, imediatamente rolhados e inserido
um tubo de fermentacdo em cada erlenmeyer de modo a permitir a saida de gases;
seguidamente, foram colocados sob agitacdo magnética ou orbital constante (160 rpm)
como mostra a figura 10. A microfermentacdo espontdnea decorreu a temperatura
ambiente (27,9 £ 1 °C).

O progresso da microfermentagdo espontanea foi monitorizado diariamente através da
determinacdo da diminuigdo da massa do fermentado, até estabilizar, neste momento os

mostos sao considerados vinhos. Os perfis fermentativos foram tracados.
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Figura 10 — Esquema de montagem, microfermentacdo a escala laboratorial: a) Agitagdo magnética; b)

agitacdo orbital.

2.1.3 Isolamento

Com o intuito de isolar leveduras (isolados), foram realizadas dilui¢cGes seriadas de
cada vinho (entre 102 e 10®) e semeadas por espalhamento a superficie de placas
contendo meio de cultura. Apds o crescimento, foram determinados as unidades
formadoras de colénias (UFC) por ml de vinho (UFC/ml), conforme a equacdo 1, em que
N representa 0 numero de isolados quantificados na placa e F o fator de diluicéo.
Seguidamente, foram selecionados isolados cujas caracteristicas macroscopicas
correspondem com a espécie S. cerevisiae, e aleatoriamente 12 isolados foram
armazenados a -42°C até posterior analises. O presente estudo inclui a identificacédo
molecular ao nivel do género, espécie e estirpe de 100 isolados provenientes de 10

mostos.

_N
UFC =~ 1)
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2131 Meios de cultura

As leveduras foram isoladas e mantidas em meio de cultura Yeast Peptone Dextrose
(YPD) caldo e agar (Sigma-Aldrich), com a seguinte composic¢do: glucose 2 % (p/v),
extrato de levedura 1 % (p/v) e peptona 1 % (p/v) correspondente ao meio liquido, ou
caldo (YPD Broth). O meio so6lido ou agar (YPD Agar) de igual composicao acrescenta
agar 1,5 % (p/v). Adicionalmente, foram utilizados para controlo microbiol6gico Agar
Nutriente (AN) e Potato Dextrose Agar (PDA).

Os meios de cultivo foram preparados individualmente, dissolvidos 65 g/L de YPD
Agar; 50 g/l de YPD Broth, 28 g/l de AN e 39 g/l de PDA Agar em agua, seguidamente
foram autoclavados a 1,2 atm, 121 °C durante 15 min. Apds a autoclavagem, 0s meios
Agar foram distribuido em placas de Petri em camara de fluxo laminar, uma vez
culminado este procedimento as caixas foram incubadas a 30 °C durante 24 h para excluir
possiveis contaminacdes. Finalmente, os meios foram armazenados a 4 °C até a sua

utilizacéo, por um periodo inferior a 2 meses.
2.1.3.2 Obtencéo de isolados

Para cada vinho obtido, foram realizadas diluicdes decimais seriadas que variaram
entre 10 e 108, Foram selecionadas as duas Ultimas diluicdes e 100 pl foram semeados
por espalhamento a superficie das placas de Petri contendo YPD Agar, seguidamente
foram incubadas a 30 °C durante 48 h. Apds incubacgéo, procedeu-se a contagem do
nimero de coldnias (isolados) e a caracterizacdo macroscéopica das colonias.
Posteriormente, foram selecionadas aleatoriamente 10 col6nias cujas caracteristicas
macroscopicas correspondem a espécie S. cerevisiae para um total de 100 isolados. Cada
coldnia selecionada foi isolada em cultura pura e armazenada a -42 °C em meio YPD

Broth contendo 30 % de glicerina (v/v).
2.1.3.3 Colecéo de leveduras

Foi iniciada a colecdo de leveduras isoladas a partir de ambientes vitivinicolas da
RDM, atualmente a colegédo conta com 232 isolados, dos quais 100 foram submetidos a

identificacdo molecular no presente trabalho.
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2.1.4 Caracterizacédo molecular

A fim de identificar ao nivel do género, espécie e estirpe, foram utilizadas diferentes
técnicas de biologia molecular. Inicialmente foi realizada a amplificacdo via PCR da
regido 1TS-5.8S que permite determinar o genero; o produto de PCR foi submetido a
cortes utilizando endonucleases de restricdo (PCR-RFLP) a fim de identificar a espécie
de levedura. A identificacdo da estirpe foi realizada através da analise do padrdo de

restricdo com recurso a técnica mtDNA-RFLP.

O procedimento consistiu no cultivo fresco de levedura, extracdo de DNA,
amplificacédo via PCR, digestdo com recurso a endonucleases de restricdo. O DNA foi
separado com recurso a eletroforese em gel de agarose e observado sob luz ultravioleta
(UV) apobs tingimento com brometo de etidio (BrEt), finalmente, as imagens foram

adquiridas.
2.14.1 Preparacéo de cultivo de levedura

Na identificacdo do género/espécie foram utilizados cultivos em placas YPD Agar,
enguanto que na identificacdo da estirpe, foi necessario o crescimento em meio YPD
Broth a partir de um crescimento fresco em placa. Ambos procedimentos se explicam a

continuagéo.
Cultivo em placa YPD Agar

Foi necesséria a obtencdo de uma quantidade maior de biomassa, neste sentido, as
placas contendo meio YPD Agar foram divididas em 8 sec¢fes, com auxilio de um palito
estéril foi removida um pouco da cultura pura armazenada, seguidamente, foi inoculada
e espalhada a superficie de cada secdo e finalmente incubada a 30 °C durante 48 h (Figura
11).
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Figura 11 — Cultivo fresco em Placas YPD.

Cultivo em YPD Broth

Na identificacdo da estirpe, as placas YPD Agar foram divididas em 12 seccdes; a
superficie de cada secdo foi semeada uma cultura pura, seguidamente a placa foi
incubadas a 30 °C durante 48 h, findo este tempo, foram individualmente transferidas a
um tubo de 1,5 ml contendo 1 ml de meio YPD Broth, fortemente vortexada, a tampa do
tubo foi perfurada e o tubo foi colocado sob agitacdo orbital (250 rpm) a 30 °C durante a

noite.

2.1.4.2 Extracdo de DNA

O DNA total (DNA) foi isolado com recurso a dois métodos conforme a técnica
molecular empregue. Na amplificacdo via PCR, necesséria para a identificagdo do
género/espécie, a extracdo e purificacdo do DNA foi realizada com recurso ao método
quimico de acordo com L6oke et al. [68] com algumas modificacGes, nomeadamente a
temperatura de incubacdo e o volume de dissolu¢do foram otimizados num trabalho

anterior [69].

No estudo do RFLP-mtDNA, técnica utilizada para a identificacdo da estirpe, a
extracdo e purificacdo do DNA total foi realizada atraveés do método enzimatico segundo
Querol et al. [59].
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2.1.4.2.1 Método quimico

Utiliza na lise celular de leveduras uma solucdo de acetato de litio (LiOAc) e dodecil
sulfato de sddio (SDS) (Sigma-Aldrich).

O cultivo fresco em Placas YPD foi resuspendido em 100 pl de tampé&o de extragédo
(200 mM de LiOAc e 1 % de SDS), e incubado a 70 °C durante 20 min. O DNA foi
precipitado pela adi¢éo de 300 ul de etanol (99 %), brevemente vortexado e seguidamente
centrifugado a 12500 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado utilizando 500 ul de etanol (70 %). Finalmente, 0 DNA foi seco a pressao reduzida
e dissolvido em 25 ul de agua ultrapura autoclavada (mQ). Posteriormente, a
concentracdo de DNA foi determinada com recurso ao NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific) e ajustada a entre 700- 1000 ng/pl.
2.1.4.2.2 Método enzimatico

As células frescas crescidas em meio liquido, foram centrifugadas a 13000 rpm durante
3 min., o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado com mQ. O pellet foi
resuspendido em 100 pl de solugéo I (sorbitol (1 M) e EDTA (100 mM) a pH 7,5) e 4 pul
da enzima liticase (2,5 mg/ml) foram adicionados. As amostras foram incubadas a 37 °C
durante 60 min. e centrifugadas a 10000 rpm durante 1 min. Foram adicionados 50 ul de
solucéo I (tris-HCI (50 mM) e EDTA (20 mM) a pH 7,4) e 3 ul de SDS a 10 % (p/v). As
amostras foram novamente incubadas a 65 °C durante 30 min., imediatamente, foram
adicionados 40 pl de acetato de potassio (KOAc) a 5 M, homogeneizados por inversdo
vigorosa e incubados em banho de gelo durante 30 min. Com recurso a uma centrifuga
refrigerada, as amostras foram centrifugadas a 4 °C e 15000 rpm durante 15 min. O
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para tubos novos e foi adicionado igual
volume de isopropanol, imediatamente, foi homogeneizado por inversao e incubado a
temperatura ambiente durante 5 min. As amostras foram novamente centrifugadas a
10000 rpm durante 10 min., o sobrenadante descartado e o DNA foi lavado com etanol
(70 %). Finalmente, o0 DNA foi seco a pressdo reduzida e dissolvido em 25 pul de Tris-
EDTA (TE). A concentracdo de DNA foi determinada com recurso ao NanoDrop 2000 e
diluido entre 55- 60 pg/ul aproximadamente.
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2.1.5 PCR-RFLP da regido ITS-5.8S

Com o intuito de identificar o género de levedura e posteriormente a espécie apds a
analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo, foi amplificado o fragmento ITS-
5.8S do rDNA e o produto de PCR submetido a restri¢éo, de acordo com Esteve-Zarzoso
et al. [53], recorrendo aos os primers ITS1 e ITS4 descritos por White et al.[70]. Como
controlo positivo foi utilizada a estirpe comercial de S. cerevisiae QA23 (Lalvin) e como

controlo negativo mQ.

2.1.5.1 Amplificacdo via PCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador Thermal Cycler 2720
(Applied Biosystems). A reacdo de PCR foi realizada num volume final de 25 pl
contendo: 18,25 ul de mQ (Braun); 2,5 pl (1X) de tampéo de PCR (Thermo Scientific);
2 ul (50 uM) de mistura de dNTPs; 0,5 pl (0,5 pM) de cada primer ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTTATTGATATGC-3)
(Eurogentec); 0,25 ul (0,5 U) de DyNAzyme Il DNA Polimerase (Thermo Scientific), 1
pI de DNA extraido com recurso ao método quimico.

As condicdes de amplificagdao foram as seguintes: desnaturacéo inicial a 95 °C durante
5 min., seguidos de 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 55,5 °C durante 2 min. e 72 °C
durante 2 min., e uma extensao final a 72 °C durante 10 min. O produto de PCR foi

analisado com recurso a eletroforese em gel de agarose.

2.1.5.2 Restricdo RFLP

O produto de PCR foi submetido a corte com as endonucleases de restricdo Haelll
(BsuRl) (5"-GG”™CC-3") e Hinfl (5"G"ANTC-3") (Thermo Scientific) separadamente. O
protocolo utilizado para a digestéo foi o recomendado pelo fabricante, nomeadamente, 10
ul de produto de PCR, 18 pl de mQ, 2 pl (10X) de tampao R (Thermo Scientific) e 1 pl
da endonucleases de restricdo Haelll ou Hinfl. A mistura de reacdo foi vortexada
brevemente e incubada a 37 °C durante 15 horas. Os fragmentos obtidos na rea¢do foram

separados e observados com recurso a eletroforese em gel de agarose.

2.1.6 mtDNA-RFLP

O DNA extraido através do método enzimatico foi submetido a corte com recurso a
endonuclease de restricdo Hinfl (5"G"ANTC-3") (Thermo Scientific). A mistura foi
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preparada da seguinte forma: 17 pl de DNA total (extraido na sec¢édo 2.4.1.3), 0,5 pl (10
U/ul) de endonuclease de restricao Hinfl, 2 pl (10X) de tampéo R (Thermo Scientific) e
0,5 pl (10 mg/ml) de RNase (Macherey Nagel Bioanalysis) para um volume final de 20
pl. A mistura de reacdo foi brevemente vortexada e incubada a 37 °C overnight. O padréo
de restricdo do mtDNA foi observado com recurso a eletroforese em gel de agarose.

2.1.7 Eletroforese

O produto de PCR, os fragmentos de restricdo PCR-RFLP e o padréo de restricdo do
mtDNA (mtDNA-RFLP) foram analisados com recurso a eletroforese em gel de agarose
(Fisher) em sistema de eletroforese horizontal (Horizon 58 e Scie-plas HU6 mini). Foi
utilizada como tampdo uma solucdo de Tris-Acetato-Etilenodiaminotetracético (Tris-
Acetato-EDTA), pH 8, (TAE 1X). As amostras foram ressuspendidas em tampao de

corrida azul de bromofenol (1 % de azul de bromofenol, 70 % de glicerol e mQ).

O fragmento 5.8S-ITS amplificado via PCR foi detetado e observado utilizando um
gel de agarose de 1,4 % (p/v). Foi injetado 4 pl de produto de PCR no gel e correu-se a
110V durante 60 min. O GeneRuller 100bp (ThermoFisher) foi utilizado como marcador

de peso molecular.

Os fragmentos de restricdo PCR-RFLP foram separados e observados em gel de
agarose de 3 % (p/v); 5 pl do produto da digestdo foram injetados no gel e correu-se a
100V durante 70 min. Igualmente, o GeneRuller 100bp foi utilizado como marcador de

peso molecular.

O padréo de restricdo do mtDNA foi determinado utilizando um gel de 1,5 % (p/v);
foi injetado 10 pl do produto de restrigdo e correu-se a 92V durante 155 min. Foi utilizado
como marcador de peso molecular o GeneRuller 1kb (ThermoFisher).

Finalmente, os géis de agarose foram tingidos em BrEt numa tina contendo 250 ml de
solucdo tampédo TAE 1X e 65 pl de BrEt (0,5 pg/ml) durante 60 min., imediatamente
observados sob luz UV utilizando um transiluminador (Sygene) e fotografados com

recurso a uma camara digital (Kodak 290C).
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2.2 Caracterizacdo do perfil volatil

A caracterizagdo dos VOCs biossintetizados por uma Unica estirpe, foi realizado com
recurso as técnicas HS-SPME/GC-MS. A metodologia compreendeu o crescimento das
estirpes selecionadas, determinacdo da densidade celular para o qual foi tragada a curva
de crescimento, preparacdo do indculo, seguida da microfermentacdo inoculada com
estirpe pura em mosto concentrado retificado (substrato genérico). O procedimento
consistiu na extracdo, separacgdo, identificacao e analise da proporcao relativa dos VOCs.

Para esta analise, foram selecionadas as estirpes mais representativas.

2.2.1 Curva de crescimento das estirpes

Com o objetivo de determinar a densidade celular no indculo, foi tracada a curva de
crescimento com recurso a métodos espectrofotométricos. O ensaio foi realizado em fase

exponencial de crescimento (em triplicado) nas estirpes mais representativas.

Cada estirpe, foi riscada por esgotamento a superficie da placa YPD, incubada a 30 °C
durante 48h, a partir de esta, uma coldnia foi ressuspendida em 20 ml de YPD Caldo e
incubada a 30 °C sob agitacdo magnética. Foi medida a absorvancia aos 660 nm ao tempo
0 e a cada duas horas (aproximadamente) durante 12 horas, tragada a curva de crescimento
e determinado o R? calculado. O nimero de células por ml foi determinado por

espectrofotometria, de acordo com o valor tabelado [71].

2.2.2 Preparacéao do substrato

Com o intuito de fornecer ndo sé condiges ideais ao crescimento das leveduras, mas
também condi¢Ges homdlogas a biossintese de VOCs com impacto no perfil volatil e
aromatico do vinho, foi utilizado como substrato genérico 0 mosto de uvas concentrado
retificado, diluido em mQ até aproximadamente 12,5 % (v/v) de alcool provavel,
determinado com recurso ao refratometro. Posteriormente, 0 mosto concentrado
retificado foi submetido a clarificacéo a frio (4 °C) durante 10 dias, findo este periodo foi

decantado e diluido nas mesmas condigdes.

Antes de cada microfermentacdo, o mosto foi preparado a fresco e uma aliquota foi
semeada por espalhamento (para controlo microbioldgico) em placas contendo YPD
Agar, AN e PDA Agar. Todas as placas foram incubadas nas condi¢fes habituais, em

triplicado e observadas ap6s 48 e 72 h de incubacéo.
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2.2.3 Preparacéo do inoculo

As estirpes selecionadas, foram individualmente semeadas a partir da cultura pura
armazenada em glicerol, a superficie de placas YPD Agar dividida em se¢des, incubadas
durante 48 h nas condic¢des habituais (secgdo 2.1.4.1). Seguidamente, uma secdo (Figura
11) correspondente a uma cultura pura, foi ressuspendida em 5 ml de meio YPD Caldo e
incubada a 30 °C sobre agitacdo magnética (160 rpm) até atingir a densidade celular

pretendida.

2.2.4 Microfermentacdo inoculada com estirpe pura

Foram selecionadas para a presente analise as estirpes de S. cerevisiae, cujo padréo
de restricdo RFLP-mtDNA corresponde com 0 mais representativo; como controlo

positivo foi selecionada a estirpe comercial QA23 (EC).

A microfermentagdo inoculada com estirpe pura consistiu, na inoculagio de entre 10°
e 10° células/ml da estirpe estudada em mosto concentrado retificado, clarificado e diluido
até aproximadamente 12,5 % (v/v) de alcool provavel. A determinacdo da densidade
celular inoculadas foi realizada com recurso a métodos espectrofotométricos (seccéo
2.2.1)

2241 Extracdo por HS-SPME

A extragdo dos VOCs foi realizada por recurso a técnica HS-SPME. A técnica inclui
uma série de variaveis sequénciais que alteram a eficiéncia de extracdo de VOCs na
matriz, concretamente o volume de amostra, forca idnica, tempo de extracdo, intensidade
da agitacéo e tempo de desor¢do foram previamente otimizadas na sequéncia de estudos
realizados por Perestrelo et al. [72]. A temperatura de extragdo e programa de
temperaturas para a separacdo de VOCs foram realizadas de acordo com a metodologia

interna desenvolvida pelo Laboratério Analitical Chemistry and Enology Lab (ACELab).

Foi utilizada uma fibra SPME revestida com
Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMYS) StableFex
(Supelco). A fibra foi condicionada durante 1 hora a 270 °C no injetor do GC antes da

primeira utilizacdo, conforme as recomendac0es do fabricante.
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A preparacgdo da amostra consistiu na adicdo de 10 ml de vinho fermentado por uma
Unica estirpe num vial &mbar, de 25 ml, ao qual, foi adicionado 20 % de cloreto de sddio
(NaCl) e 10 pl de 3-octanol, diluido 1:1, v/v (padrdo interno); o vial foi selado com um
septo de silicone, tampa de rosca plastica, e colocado em banho de 4gua a 40 + 1 °C
durante 40 min mantendo a amostra sob agitacdo magnética (900 rpm). Apdés a extracao,
a fibra foi recolhida para o interior da agulha. A desorcdo dos compostos foi realizada
expondo a fibra no interior do injetor do GC durante 6 min a 240 °C. Com o proposito de
estudar unicamente os VOCs biosintetizados pela estirpe estudada, foram analisando de
forma homologa o mosto e o sistema de extracdo (branco ou controlo negativo). Todos

os utensilios em contacto com o vinho foram previamente esterilizados.

A cada 6 extracdes foi realizado um branco da extra¢do e um branco da fibra de modo

a avaliar o desempenho e possiveis interferentes.

2.2.5 Condicdes do GC-MS

A separacdo dos VOCs fui realizada utilizando o cromatografo em fase gasosa (GC)
Agilent Technologies 6890N (Palo Alto, California, EUA) equipado com uma coluna
capilar de silica fundida BP20 (SGE, Dortmund, Alemanha) de 60 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura do filme. Foi utilizado como gas de

arraste o hélio num fluxo de 1 ml/min.

O gradiente de temperatura usado foi o seguinte: 45 °C durante 1 minuto, aumentando
2 °C/min até os 100 °C mantendo esta temperatura durante 3 min, seguido de um aumento
de 5 °C/min até os 130 °C e ficando durante 5min, subindo de novo 20 °C/min até atingir
220 °C ficando durante 15 min, sendo no total a corrida de 72 min.

A dete¢do dos VOCs realizou-se com o auxilio do espectrometro de massa quadrupolar
simples (MS) Agilent Technologies 5973N em modo de impacto eletronico (EI)
utilizando 70 eV de energia de ionizacdo e gama de massa do espectro entre 30- 300 m/z.
A temperatura utilizada na fonte de ides, linha de transferéncia e quadrupolo foram 220
°C, 250 °C e 150 °C respetivamente.
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2.25.1 Identificacéo de compostos

Os cromatogramas foram analisados com recurso ao software Enhanced Data
Analysis. A identificagdo dos VOCs foi realizada por comparacgéo do espectro de massa
(MS) com os espectros da biblioteca NISTO5AI, considerando unicamente os VOCs com
uma percentagem de similaridade >75 %. Adicionalmente, alguns compostos foram
identificados através do indice de retencdo de Kovats (KI) por comparacdo com 0s
encontrados na literatura. Os Kl foram calculados recorrendo a equacéo 2, onde n € o
namero de 4tomos de carbono presentes no alcano com i 4&tomos de carbono (i), N, o
nimero de atomos de carbono referentes ao alcano i+1, ¢’ (n) o tempo de retencéo
ajustado do alcano menor, e ¢’r (N) é o tempo de retencdo ajustado do alcano maior. Os
tempos de retencdo utilizados na equacgéo corresponde aos tempos obtidos resultantes da

injecdo direta da mistura de alcanos.

logtr,-(desconhecido)—logtr,-(n) (2)

KI'=100|n+ (N —n) logtir(N)—logtry(n)

2.2.6 Tratamento de dados

A abundancia relativa dos VOCs identificado foi determinada pela razdo entre a area
absoluta do composto pela area total cujo valor foi expresso em unidades arbitrarias. Os
VOCs identificados foram agrupados em familias quimicas. A area total da fragdo volatil
foi calculada pelo somatdrio das areas de cada composto identificado (Equacao 3). A
contribuicdo de cada composto para o perfil volatil foi estabelecida de acordo a equacéo
4, em que A € a area do pico, e Ats € a &rea total da familia quimica a qual pertence ou
area total da fragcdo volatil. A reprodutibilidade dos resultados foi expressa em desvio
padrdo relativo (RSD). Finalmente, foi realizada a analise de componentes principais

(PCA), com recurso ao software online MetaboAnalyst [73].

% =—=x 100 ()
Atf
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3 RESULTADOS

No presente trabalho foram identificadas estirpes autoctones de S. cerevisiae isoladas
na RDM, assim como, foram também identificados metabolitos secundarios
biossintetizados pelas estirpes mais representativas, com possivel impacto no perfil
volatil/aromatico do vinho. A metodologia incluiu técnicas de microbiologia, biologia
molecular e quimica analitica. A fase experimental compreendeu o isolamento de
leveduras presentes em vinhos, a identificacdo molecular ao nivel do género, espécie e
estirpe; finalmente, foi realizado o screening dos VOCs. Os resultados obtidos sdo

apresentados na seccgdo 3.1.

3.1 Microfermentacéo espontanea

Os mostos foram submetidos a microfermentacao espontanea nas condicdes referidas
na secéo 2.2.4 As microfermentagdes tiveram uma duracao entre 6 a 12 dias com perdas

de massa entre 31,25 e 80,50 g/l. A figura 12 mostra os perfis fermentativos obtidos.

Maioritariamente, existem trés tipos de perfis fermentativos. No primeiro foi
verificado um arranque da fermentacdo apds o 3° ou 4° dia (fermentacéo de inicio lento),
seguido de perdas importantes de massa. Este perfil foi observado nas castas Malvasia
Candida, Verdelho 1 (Prazeres) e Verdelho 2 (S&o Vicente). No segundo perfil foi
verificada a situacdo contréria, perdas importantes de massa desde o inicio da fermentagéo
(fermentac@o de inicio rapido) até estabilizar o peso; este perfil foi observado nas
restantes castas, exceto a Malvasia de Séo Jorge a qual mostrou perdas regulares de massa

em tudo o processo fermentativo (fermentacdo regular) até estabilizar (Figura 12).
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Perfil fermentativo
Tempo (dia)
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Massa (g/l)
S
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Figura 12 — Perfil fermentativo: S1- Sercial 1 (Seixal); TN- Tinta Negra; V1- Verdelho 1 (S&o Vicente);
MSJ- Malvasia de S&o Jorge; Bt- Bastardo; VV2- Verdelho 2 (Prazeres); Tz- Terrantez; Bo- Boal; MC-

Malvasia Candida; S2- Sercial 2 (Jardim da Serra).

3.2 Isolamento

Apos a fermentacdo, para cada vinho, foi retirada uma aliquota a partir da qual foram
realizadas dilui¢Ges seriadas, semeadas em placas YPD Agar conforme a seccdo 2.1.3.
Foram selecionadas para quantificacdo as placas contendo entre 30 e 300 isolados,
determinadas o numero de UFC/ml (equacéo 1) presentes em cada vinho na fase final de

fermentacdo (Tabela 3).

Os isolados foram obtidos a partir das diluicdes 10 e 10 (exceto o Boal) nas quais
foram contabilizados entre 42 e 155 isolados. Foram observadas col6nias com
caracteristicas morfomacroscopicas correspondente a espécie S. cerevisiae,
nomeadamente, colénias de morfologia circulares, bordas lisas e superficie plana, de cor
branca/creme e de aparéncia butirosa, a excecdo da casta Boal na qual foram observadas
18 coldnias com as mesmas caracteristicas morfomacroscopicas, mas de cor transparente
(Figura 13a) as quais ndo foram contempladas no presente estudo. A Figura 13b mostra

0 isolado tipico.
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Tabela 3 — Isolados/dilui¢Bes obtidos para cada vinho

N° Casta Local (*) Id. Diluicdo N°decol. UFC/mI
1 Sercial Seixal S1 1,0E-05 42 4,20E+06
2 Tinta Negra Sé&o Vicente TN 1,0E-05 120 1,20E+07
3 Verdelho Sdo Vicente V1 1,0E-04 53 5,30E+05
4 Malvasia SJ Séo Jorge MSJ 1,0E-05 155 1,55E+07
5 Bastardo Séo Jorge Bt 1,0E-07 126 1,26E+09
6 Verdelho Prazeres V2 1,0E-07 97 9,70E+08
7 Terrantez Calheta Tz 1,0E-06 137 1,37E+08
8 Boal Campanaério Bo 1,0E-01 47 4,70E+02
9  Malvasia Candida  Faja dos Padres MC 1,0E-04 77 7,70E+05
10 Sercial Jardim da Serra S2 1,0E-05 47 4,70E+06

(*)- Localizagéo do vinhedo; Id.- identificacdo da amostra, N° de col.- nimero de colénias quantificadas

em cada placa, UFC- Unidades formadora de colnias.

A menor concentracdo de leveduras por ml foi obtida no vinho realizado a partir da
casta Boal, na qual foram quantificadas 470 UFC/ml, seguido de Verdelho 1 (530.000
UFC/ml) e Malvasia Céndida (770.000 UFC/ml). Nos restantes vinhos foram
quantificadas leveduras numa ordem de grandeza na casa dos milhdes de UFC/ml; Sercial
1, Sercial 2, Tinta Negra e Malvasia de Sdo Jorge foram quantificadas 4,2, 4,7, 12 e 15,5

milhdes de UFC/ml, respetivamente.

Figura 13 — Caracteristicas macroscépicas dos isolados: a) isolados obtidos a partir da casta Boal, colonia

atipica (seta vermelha); b) isolados tipicos.
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No entanto, a maior concentracdo de leveduras foi encontrada no o Bastardo 1.260
milhdes de UFC/ml seguida do Terrantez e Verdelho 2 nos quais foram quantificados 137
e 970 milhdes de UFC/ml.

Para cada vinho, foram selecionadas 10 coldnias, isoladas em cultura pura e
criopreservadas em meio YPD Caldo (30% de glicerol, v/v) a -42 °C para posterior
identificagdo molecular. Adicionalmente, foi iniciada a colec¢do informal de leveduras a

partir de amostras certificadas ndo incluidas no presente trabalho.

3.3 Caracterizacao molecular

Foram analisados 100 isolados cujas caracteristicas macromorfologicas
correspondem com a descricdo para S. cerevisiae. A concentracdo de DNA e a pureza foi
determinada analiticamente com recurso ao espectrofotdmetro NanoDrop 2000c. Na
identificacdo do género foi utilizada a extracdo quimica, na qual foi obtida uma
concentracdo entre 700-100 ng/ul e uma média de grau de pureza de 1,9 (ds 0,05). Na
identificacdo da estirpe foi utilizado o método de extracdo enzimatica, no qual o DNA foi
diluido até uma concentracdo entre 5500-6000 ng/pl e grau de pureza com média de 2,0
(ds 0,10).

3.3.1 Identificacdo do género e espécie

A identificacdo do género foi alcangada através da amplificacdo da regido 5.8S-ITS do
rDNA, o amplificado foi obtido a partir do DNA total extraido através do método
quimico. Apos a visualizagdo no gel de agarose (1,4 %) foi obtido em todos os isolados

analisados um fragmento com peso molecular entre 850-880 pb (Figural4).

Figura 14 — Amplificado da regido ITS-5.8S do rDNA; 1- M: 100 bp GeneRuler DNA Leader; 1- 14:
fragmento obtido nas amostras estudadas; gel de agarose (1,4 %).
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Seguidamente, com o intuito de identificar a espécie, o amplificado foi submetido a
digestdo com as enzimas de restricdo Haelll e Hinfl (Figura 15 a, b), sendo obtidos os
padrdes de restricdo com fragmentos de aproximadamente 320, 230, 180 e 150 pb para a
enzima Haelll, e 365 e 155 pb para a enzima Hinfl, no entanto, excecionalmente foram
obtidos 4 fragmentos além da banda 365 e 155 pb de muito baixa resolucdo. (Figuralsb).

Figura 15 — Fragmentos de restricdo RFLP-5.8S-ITS correspondente com S. cerevisiae, M: marcador
de peso molecular 100 bp GeneRuler. a) 1,2,3,7; b) 1, 3, 5- produto da digestdo com Haelll; a) 4,5,6; b)
2,4,6- produto da digestdo com Hinfl, gel de agarose (3 %).

Finalmente, com o objetivo de garantir a robustez do método, foram selecionados
aleatoriamente 5 isolados previamente identificados como S. cerevisiae através da
amplificagdo do fragmento 5.8S-ITS do rDNA e submetidos a sequenciagdo. Com recurso
a ferramenta BLAST [55], por comparacao da sequéncia obtida com a sequéncia na base

de dados, foi obtida 99,9 % de homologia com a espécie S. cerevisiae.

3.3.2 ldentificacao da estirpe

A identificacdo da estirpe foi realizada com recurso a técnica RFLP-mtDNA [74],
através da qual foram obtidos 8 padrfes de restricao, designados com as letras A, B, C,
K, L, M, N e O, em que, cada padrédo de restri¢cdo e considerado uma estirpe. A figura 16

mostra 0s padrdes de restricio RFLP-mtDNA mais representativos.
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Figura 16 — Padrdes de restricdo RFLP-mtDNA. Poco 1- M: marcador de peso molecular GeneRuler 1
kb; 1- estirpe A, 2- 4- estirpe B.

O padréo de restricdo RFLP-mtDNA predominante pertence a estirpe B, identificada
em 81 % dos isolados analisados, seguidamente a estirpe A identificada em 11 % dos
isolados; as estirpes C e L representam cada uma 2 % dos isolados analisados; e
finalmente as estirpes K, M, N e O representam individualmente 1 % dos isolados

analisados.

Na maioria dos vinhos foram identificadas 2 estirpes: no vinho Malvasia de S&o Jorge
foram identificadas as estirpes B e O, no Tinta Negra foram identificadas as estirpes B e
A, e no Verdelho (Prazeres) as estirpes B e K, em todos os casos numa proporc¢éo de 9:1,
respetivamente. No vinho Malvasia Candida foram igualmente identificadas 2 estirpes,
nomeadamente as estirpes B e C, numa proporcdo de 8:2, respetivamente; e no Sercial

(Jardim da Serra) as estirpes B e A numa proporcéo de 6:4.

Em 2 amostras de vinho, foram identificadas 3 estirpes: no Sercial (Seixal) foram
identificadas as estirpes B, A e L numa proporcdo de 7:2:1 respetivamente; e no Verdelho

(Séo Vicente) as estirpes B, A e M na proporcdo de 6:3:1.

No Boal e no Bastardo foi apenas identificada a estirpe B, e no Terrantez foram

identificadas as estirpes B, A, L e N na proporc¢éo de 7:1:1:1 respetivamente.

Do ponto de vista geografico, a estirpe A foi encontrada em Seixal, Sdo Vicente,
Calheta e Jardim da Serra, a estirpe B foi encontrada em todas as amostras analisadas e a
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estirpe C foi encontrada unicamente em Faja dos Padres. A estirpe K foi encontrada em
Prazeres, a estirpe L em Seixal e Calheta, e as estirpes M, N e O foram encontradas em

S&o Vicente, Calheta e Sdo Jorge, respetivamente.

3.4 Caracterizacédo do perfil volatil

Para o estabelecimento do perfil volatil, foram selecionadas as estirpes mais
representativas, nomeadamente as estirpes A e B, visto que, a estirpe A foi identificada
em 50 % nos mostos analisados: Sercial 1, Tinta Negra, Verdelho 1, Terrantez e Sercial
2, representando 11 % dos isolados estudados. A estirpe B foi identificada em todos os
mostos analisados, representando 81 % dos isolados estudados. Neste sentido, foram
selecionadas aleatoriamente os isolados E7 (estirpe B) e E81 (estirpe A) para crescimento
e inoculacdo em mosto concentrado retificado diluido até 12,5 % v/v de alcool provavel,

decorrendo a microfermentacdo em condi¢fes controladas.

3.4.1 Indculo

Com o0 objetivo de inocular entre 10° e 10° células/ml, foi determinada a densidade
celular com recurso ao método espectrofotométrico, tendo-se para o efeito tracar a curva

de crescimento das estirpes selecionadas (Figural?).

Curva de crescimento
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Figura 17 — Curva de crescimento: Absorvancia (660 nm) em fungdo do tempo na fase exponencial de
crescimento da estirpe B.
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Foi observado um incremento exponencial na absorvancia em funcdo do tempo. A
densidade celular foi determinada por comparacdo com os dados tabelados em que a
absorvancia de 1,0 aos 660 nm correspondem aproximadamente 1,9x107 células/ml em
S. cerevisiae. Algumas placas YPD foram inoculadas, verificando-se a correspondéncia

com a ordem de grandeza.

3.4.2 Mosto de uvas concentrado retificado

A fim de fornecer condi¢gbes homologas de fermentacdo, foi utilizado mosto
concentrado retificado diluido em mQ até 12,5 % de alcool provavel o qual foi submetido
a controlo microbioldgico em placas YPD, PDA e AN. A primeira leitura das placas foi
realizada apds 48 h de incubacéo, a segunda leitura apds 72 h, ao fim das quais ndo foram

observados crescimentos.

Uma vez que se pretende estudar os metabolitos secundarios biossintetizados pela
estirpe analisada, foi realizado o branco do substrato, extraindo os VOCs presentes no

mosto diluido, utilizando a técnica HS-SPME/GC-MS, nas condig¢des analiticas descritas.

Posteriormente, visto a dificuldade no arranque da fermentacdo e no vigor
fermentativo, 0 mosto concentrado retificado foi submetido a clarificacdo ao frio (4 °C)
durante 10 dias, ao fim dos quais foi decantado até 3/4 do seu volume total. Foi verificada
a formacéao de um precipitado branco, maioritariamente de aspeto cristalino. Visto que o
processo de clarificacdo modificou a composicdo do mosto concentrado retificado, foi

realizado novo branco.

Na andlise e tratamento dos resultados, o etanol foi excluido da fracdo volatil e analise
dos cromatogramas foi realizada com recurso ao software Enhanced Data Analysis. Os
VOCs identificados foram agrupados por familias quimicas: ésteres, alcoois superiores,
compostos carbonilados (aldeidos e cetonas), acidos gordos, terpenos e miscelaneos
(Tabela 4).

A Figura 18 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos a partir dos VOCs
extraidos do mosto n&o clarificado (MNC) e do mosto clarificado (MC). E evidente o
impacto do processo de clarificagdo uma vez que no MNC, foram observados uma maior
quantidade e intensidade dos picos, do que no MC.

66



Abundancia (unidades arbitrarias)

8,0E+06

6,0E+06

4,0E+06

2,0E+06

0,0E+00

- 4 8 910
11
6
5
7
13
14 16

1 L o

l—i‘j Ju_-‘ T - = ILl = I‘ lI s .Lll — T = : ‘Il T T 4 T — T
3 8 18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68

Tempo de reteng¢do (min)

Figura 18 — Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por HS-SPME/GC-MS do mosto concentrado retificado diluido até 12,5 %: MNC - mosto nao

clarificado (linha preta); MC - mosto clarificado (linha azul). VOCs maioritarios: 1- ciclohexano; 2- etanol; 3- a-Pineno; 4- (-)-p-Pineno; 5- B-Felandreno; 6- f3-

Mirceno; 7- a-Terpineno; 8- Limoneno; 9- y-Terpineno; 10- Ocimeno; 11- (+)-4-Careno; 12- a-Bergamoteno; 13- Cariofileno; 14- Neral; 15- B-Bisaboleno, 16-

Nerol.
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A Figura 18 mostra a area total dos VOCs identificados no MNC e no MC, calculados
segundo a equacdo 3. Foi obtida uma area total de 1,17x10%° unidades arbitrarias (UA)
no MNC e 2,28x10® UA no MC. Verifica-se uma diminuicio na area total apds o
tratamento de clarificagéo de cerca de 98 %.

Impacto da clarificagdo

1.20E+10
1.00E+10
8.00E+09
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Area total

4.00E+09

2.00E+09

MNC MC

0.00E+00

Figura 19 — Impacto da clarificacdo no mosto concentrado retificado no perfil total da fracéo volatil: MNC-
mosto ndo clarificado; MC- mosto clarificado.

Relativamente ao nimero de VOCs e a sua distribui¢cdo por familia quimica, foram
identificados um total de 76 VOCs no MNC, dos quais 53 VOCs pertencentes a familia
quimica dos terpenos, maioritariamente monoterpenos (33 VOCs), seguido de
sesquiterpenos (10 VOCs) e em menor quantidade sesquiterpendides (10 VOCs), 11

compostos carbonilados, 4 ésteres, 3 &cidos gordos, 3 miscelaneos e 2 alcoois superiores.

Apos clarificacéo a frio, foram identificados 33 VOCs, 11 dos quais pertence a familia
quimica dos compostos carbonilados, 8 ésteres, 6 terpenos, 2 alcoois superiores, 4

miscelaneos e 1 acido gordo.

No que diz respeito & contribuicdo de cada familia quimica no perfil volatil total
(Tabela 4), no MNC, em maior representacao estdo os terpenos com 98,24 % dos quais

cerca de 78 % corresponde a duas moléculas, em maior percentagem o limoneno
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(isbmeros) representando 57,39 % seguido do y-terpineno (20,55 %). O (-)-B-pineno foi
o0 terceiro composto volatil mais abundante representando 6,42 % do total da fracdo

volatil. As restantes familias quimicas encontram-se em muito baixa proporcéo (< 1 %).

Tabela 4. Proporcéo (%) dos VOCs em cada familia quimica que conformam o perfil volatil no MNC e
MC

%

Esteres  Alcoois S. cC Acidos G. Terpenos Miscelaneos
MNC 0,06 0,05 0,15 0,76 98,25 0,73
MC 3,84 1,06 79,53 0,65 2,90 12,02

Alcoois S. — alcoois superiores; CC — Compostos carbonilados; Acidos G — acidos gordos

Apos clarificacdo (MC), a fracéo volatil total alterou substancialmente. Os resultados
mostram que 0s compostos carbonilados séo a familia quimica maioritaria, representando
79,53 %, seguido miscelaneos que representam 12,02 % e dos ésteres (3,84 %). Os
terpenos representam aproximadamente 3 %, os miscelaneos e os alcoois superiores
representam 1,92 e 1,11 %, respetivamente. Finalmente, em menor proporc¢éo os acidos
gordos (0,78 %). O VOC mais abundante é a 3-octanona (75,10 %), seguido de
ciclohexano representando 9,86 % da fracdo volatil total. Entre 1 e 2 % encontram-se 0
benzaldeido, o 1,1-dietoxi-etano e 4-etilresorcinol. Os restantes compostos representam

menos do que 1 % cada.

Verifica-se apos o tratamento de clarificacdo ao frio uma diminuicdo na quantidade e
na proporgéo de VOCs. No MC foram identificados menos 43 VOCs correspondendo a
uma diminuicdo de 98,06 % da fracdo volatil total comparativamente ao MNC.

Relativamente as familias quimicas, os terpenos diminuiram em cerca de 95%.

3.5 Microfermentacéo inoculada com estirpe pura

Foram selecionadas para microfermentacdo em MC as estirpes com o padrdo de
restricio RFLP-mtDNA A e B. Foram inoculadas entre 10° e 10° células, e as

microfermentac@es foram conduzidas em condigdes analogas.

A figura 20 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos a partir das estirpes A
e B (EA e EB, respetivamente). Para melhor visualizagdo dos VOCs biossintetizados por
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cada estirpe foi incluido o cromatograma referente ao MC. Como era teoricamente

previsto e esperado, foram observados um maior nimero de picos apos a fermentacao.

Verifica-se uma maior quantidade e intensidade de picos na estirpe EB, sequido da
estirpe controlo (dados ndo apresentados) que apresentou 0 mesmo nimero de picos, mas,
de menor intensidade, e a estirpe EA, que apresentou menor nimeros de picos e de menor

intensidade (Figura 20).
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Figura 20 — Sobreposic¢ao dos cromatogramas obtidos por HS-SPME/GC-MS a partir de: EA- estirpe A, isolada a partir de Verdelho (Sdo Vicente); EB- estirpe B,

isolada a partir de Malvasia de S&o Jorge (S&o Jorge); MC- mosto clarificado. VOCs maioritarios: 1- acetato de etilo; 2- etanol; 3- 2-metil-1-propanol; 4- 2-metil-1-

pentanol; 5- 3-octanona; 6- octanoato de etilo; 7- cido acético; 8- decanoato de etilo; 9- acetato de 2-feniletilo; 10- feniletil 4lcool. Dados tratados utilizando o programa

Enhanced Data Analysis.
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Foram calculadas as &reas totais com recurso a equagdo 3. Os resultados obtidos,
expressos em UA foram: 2,28x108 no MC; 8,53x108 para a estirpe EA; 1,72x10° para a
estirpe EB e 1,23x10° na estirpe controlo (EC). A Figura 13 mostra as areas totais dos
VOCs identificados em cada estirpe, na estirpe controlo e no branco (MC).

Areas totais
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Figura 21 — Areas totais obtidos por HS-SPME/GC-MS. MC — mosto clarificado, EA — estirpe A;
EB — estirbe B; EC — estirpe controlo, (estirpes identificadas através de RFLP-mtDNA).

Verifica-se um incremento significativo de VOCs apds fermentacdo. As fracdes
volateis aumentaram em cerca de 374, 540 e 754% (EA, EC e EB respetivamente)
comparativamente a fracdo volatil do MC. A maior produgéo de metabolitos secundarios
volateis observa-se na estirpe EB, cuja fracdo supera em cerca de 100 % a fracdo volatil
de EA e em aproximadamente 27 % a da estirpe controlo EC. A estirpe que apresentou
menor area total foi a EA, e a EC apresentou um resultado intermédio.

Os VOCs identificados foram agrupados em familias quimicas: ésteres, alcoois
superiores, compostos carbonilados, &cidos gordos, terpenos e miscelaneos. A tabela 5,

mostra a contribuicdo de cada familia quimica no perfil volatil total.
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Tabela 5 — Proporcéo (%) dos VOCs em cada familia quimica que conformam o perfil volatil de EA, EB
e EC

Fracdo volatil total (%0)

Estirpe Esteres Alcoois S. cc Acidos G.  Terpenos  Miscelaneos
EA 15,854 61,630 4,220 9,244 0,770 7,906
EB 23,134 51,821 3,373 15,030 1,237 5,115
EC 23,769 57,097 2,142 10,480 0,953 8,268

Alcoois S. — alcoois superiores; CC — Compostos carbonilados; Acidos G — acidos gordos

Nas estirpes analisadas, verifica-se que entre 77 e 79 % dos VOCs identificados,
pertencem a duas familias quimicas, nomeadamente alcoois superiores e ésteres. Os
alcoois superiores encontram-se em maior percentagem, sobretudo na estirpe EA,
representando 63,20 %, enquanto que nas EB e EC encontram-se em proporg¢édo similar
(54 % aproximadamente). Relativamente aos ésteres, as estirpes EB e EC apresentam a

maior proporcao (cerca de 23 %), enquanto que a EA cerca de 16 %.

As familias quimicas minoritarias representam entre 20 e 23% dos VOCs
identificados. Desta fragéo, os &cidos gordos séo 0os VOCs mais abundantes, representado
aproximadamente 15,0, 10,5 e 9,2 nas estirpes EB, EC e EA respetivamente. Os
miscelaneos, em EC e EA representam respetivamente 8,1 e 7,9 % e na estirpe EB
representam 5,1 %. Os compostos carbonilados mostram resultados mais heterogéneos,
representando 4,2, 3,3e 2,1 % em EA, EB e EC respetivamente. Os terpenos, sado a familia

quimica minoritaria com menor percentagem (< 1,2 %) em todas as amostras.

Relativamente ao nimero de VVOCs, foram identificados 77 no total, nomeadamente
18 ésteres, 16 compostos carbonilados, 14 miscelaneos, 11 alcoois superiores, 11 terpenos
e 7 &cidos gordos . (Tabela 7). Em cada vinho fermentado por estirpe pura, foram
identificados um total de 50 VOCs no EA, e 59 no EB e EC. A tabela 6 discrimina o

numero de VOCs identificados distribuidos por familia quimica.

Tabela 6 — Namero de VOCs por familia quimica: identificados em cada Vinho fermentado com as
estirpes EA, EB e EC

Estirpe Esteres Alcoois S. cc Acidos G.  Terpenos Miscelaneos
EA 14 9 9 5 6 7
EB 16 11 8 7 6 11
EC 17 10 9 6 7 10

Alcoois S. — alcoois superiores; CC — Compostos carbonilados; Acidos G. — 4cidos gordos
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Verifica-se que o perfil volatil estudado esta constituido por 3 VOCs, representando
aproximadamente 57 % da fracdo volatil total em EB e 61 % em EA e EC. Sendo que a
familia quimica com maior contribuicéo sdo os alcoois superiores, representando 55,7 %
da fracdo volatil total de EA, aproximadamente 47 % de EB e 50,8 % de EC. O 3-metil-
1-butanol foi 0 composto maioritario, sobretudo em EA (44 %) e em menor percentagem
em EB e EC (entre 34 e 37 %). O segundo VOC maioritario foi o feniletanol, o qual
representa cerca de 12; 13 e 16 % da fracdo volatil total de EA, EB e EC respetivamente.
O terceiro VOC maioritario foi o octanoato de etilo contribuindo com aproximadamente
10-11% para o perfil volatil total de EB e EC, no entanto, em EA esta presente em menor
percentagem (5,3 %). O quarto VOC mais abundante foi o &cido acético, contribuindo

com 8 % da fracdo volatil total do EB e aproximadamente 5,8 % de EA e EC.

Constata-se que, em EA foram identificados um nimero menor de VOCs. Nos vinhos
EB e EC foram identificados o0 mesmo numero de VOCs, contudo, a propor¢cdo dos
mesmos varia. Nesse sentido, devido ao elevado nimero e dispersdo dos dados, optou-se
pela analise de componentes principais. A matriz de dados consistiu em 77 variaveis
(VOCs) distribuidos em linha, contendo os valores obtidos para as estirpes EA, EB e EC
e no MC. A esta matriz aplicou-se uma analise de componentes principais [75], previa
normalizacdo (MC). Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 22, através da qual
é possivel estabelecer a diferenca entre o perfil volatil obtidos nas 3 estirpes estudadas.
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Figura 22 — Andlise de componente principais (PCA) [75]: BM- mosto concentrado retificado diluido
até 12,5 % (v/v) de alcool provavel (MC). EA- estirpe A, EB- estirpe B, EC- estirpe controlo.
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4 DISCUSSAO

A caracterizacdo de estirpes endémicas de S. cerevisiae garante a preservacdo de uma
parte muito importante do patrimonio vitivinicola das Regi6es Demarcadas, podendo
potenciar 0s processos tecnoldgicos na inddstria, consequentemente aumentando a

competitividade nos mercados.

O interesse pela identificacdo de estirpes de leveduras S. cerevisiae autctones de um
determinado ecossistema, inserido numa Regido Demarcada ou regido vitivinicola tem-
se incrementado desde o inicio da década de 90 [74], conjuntamente com 0 surgimento
das tecnicas moleculares [70], periodo no qual também surgiu o uso de estirpes de S.
cerevisiae na forma de LSA [39] com propriedades tecnoldgicas comprovadas. Contudo,
verificou-se a falta de adaptacdo ao substrato e as condi¢fes de fermentacdo proprias de
cada regido para além de produzir vinhos padronizados. Um exemplo notério da
importancia de um estudo desta natureza, foi dado na regido vitivinicola de Alicante
(Espanha), em que os processos tradicionais de vinificacdo séo caracterizados por
fermentagdes conduzidas em temperaturas elevadas e mostos com elevado teor de agUcar
inicial, condi¢des nas quais, LSA comerciais ndo tiveram um bom desempenho [59],
surgindo a necessidade de isolar, caracterizar e selecionar estirpes a partir do préprio
ecossistema, adaptadas as condicGes de fermentacdo, com propriedades tecnoldgicas
desejadas e propriedades sensoriais que descrevam a tipicidade dos vinhos da Regiéo
[29].

Diversas Regides Demarcadas de referéncia a nivel mundial como Portugal, Espanha
e Itdlia [14,29,67] e regides vitivinicolas emergentes [76] como Chile e Australia, tém
caracterizado, molecular e tecnologicamente, estirpes endémicas de S. cerevisiae, e em
alguns casos, ap0s ensaios piloto a escala semi-industrial, tém surgido patentes com o
intuito de salvaguardar o patriménio vitivinicola, otimizar o processo industrial, manter

e melhorar a qualidade e competitividade do produto final.

4.1 Microfermentacdo espontanea

Verificou-se que independentemente da casta, todas as microfermentagfes foram

realizadas pela espécie S. cerevisiae, no entanto, é possivel observar 3 perfis
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fermentativos. As fermentagdes de inicio lento e de inicio regular estenderam-se durante
mais dias (10 e 12 dias), sendo o mosto Verdelho 1 (Prazeres) o que fermentou durante
mais tempo, registou maior perda de massa (cerca de 70 g/l) e contabilizou o segundo
mais alto UFC, sendo identificada no fim da fermentacdo maioritariamente a estirpe B. A
restantes fermentagdes de inicio lento, registaram resultados similares, relativamente as
perdas de massa de aproximadamente 62 g/, 10° UFC e estirpe dominante (B), contudo,

foram identificadas estirpes diferentes em cada amostra.

As fermentagOes de inicio rapido mostram resultados mais heterogéneos, reportando
fermentacdes que se estendem durante 6, 7, 8 e 9 dias, perdas de massa entre 32 e 62 g/l
(aproximadamente), UFC numa ordem de grandeza entre 102 e 10° coincidindo, apenas
na estirpe dominante (B).

Uma vez que os mostos foram fermentados em condic¢Bes analogas, infere-se que, 0s
diferentes perfis fermentativos podem dever-se a composi¢cdo do mosto efou a

consociagdo de estirpes durante a fermentacéo.

4.2 lIsolamento

Observa-se que as caracteristicas macroscopicas e morfoldgicas das coldnias obtidas,

correspondem com as caracteristicas da S. cerevisiae [37].

Nesta primeira abordagem, infere-se que as UFC presentes na fase final de
fermentacgdo, variam consoante a localizacdo geogréfica, uma vez que entre o V1 e V2
existe uma diferenca de cerca de 10° UFC. Existem diferentes fatores agroedafoclimaticos
que provavelmente podem estar diretamente relacionados com esta diferenca de UFC.
Por outro lado, é fundamental quantificar as UFC da espécie S. cerevisiae na fase inicial
da fermentacg&o, no entanto, segundo alguns autores [49] a concentracdo inicial da espécie

S. cerevisiae no mosto encontra-se entre 10* e 10% UFC.

Pode existir a possibilidade de uma conducdo da fermentacdo por uma estirpe
dominante residente na adega ou nas caixas de vindima, no entanto, visto que a
concentracdo de células viaveis/ml de mosto varia em todas as variedades estudadas, pode
a fermentacdo estar afetada ndo sé pelo substrato, neste caso na variedade de uva, mas

também pela flora endémica na superficie da uva, na simbiose, variedade/ecossistema.
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4.3 ldentificagdo molecular

A identificacdo de S. cerevisiae ao nivel do género e espécie foi até final da década
dos 90 conseguida com base em aproximadamente 100 testes macromorfoldgicos,
fisioldgicos e bioguimicos [53]. A partir do desenvolvimento nas areas da genética e
bilogia molecular, aunado a sequencia¢do do genoma da S. cerevisiae [24], em especial
0 estudo do rDNA [70] permitiram o desenvolvimento de técnicas de identificagdo
[53,60].

4.3.1 Extracdo de DNA

O método enzimatico de extracdo de DNA, é o procedimento mais habitualmente
utilizado na identificacdo de S. cerevisiae (género/espécie/estirpe). Enquanto que o
LiOAc é eficientemente utilizado em biotecnologia na transformacdo genética de S.

cerevisiae.

Em transformacdo genética, 0 mecanismo no qual ocorre a penetracdo do DNA
exogeno no interior da célula ndo esta totalmente elucidado, contudo, mudangas na
superficie da célula sdo observadas ap6s o tratamento com Li*. Imagens obtidas a partir
do microscopio de forca atomica (AFM), revelaram rugosidades na superficie das células
incubadas em solucdo de Li*. Baseado neste resultado, e uma vez que a superficie da
parede celular ¢ maioritariamente constituida por manoproteinas, extensivamente
glicosiladas (N- e O-), contendo residuos de manosilfosfato que conferem carga negativa
[77]. Zimkus et al. [78] inferem, que o Li* torna a parede celular da S. cerevisiae mais
porosa, facilitando a entrada de DNA exdgeno, sugerindo estudos adicionais que
permitam entender todo o processo [45].

Para a extragdo de DNA, foi utilizada uma concentracdo superior de Li*
comparativamente & concentracdo utilizada em transformacdo. Inferindo-se que, o
aumento desta concentracdo podera ter propiciado o aumento da porosidade da parede

celular, aunado a acao detergente do SDS, permitindo a libertacdo do DNA total ao meio.

Por outro lado, estudos in silico mostram que, o Li* pode ligar-se ao oxigénio do grupo

fosfato do DNA, podendo afetar a sua estrutura, uma vez que possui carga negativa [78].
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Na identificacdo do género/espécie, a extragdo com Li mostrou ser eficiente, rapida,
reprodutivel, econdmica e segura para o operador, no entanto, na identificacdo da estirpe,
inicialmente ndo foram conseguidas concentra¢des necessarias de DNA, obtendo géis de
baixa resolucdo (dados ndo apresentados). Posteriormente, foi otimizado o método a fim
de conseguir a concentracdo necessaria de DNA, neste caso, apés digestdo, obtiveram-se
géis de baixa resolucdo e digestdes parciais (dados ndo apresentados). Por tanto, visto as
evidéncias, infere-se que a estrutura do DNA poderia ter sido alterada pelo excesso de
i0es de Li* em solucdo, consequentemente, comprometendo a atividade catalitica da
enzima de restricdo Hinfl utilizada na identificacdo da estirpe, pelo que foi necessario

recorrer a outro metodo de lise da parede celular para este objetivo.

Na identificagdo de estirpes de S. cerevisiae, a extracdo do DNA é amplamente
conseguida através da extracdo desenvolvida por Querol et al. [74] com recurso a enzima
zimoliase [59,67,79-83].

A enzima liticase e zimoliase sdo extraidas a partir de Arthrobacter luteus. A liticase
possui uma forte atividade enzimatica na parede celular da levedura, principalmente
atividade p-1,3-glucanase [22], a qual hidrolisa as liga¢des p-1,3-glicosidicas do polimero
B-1,6-glucano, cuja fungdo principal é ligar os diferentes constituintes da parede celular
(seccdo 1.6.3.1) [22], libertando laminaripentaose como principal produto, permitindo a

formagao de esferoblastos.

Na identificacdo de estirpes, a literatura consultada fornece pouca alternativas a
enzima zimoliase, verificou-se um Unico estudo o qual emprega com sucesso a enzima f3-

glucoronidase [84].

A enzima liticase degrada a parede celular enquanto que o SDS combinado a
temperatura elevada (65 °C) provoca a lise celular e a libertagdo em solucdo dos
compostos celulares. Foi utilizada com sucesso a enzima liticase na identificacdo de
estirpes de S. cerevisiae. Obtendo concentracdes e graus de pureza suficientes a

caracterizagéo.
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4.3.2 ldentificagdo do género e espécie

A identificacdo do género foi realizada com recurso a amplificacdo da regido 5.8S-1TS
do rDNA e posterior identificacdo da espéecie com recurso a digestdo com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP de 5.8S-ITS).

A unidade de transcrigdo 5.8S, 18S e 26S, de expressao constitutiva, tem representado
uma valiosa ferramenta na identificacdo de espécies de leveduras, sobretudo, atraves do
estudo da regido 1TS1-5.8S-1TS2 [53,58,83,85-87], cujas sequéncias ndo codificantes
(ITSs), com elevada taxa de variabilidade interespecifica, encontram-se inseridas entre

regides altamente conservadas, concretamente entre os genes 18S e 26S [13].

Sob este fundamento, para estudos de filogenia em fungos, White et al. [70]
desenvolveram primers universais, complementares com as sequéncias (conservadas) na
extremidade interior dos genes 18S e 26S, permitindo a amplificacédo via PCR das regides
polimorficas (ITSs) e do gene 5.8S, que possibilita identificar Saccharomyces de
individuos de outras espécies, no entanto, o fragmento obtido atraves desta técnica é
caracteristico para o grupo Saccharomyces sensu strictum, sendo necessaria a analise dos
fragmentos de restricdo PCR-RFLP da regido ITS1-5.8S-1TS2, cujo padrdo de bandas é

caracteristico para cada espécie [13,25].

A literatura consultada reporta um tamanho do amplicon que varia entre 840 [83], 850
[58,86] e 880 pb [53,85]. Quatro bandas quando digerido com a endonuclease Haelll de
tamanhos aproximados de 320, 230, 180, 150 pb [53,58,83,85,86]. Relativamente a
digestdo com a enzima Hinfl, séo reportados 2 e 3 bandas: aproximadamente 365 e 155
pb [53,83,85] e aproximadamente 360, 350 e 120 pb [58,86].

No presente estudo, foi obtido um fragmento de entre 850-880 pb (Figura 14) em
todos os isolados analisados, correspondendo ao fragmento caracteristico de
Saccharomyces sensu estricto que engloba as espécies S. cerevisiae, S. bayanus, S.
paradoxus e S. pastorianus [1,2]. Seguidamente, quatro bandas apos digestdo com a
endonuclease Haelll correspondendo as espécies S. cerevisiae e S. paradoxus [53,58,86].
Finalmente, dois fragmentos apos digestdo com endonuclease Hinfl correspondendo com
a espécie S. cerevisiae [53]. Excecionalmente, foram observadas duas bandas entre 0s

fragmentos 365 e 155 pb, de muito baixa resolucdo. Adicionalmente, a sequenciacao
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aleatdéria mostrou 99.9% de homologia com as sequéncias de S. cerevisiae disponiveis na
base de dados [87]

Infere-se que o isolamento de apenas S. cerevisiae tenha sido influenciado em grande
medida por: o isolamento no fim de fermentacéo e a selecdo para caracterizacdo molecular
dos isolados (colonias) cumprindo com as caracteristicas macroscépicas tipicas da

espécie.
4.3.3 ldentificacao da estirpe

Em S. cerevisiae, o0 mtDNA possui um elevado numero de copias, de
aproximadamente 85 kb, caracterizado uma baixa densidade génica e um grau elevado de
polimorfismo intraespécie [40,46]. No entanto, 160 estirpes mostram tamanhos de
mtDNA entre aproximadamente 73- 95 kb, e apenas duas estirpes com tamanhos de 22 e
45 kb respetivamente. Cerca de 50 % das sequéncias registadas apresentam um tamanho
entre 84,5 e 85,5 kb. Relativamente a percentagem em G+C, varia entre aproximadamente

14 e 43 % [88], com numerosas regides polimorficas [40].

Os genes, sdo constituidos em cerca de 70 % por A+T, e 0S espacos intergénicos
séo quase exclusivamente constituidos por longas sequéncias de varias centenas de A+T,
intercaladas por pequenas sequéncias de G+C de entre 10 e 80 pb [89]. Com base nesta
informac&o, a identificagcdo da estirpe foi realizada com recurso a técnica RFLP-mtDNA.
A enzima de restricdo Hinfl cuja sequéncia alvo 5"G"ANTC-3" reconhece um elevado
numero de sequéncias no gDNA, ricas em G+C, contrariamente no mtDNA possui um
baixo nimero estes de locais de reconhecimento [59]. Por tanto, 0 DNA total, quando
submetidos a sobredigestio com a enzima Hinfl, gera um conjunto de fragmentos
extremamente curtos de gDNA, os quais ndo sdo detetados em gel de agarose, mas sim

sdo observados os fragmentos de maior comprimento que provém do mtDNA [59,74].

No presente estudo verificou-se que concentracdes elevadas de DNA (> 90 ug/ul)
geravam @géis com excessivo arrastamento, proveniente provavelmente da
hiperfragmentacdo do DNA nuclear, produto da digestdo enzimatica com Hinfl, enquanto
que concentracbes moderadas para a técnica utilizada (65-85 pg/pl) verificou-se um
arrastamento mais intenso no espaco correspondente as bandas 3000 e 250 bp do leader,

no qual sé foi possivel detetar as bandas de pesos moleculares mais elevados, ja para
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concentragOes muito baixas de entre 25 e 35 pg/pl ndo foram observadas bandas, ou

bandas de muito de baixa resolucéo.

Apos otimizacdo, verificou-se que aproximadamente 55 pg/ul € a concentracdo
necessaria com a qual obteve-se um padrdo de bandas de boa resolucao, porém, foram
considerados para a analise os padrdes de restricdo cujos fragmentos encontram-se entre
1,5 e 10 kb uma vez que o arrastamento no gel ndo permite a identificacdo de bandas
abaixo das 1,5 kb; ainda, estudos documentados mostram que as andlises dos resultados

foram realizadas a partir das bandas com pesos moleculares entre 1 e 2 kb [67,81].

RFLP-mtDNA é uma técnica amplamente utilizada na identificacdo de estirpes de S.
cerevisiae com interesses enoldgico, tanto estirpes comerciais como endogenas de
diferentes Regibes Demarcadas [67,74,79,80,87,90], devido ao seu eficiente poder

discriminatorio.

Schuller et al. [81] analisaram 23 estirpes comerciais de S. cerevisiae de interesse
enoldgico, isoladas em 6 paises diferentes, amplamente identificadas e diferenciadas
através de técnicas mais complexas e robustas, comparou 4 técnicas de identificacdo de
estirpes suscetiveis de serem utilizadas a escala industrial. Padrdes de restricdo RFLP-
mtDNA permitiu a identificagdo de 21 estirpes. No mesmo estudo, o método que detetou
maior variabilidade genética intraespecifica (22 estirpes) foi o cariotipagem, o qual separa

0s cromossomas utilizando um sistema de eletroforeses de campo pulsado.

A técnica RFLP-mtDNA oferece um elevado poder de discriminacdo ao nivel da
estirpe (> 90 %), sendo recomendada, sobretudo na identificacao de estirpes provenientes
do mesmo ecossistemas, uma vez que outras técnicas possuem um baixo poder
discriminatorio nestas condi¢des, devido a proximidade genética [81]. Também, mostrou

robustez e reprodutibilidade uma vez apurada e validada a metodologia.

Os padrdes de restricdo RFLP-mtDNA obtidos no presente trabalho, ndo coincidem
com os padr6es RFLP-mtDNA da bibliografia consultada, uma vez que, até a data da
entrega do presente trabalho. Ainda, verificou-se a inexisténcia de bases de dados a este

respeito.
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4.3.4 Variabilidade intraespecifica

O presente estudo, realizado na campanha de 2015, a partir de 10 microfermentacdes
foram obtidos e analisados 100 isolados (10 isolados por microfermentacédo), foi obtido
um sucesso de microfermentagcOes espontaneas de 100 % e uma taxa de variabilidade
intraespecifica de 8 %.

Um estudo realizado na Regido Demarcada dos Vinhos Verdes por Schuller et al. [67],
durante as campanha de 2001- 2003, no qual, 0 mosto era obtido no laboratério, a partir
de uvas colhidas segundo um plano de amostragem. Realizaram 90 microfermentacdes
obtendo 54 microfermentacBes espontaneas, isto €, apenas, um sucesso de 60 %.
Posteriormente, analisaram 1620 isolados, em media 30 isolados por microfermentacgéo,
e identificaram 297 estirpes representando uma variabilidade intraespecifica de

aproximadamente 18,3 %.

Ja Cappello et al. [83] num estudo realizado na regido viticola de Apulia (Italia)
seguindo a mesma metodologia [67], obteve um sucesso de microfermentacao espontanea

de 100% e uma variabilidade intraespecifica de 2,2%.

Estudos da diversidade geneética de estirpes de S. cerevisiae na regido vitivinicola do
Ribeiro na Galiza [79], a partir de fermentagdes espontaneas em cubas de 200 Its,
obtiveram 446 isolados, cultivados em meio suplementado com clorafenicol e
identificadas 19 estirpes, representando uma taxa de variabilidade de 4,3%,

possivelmente, devido intolerancia de certas estirpes a antibidticos.

No presente estudo, os isolados foram obtidos na fase final de fermenta¢do com o
intuito de isolar apenas S. cerevisiae, uma vez que é a espécie dominante, contudo,
possivelmente esta pratica influenciou a variabilidade intraespecifica obtida, nédo
traduzindo a real. Querol et al. [91] mostrou que, na ecologia da fermentagcdo podem
coexistir algumas estirpes de S. cerevisiae, verificando a substituicdo sequencial em
diferentes fases do processo fermentativo, consoante o teor de acucar. Existe a
possibilidade de que, algumas das estirpes isoladas sejam: a estirpe dominante ou a estirpe

em fase final do processo fermentativo.

Por outro lado, as adegas maioritariamente contam com uma microbiota propria, é

possivel que alguma das estirpes isoladas provenham da microbiota da adega, devido ao
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contacto com equipamentos e vasilhames, mesmo que 0s mostos tenham sido colhidos a

chama, imediatamente ap0s a prensagem.

Apos a revisdo da literatura, verifica-se que embora a variabilidade intraespecifica de
leveduras S. cerevisiae endémicas em ambiente de adega seja menor, 0 SuUCeSSO
fermentativo é na maioria dos casos estudados de um 100%. Observou-se esta tendéncia
no presente estudo, sugerindo que, possivelmente, algumas estirpes endémicas sejam
suscetiveis ou pouco tolerantes a sulfitacdo, fazendo uma primeira sele¢cdo num parametro

tecnologico importante.

4.4 Screening do perfil volatil

O perfil volatil dos vinhos é muito complexo, sendo constituido por mais de 800
compostos, contudo, s6 alguns contribuem para o aroma [49], fazendo parte fundamental
da qualidade e tipicidade dos vinhos. Dadas as diferengas na composi¢do quimica de
vinhos fermentados por diferentes estirpes de leveduras [36], tem surgido desde ha pelo
menos uma década, o interesse em caracterizar os VOCs biossintetizados por estirpes de
S. cerevisiae isoladas a partir de ambientes vitivinicolas, com o intuito de analisar esta
heterogeneidade em favor das Regides Demarcadas [49,92,93]. No presente estudo, em
ensaios de microfermentacdes inoculadas com estirpes puras de S. cerevisiae isoladas na
RDM, realizadas em condicdes analogas, foram obtidos perfis volateis diferentes em cada

estirpe estudada, confirmando esta hipdtese.

No total, foram identificados 46 VOCs biossintetizados pelas leveduras,
maioritariamente alcoois superiores e ésteres, e em menor propor¢do acidos gordos,
miscelaneos e alguns compostos carbonilados. Adicionalmente, 8 ésteres presentes no
mosto em baixa percentagem, foram obtidos nos vinhos em percentagem maiores, pelo
que se infere que o excedente foi produto da biossintese por parte da respetiva levedura.
Ainda, 3 VOCs utilizados possivelmente como percursores em diferentes vias
metabolicas, uma vez que se encontravam em elevada percentagem no mosto, diminuindo
drasticamente ap6s fermentacdo como € o caso da 3-octanona. No caso particular dos
terpenos, infere-se que possivelmente foram objeto de modificacBes, provavelmente

metabolicas, uma vez que se encontram presentes no mosto e ausentes no vinho.
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4.4.1 Alcoois superiores

Apos fermentacdo, a fracdo volatil correspondente aos alcoois superiores €
predominantemente a mais representativa [49,94]. Este resultado coincide com os obtidos
no presente estudo (Tabela 7). Os &lcoois superiores sdo biossintetizados pelas leveduras
durante a fermentacdo alcodlica, através de duas vias, nomeadamente pela via do
catabolismo dos aminoacidos ou mecanismo de Ehrlich [22,36,48], e através da via

anabdlica a partir dos a-cetoacidos [22,36].

Neste sentido, existem discrepancias relativamente a influéncia do teor de azoto
assimilavel no mosto e a sua relacdo com a quantidade de alcoois superiores formados
durante a fermentacdo alcodlica. Pretorius et al. [36] afirma que tanto a estirpe de
levedura, como o teor de azoto assimilavel pelas leveduras, presente no mosto na forma
de aminoécidos, influenciam a formacéo de alcoois superiores no vinho; sem embargo,
Gayon et al. [22] afirma que a composi¢do do mosto néo € tao relevante mais sim a estirpe

de levedura que conduz o processo fermentativo.

No presente estudo, verificou-se que a producédo de alcoois superiores tanto em termos
quantitativos como em diversidade de VOCs, esté fortemente condicionada pela estirpe
de S. cerevisiae que realizou o processo fermentativo, uma vez que, em substratos
idénticos e condicdes de fermentacdo analogas, obtiveram-se perfis diferentes, tanto na
contribuicdo dos alcoois para a fragdo volatil total (cerca de 52 e 57 % em EB e EC, e
cerca de 62 % em EA), como no nimero de alcoois superiores biossintetizados por cada
estirpe (9, 11 e 10 em EA, EB e EC respetivamente), e ainda na proporg¢éo individual de

cada alcool dentro da propria familia quimica, e no perfil volatil total (Tabela 7).

Geralmente, o 3-metil-1-butanol, o principal alcool alifatico, representa entre 40-72 %
da fracdo volatil alcoois superiores. No presente estudo representou entre 65- 71 % desta
fracdo, verificando-se que os resultados obtidos coincidem com o intervalo percentual
descrito na literatura [36,94]. O 3-metil-1-butanol mimetiza o cheiro a amargo, balsémico

e adstringente. Forma-se a partir do catabolismo da leucina [95].

VM em processo de fabrico (mais jovens ndo comercializaveis), foi igualmente
encontrado como VOC maioritario, extraido e identificado a partir da mesma técnica

utilizada no presente estudo [9].
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O segundo VOC em maior percentagem é o feniletanol, este alcool fendlico é
biossintetizado a partir da fenilalanina (Tabela 2 ), de grande interesse enologico visto
que esta associado a descritores aromaticos que mimetizam o cheiro a rosas [9,36],

evoluindo a mel contribuindo para o bouquet de alguns vinhos envelhecidos [36].

Relativamente ao screening do perfil volatil proveniente de VM da casta Malvasia [11]
verificou-se através do respetivo cromatograma, que o pico referente ao 3-metil-1-butanol
+ 2-Metil-1-butanol é o sétimo pico mais intenso em vinhos envelhecidos durante 20 anos
(1988), e 0 quinto pico mais intenso em vinhos envelhecidos durante 2 anos (2006).
Adicionalmente, é ainda o segundo pico mais intenso pertencente a familia quimica dos
alcoois superiores. No mesmo estudo, o feniletanol é o terceiro pico mais intenso em
vinhos envelhecidos durante 20 anos, e 0 pico mais intenso em vinhos envelhecidos
durante 2 anos, sendo 0 mais representativo dos alcoois superiores. Neste sentido, inferiu-
se que a sua biossintese possivelmente ocorre desde a fase inicial da fermentacédo
alcodlica, uma vez que, o VM Malvasia pertence ao tipo de vinho doce [11]. Também a
literatura reporta que o processo de estufagem caracteristicos em VM ndo modifica

substancialmente a percentagem desta familia quimica [10].

Os alcoois superiores, sao também importantes nas rea¢Ges de esterificagdo com acidos
carboxilicos, precursores responsaveis pela formacao de ésteres odorantes, com impacto

positivo no aroma do vinho [36,48], sobretudo no bouquet.

Assim, nesta primeira abordagem, constata-se a persisténcia dos VOCs maioritarios
(extraidos e identificados através de HS-SPME/GC-MS), que provém da fermentacédo
alcodlica, em VM envelhecidos, e uma vez que a espécie dominante durante o0 processo
fermentativo nos mostos de diferentes castas foi a S. cerevisiae, verifica-se a importancia
da identificacdo e selecdo da estirpe visto o seu relevante impacto durante a fermentacéo
alcoolica e nos processos de vinificagdo seguintes. Também, as condi¢6es de fermentacéo
influenciam o teor/percentagem de alcoois superiores, nomeadamente as, elevadas
temperaturas, pH e ambiente oxidativo, que contribuem para 0 aumento da cinética da

sua biossinteses [22].
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4.4.2 Esteres

Sao uma familia quimica com descritores aromaticos positivos, que mimetizam odores
a frutas e flores, por vezes encontram-se em pequenas percentagens na uva. A sua
abundancia no vinho resulta maioritariamente do metabolismo secundario da S.

cerevisiae durante a fermentacéo alcodlica [36].

No presente estudo, os ésteres etilicos de acidos gordos sdo os VOCs em maior
numero. O octanoato de etilo, que confere odor frutado e a anis [95], € o éster maioritario
nas 3 estirpes analisadas, representando aproximadamente 10 % da fracdo volatil total
nos vinhos produzidos pelas estirpes EB e EC, no entanto, no vinho produzido com EA
representa pouco mais de 5 %, confirmando-se a influéncia da estirpe na biossintese deste
VOC de interesse enoldgico. O decanoato de etilo foi o segundo éster em maior
percentagem em EB e EC (cerca de 3,2 %), contudo, EA representou < 1 %. Ja o
hexanoato de etilo representou cerca de 2,3 % em EA e EC, diminuindo a sua sintese no
EB.

O acetato de etilo, acetato de isoamilo e acetato de 2-feniletilo foram os Unicos VOCs
identificados, pertencentes ao grupo dos acetatos de alcoois superiores, apresentando EC
as maiores percentagens destes VOCs (5,1 %). Resulta da reacdo de esterificacdo

enzimatica entre o acido acetico e o alcool superior correspondente.

O papel fisioldgico dos ésteres de acidos gordos em S. cerevisiae ndo esta totalmente
elucidado, possivelmente resulte de uma via de remoc¢do de &cidos gordos Cg-C14 do
interior da célula, devido as propriedades antimicrobianas que estes possuem [36], sendo
0 &cido octandico o mais bioativo, utilizado na terapéutica de doencas dermatologicas. Ja
a biossintese de acetatos de alcoois provavelmente tém a funcéo de regenerar coenzima

A. Verifica-se também a influéncia da estirpe na biossintese destes compostos [49].

4.4.3 Acidos gordos

Os é&cidos gordos apresentam uma funcdo bioldgica conhecida e definida, séo
constituintes da membrana celular da S. cerevisiae, assistem o transporte transmembranal
e confere tolerancia em meio etanolico. Na sua biossintese, sdo inicialmente produzidos

os acidos gordos de cadeia curta [36]. Em geral, a estirpe EA apresenta a percentagem
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mais baixa de acidos gordos e a estirpe EB mostra a maior percentagem e maior niUmero
destes VOCs (Tabela 7).

O &cido acético é o maior acido gordo volatil nos vinhos, representando cerca de 90 %
desta familia quimica [36]. Contudo, no presente estudo apenas cerca de 54% da fracédo
de &cidos gordos foi identificada nas estirpes EB e EC. O mesmo foi verificado por Jiang
et al. [94] que obteve entre 45 e 60 % deste composto, diferindo ligeiramente com 0s
resultados obtidos em EA (63 %). Mauriello et al. [49], analisaram 36 estirpes de S.
cerevisiae, no qual o acido acético representou entre 10 e 100 % da familia quimica dos
acidos gordos, e noutros casos ndo foi identificado, existindo uma relagéo entre a zona
geogréfica a partir da qual foram isoladas e a producédo de &cido acético. A contribuicdo
do &cido acético para o perfil volatil total é de aproximadamente 5,8 % em EA e EC; e no

EB regista uma percentagem de cerca de 8 %.

Em ambientes de adega, as condi¢cdes que providenciam a maior biossintese deste
composto é reportada em vinhos cujos mostos foram clarificados e fermentados em
condigdes de anaerobiose [36]. Segundo Gayon et al. [22] e Garden-Cedal et al. [92], a
S. cerevisiae biossintetiza baixas percentagens de acido acético em mostos produzidos a
partir de uvas em boas condi¢es fitossanitarias e teores moderados de acUcar inicial (<
13 % v/v de alcool provavel), dependendo sempre da estirpe. Mostos com teores elevados
de acUcares induzem na S. cerevisiae uma maior biossintese de &cido acético como

mecanismo de adaptacdo ao meio.

O 4cido acético é um produto intermédio na biossintese de acidos gordos saturados de
cadeias médias e longas, formado pela hidrélise de acetil-CoA ou pela oxidacdo de
acetaldeido. O teor em acido acético é considerado um dos parametros analiticos que
define a qualidade do vinho (acidez volatil) [96] cujos teores elevados esta mais associado
a deterioracéo bacteriana [22], contudo, teores moderados conferem sensacao de frescura

nos vinhos.

O é&cido octandico é o segundo &cido gordo em termos percentuais, registado nas trés
estirpes estudadas, enquanto que, o acido decandico foi biossintetizado em maior
percentagem nas estirpes EB e EC. Relativamente ao &cido hexandico, este foi
biossintetizado em maior percentagem pela EB. Estes acidos gordos saturados tém um

efeito toxico para a S. cerevisiae inibindo o seu crescimento. A sua presenca no vinho
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deve-se a biossintese pelas leveduras através da via do acetil-CoA, ou pelo catabolismo
dos acidos gordos de cadeia longa [22], os descritores aromaticos associados a este grupo
de compostos mimetizam aromas negativos como ranco, acre e gordura, no entanto, a sua

concentracdo nos vinhos encontra-se abaixo do LPO.

4.4.4 Compostos carbonilados

Constituidos maioritariamente por aldeidos e cetonas, a 3-octanona é o VOC
maioritario no MC e o VOC mais representativo desta familia quimica identificado nos
vinhos em estudo. A 3-octanona mimetiza o aroma a cogumelos e aromas herbaceos [97],
apenas reportada em castas neutras (nas peliculas) com baixas percentagens de terpenos

e avangado estado de maturacao [98].

No presente estudo, a 3-octanona ndo foi detetada no MNC. Através da analise do
cromatograma, verificou-se que, a elevada concentragéo de y-terpineno e a similaridade
nos tempos de retenc¢do, mascarou o pico da 3-octanona, o qual, com a reducéo da fracdo
volatil total em aproximadamente 98 % ap0s o tratamento de clarificacdo, resultou num

pico mais intenso.

Assim, a 3-octanona presente nos vinhos provavelmente resulte do substrato e ndo de

reacOes bioquimicas ou quimicas.

Considerando os compostos carbonilados produto do metabolismo da S. cerevisiae,
encontram-se em baixa percentagem, representando cerca de 4,2, 3,4 e 2,1 % da fracédo
volatil total de EA, EB e EC (respetivamente), sendo o acetaldeido o VOC maioritério,
seguido do benzaldeido. O acetaldeido é formado a partir do piruvato e € um produto
intermediario na biossintese do etanol (Figura 4), em ambiente redutores, como no caso
do presente estudo [36]. No geral, os compostos carbonilados mimetizam descritores

aromaticos positivos tais como fruta e frescura [99].

4.4.5 Terpenos

Os terpenos com poder odorante presentes no mosto provém da uva, constituindo o
aroma varietal ou primario, associados a descritores aromaticos positivos, na maioria

aromas florais [27].
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No presente estudo, 0 MNC apresentou elevadas percentagens de terpenos (> 98 %),
maioritariamente 0s monoterpenos limoneno e y-terpineno. No geral estes compostos
bioativos, possuem uma funcdo ecoldgica em plantas (maioritariamente), utilizados pelo
homem devido as propriedades antimicrobianas (entre outras), inferindo-se que a
dificuldade no arranque e no vigor fermentativo neste substrato possivelmente esteja

relacionada com esta bioatividade.

Apos clarificagdo do mosto concentrado, verificou-se uma diminuig&o significativa de
terpenos, inferindo-se que a diminuicdo prolongada da temperatura (10 dias) poderia ter
influenciado a formacéo ou ativacdo de moléculas ou agentes sequestrantes ou quelantes

favorecendo a precipitacéo.

A excecdo do linalol identificado unicamente em EC, observa-se que os terpenos
identificados no MC ndo foram encontrados nos vinhos. Neste sentido infere-se em
primeiro lugar que estes VOCs tenham sofrido rearranjos, produto de reagcdes quimicas
devido as condicdes de fermentacdo (pH, teor de etanol, etc.) [27]; por outro lado
evidéncias mostram a biotransformacéo e biossinteses de terpenos especificos por S.

cerevisiae em condigdes de vinificagdo[100-102].

No presente estudo, 0 aumento do linalol e a dete¢do dos isémeros citronelol, geraniol,
nerolidol e farnesol (Tabela 7) apds fermentacdo pode dever-se: a hidrélise enzimatica de
terpenos glicosilados [101], a biotransformacdo de terpenos percursores [100], ou podem
ser produto da biossintese, em todas as hipoteses por parte das estirpes de S. cerevisiae
estudadas [100,102].

Assim, a capacidade de biossinteses de terpenos esta, no so associada a estirpe de S.
cerevisiae, mas também influenciada pelo teor de azoto assimilavel no mosto e pelas

condic¢des redox em que é conduzida a fermentacao [101].
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5 CONCLUSOES

Estirpes de S. cerevisiae tém um papel fundamental na qualidade e tipicidade dos
vinhos produzidos em Regides Demarcadas, sobretudo, na producdo de VOCs com
impacto no aroma, biossintetizados durante a fermentacao alcodlica, cuja diversidade e

proporcdo esta estreitamente dependente da estirpe que conduz o processo fermentativo.

Estirpes residentes em ambientes vitivinicolas (uvas e adegas) possuem uma
variabilidade genética adaptada as especificidades do ecossistema, que se refletem no
produto final. Assim, com o intuito de produzir vinhos de elevada qualidade, enaltecendo
as caracteristicas tipicas, tém surgido trabalhos de caracterizacdo molecular e tecnoldgica,
de estirpes autdctones de S. cerevisiae provenientes de Regides Demarcadas, contudo, até

a data, ndo existem estudos cientificos publicados a este respeito, relativamente a RDM.

Neste sentido, no presente trabalho de dissertacdo de Mestrado, foram identificadas e
caracterizadas estirpes de S. cerevisiae, isoladas durante a campanha vitivinicola de 2015,
a partir de mostos de castas nobres, provenientes de diferentes vinhedos acolhidos a
RDM.

A microbiota endémica da RDM possui elevado poder fermentativo, uma vez que a
taxa de sucesso de microfermentacdo a escala laboratorial foi de 100 %. Foi apenas
identificada a espécie S. cerevisiae na fase final de fermentagéo, através da analise de
PCR-RFLP daregido ITS1-5.8S-1TS2 e posterior sequenciagédo de alguns isolados. Nesta
fase, foi utilizado com sucesso o0 método de extracdo quimico LIOAc-SDS de DNA.

Foram identificadas 8 estirpes de S. cerevisiae através da analise de 100 padrdes de
restricdo RFLP-mtDNA. Por comparacdo dos obtidos com os publicados em trabalhos
cientificos, € possivel inferir que as estirpes identificadas no presente trabalho séo

autéctones da RDM.

Foi verificada a predominancia da estirpe EB, seguida da estirpe EA, selecionadas para
caracterizacdo do perfil volatil. Foi possivel constatar, em ensaios de microfermentagédo
inoculadas com estirpe pura, que os VOCs que compdem o perfil volatil com possivel
incidéncia no aroma do vinho, sdo maioritariamente biossintetizados pela S. cerevisiae
cujo perfil é diferenciado para cada estirpe. Os alcoois superiores, ésteres e acidos gordos,

sdo as familias quimicas maioritarias, podendo ser utilizadas como parametro
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diferenciador da estirpe, assim, 0s VOCs biossintetizados durante a fermentagdo séo “a

matéria prima do bouquet” e “o fingerprint do vinho”.
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6 PERSPETIVAS FUTURAS

O estudo de estirpes autoctones de S. cerevisiae é uma tarefa certamente ardua e
permanente. Paralelamente ao presente estudo, foram obtidos isolados a partir de mostos
cedidos pela Empresa Vinhos Barbeito (Madeira) Lda., uvas in natura proveniente dos
campos experimentais do IVBAM e uvas in natura provenientes de produtores
independentes, ditos isolados, atualmente se encontram armazenados e fazem parte de

uma pequena colecédo informal.

Com vista a garantir a conservagao de uma parte importante do patriménio vitivinicola
da RDM, uma proposta sera criar uma colecdo oficial de microrganismos, caracterizar
molecular e analiticamente, através da implementacdo da metodologia desenvolvida no

presente trabalho, podendo ser alargada a caracterizacdo das propriedades tecnolégicas.

Adicionalmente, considerando os métodos de vinificacdo do VM, especificamente
para os tipos doce e meio doce, ampliar a colecdo aos géneros ndo-Saccharomyces, cujos
VOCs séo biossintetizados em fase inicial de fermentacéo.

Finalmente, a biossintese de VOCs é multifatorial, depende da sinergia entre a estirpe,
mosto, e condi¢des de fermentagéo, assim, caracterizar fermentagdes inoculadas com

estirpe pura, considerando estas variaveis.
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Anexo 1

Tabela 7 — Compostos identificados atraves de HS-SPME/GC-MS, obtidos apartir de vinhos inoculados com estirpes pura (RFLP-mtDNA), indicando a contribuigdo de

cada composto na familia quimica e no total da fracdo volatil do vinho, assim como o descritor olfativo.

Fracédo volatil total (%0)

Ne° Tr Kil Familias de composto Id MC EA EB EC Descritores aromaticos
ESTERES PRF PRT PRF PRT PRF PRT PRF PRT

1 6.793 1113 Acetato de etilo MS 25.589 0.983 8.591 1.362 6.881 1.592 5.716 1.359 Frutado, amanteigado

2 10.913 1216 Butanoato de etilo MS 10.295 0.395 1.008 0.160 0.563 0.130 0.677 0.161 Magca

3 14.627 1290 Acetato de isoamilo MS 2.958 0.114 9.035 1.432 3.458 0.800 4.663 1.108 Fresco, banana, péra

4 20.831 1396 Hexanoato de etilo MS 9.468 0.364 14743  2.337 7.640 1.768  10.070  2.393 Frutado, morango, anis

5 23413 1442 5-Hexanoato de etilo MS - - 0.610 0.097 0.286 0.066 0.163 0.039 -

6 26.982 1500 Heptanoato de etilo MS - - 0.259 0.041 0.228 0.053 0.101 0.024 Fruta

7 33725 1612 Octanoato de etilo MS 24.993 0960 33.605 5328 43386 10.037 45,557 10.828 Floral, mentol, anis

8 36.369 1659 7-Octanoato de etilo MS - - 1.282 0.203 0.885 0.205 0.566 0.135 -

9 38914 1702 Nonoato de etilo MS - - - - 0.261 0.060 0.261 0.062 -

10 39.661 1717 Etil-3-(metilsulfanil)propanoato MS - - - - 0.112 0.026 - - Cebola, sulfuroso, ananas

11 44.266 1800 Decanoato de etilo MS 10.757 0.413 6.030 0.956 15957 3.691  13.388  3.182 Fruta, uva

12 45.212 1819 Octanoato de 3-metilbutilo MS - - - - - - 0.077 0.018 Doce, fruta

13 45421 1823 Butanodioato de dietilo MS 14.708 0.565 3.719 0.590 3.284 0.760 3.478 0.827 Vinho, fruta

14 46.057 1835 Hexadecanoato de etilo MS - - - - - - 0.193 0.046 -

15  46.300 1840 Decanoato de etilo MS - - 3.942 0.625 6.223 1.440 2212 0.526 Fruta, gordura

16 49.130 1892 Benzenoacetoato de etilo MS - - 0.415 0.066 0.312 0.072 0.311 0.074 Doce, canela, ceroso

17 49.947 1908 Acetato de 2-feniletilo MS - - 14.633  2.320 8.957 2.072 9.217 2.191 Rosa, mel, tabaco

18 50.945 1927 Dodecanoato de etilo MS 1.234 0.047 2.129 0.338 1.567 0.362 3.349 0.796 Folha, manga
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ALCOIS

19  10.809 1214 1-Propanol MS - - 0.692 0.426 0.541 0.280 0.729 0.416 Fruta, plastico, penetrante b
20 13.204 1264 2-Metil-1-propanol MS - - 8.398 5.176 8.147 4.222 4.772 2.724 Alho-porro, cola, licor b
21 15.257 1301 1-Butanol MS - - - - 0.107 0.056 0.087 0.050 Medicamentos, fruta a
22 19131 1370 3-Metil-1-butanol MS - - 71.005 43761 65.329 33.854 65.293 37.280 Balsamico, adstringente b
23 29.132 1537 3-Etoxi-1-propanol MS - - 0.061 0.038 0.042 0.022 0.293 0.168 Fruta c
24 36.525 1662 2-Etilhexanol MS 74.718 0.792 0.096 0.059 0.087 0.045 - - Suave, oleoso, floral b
25 42597 1771 2-(2-Etoxietanol) MS - - 0.104 0.064 0.062 0.032 0.082 0.047 ligeiramente etéreo c
26 44.909 1813 1-Nonanol MS - - - - 0.072 0.038 0.054 0.031 Fresco, limpo c
27 46.874 1851 Metionol MS - - 0.214 0.132 0.444 0.230 0.378 0.216 Doce, batata a
28 47211 1857 2-Undecanol MS - - 0.023 0.014 0.042 0.022 0.127 0.072 Fresco, gordura c
29 52.219 1952 Feniletanol MS 25.282 0.268  19.406 11.960 25.128 13.022 28.185 16.093 Mel, floral, rosas a
COMPOSTOS CARBONILADOS
30  4.900 1071 Acetaldeido MS 0.358 0.285 12413  0.524 8.499 0.287 27120  0.581 Fresco, frutado b
31 5.766 1089 Butanal MS - - 0.517 0.022 0.547 0.018 0.532 0.011 Chocolate c
32 7.409 1131 3-Metilbutanal MS 0.631 0.502 - - - - 0.847 0.018 Caramelo, crema, ananas b
33 15013 1796 4-Metil-3-penten-2-ona MS 0.559 0.444 - - - - - - Flores a
34 17.676 1346 2-Heptanona MS 0.212 0.168 - - - - - - - -
35 19107 139 4-Metil-2-heptanona MS 0.256 0.204 - - - - - - Améndoa, agucar torrado b
36 21.278 1403 4,6-dimetil-2-heptanona MS 0.798 0.635 - - - - - - - -
37 22.007 1417 3-Octanona MS 94423  75.091 74797 3158 80.984 2.732 54.653 1171 Cogumelos, hebaceo a
38 23.546 1444 3-Hidroxi-2-butanona MS - - 1.261 0.053 1.410 0.048 6.140 0.132 Gordura, leite c
39 24.029 1452 Octanal MS 0.185 0.147 - - - - - - - -
40  30.304 1557 2-Nonanona MS - - 0.610 0.026 0.686 0.023 2.952 0.063 Fruta, fresco c
41 36.990 1670 Decanal MS 0.850 0.676 1.656 0.070 1.455 0.049 2417 0.052 Maga, rosa, mel b
42 37.719 1682 Benzaldehido MS 1.555 1.236 4.330 0.183 4.831 0.163 1.152 0.025 - -
43 41.930 1759 2-Undecanona MS - - - - - - 4,188 0.090 Fruta, gordura c
44 49.827 1905 3,5-Dimetilbenzaldehido MS - - 2.312 0.098 1.587 0.054 - - - -



45  50.858 1926 2,4,6-Trimetil acetofenona MS 0.173 0.138 2.106 0.089 - - - - -
ACIDOS
46 34.506 1626 Acido acético MS - - 63.237 5.846 53.430 8.030 54.558 5.718 Azedo
47 40.355 1730 Acido 2-metil propandico MS - - 5.992 0.554 4.228 0.635 2.730 0.286 Azedo, queijo
48  43.524 1788 Acido butandico MS - - - - 0.342 0.051 0.618 0.065 Acético, queijo
49  50.847 1925 Acido hexantico MS  100.000  0.654 2.340 0.216 12798  1.923 5.384 0.564 Doce
50 55.032 2104 Acido octanéico MS - - 18.874 1.745 13.519 2.032 19.896 2.085 Doce, queijo
51 58.788 2182 Acido decandico MS - - 9.555 0.883  13.033 1959 16.813  1.762 Ranco, gordura
52  67.582 2362 Acido hexadecanéico MS - - - - 2.650 0.398 - - Oledso
TERPENOS
53 14213 1283 Oxido de Geranil MS 5.657 0.164 - - - - - - -
54  18.931 1366 D-Limonene MS 0.642 0.019 - - - - - - Citrinos, liméo
55  39.068 1705 Linalol MS 2.456 0.071 10.124 0.078 8.629 0.107 3.534 0.034 Citrinos, floral
56  40.259 1728 4-Etilresorcinol MS 49511 1.435 - - - - 5.176 0.049 -
57  48.052 1873 Dehidro-ar-ioneno MS 26.521 0.769 - - - - - - Licoroso
58  48.391 1879 Nerol MS - - 4.481 0.035 6.769 0.084 3.669 0.035 Floral, doce
59  48.606 1883 R-Citronelol MS - - 16.249 0.125 8.396 0.104 45.597 0.434 -
60 50.717 1923 cis-Geraniol MS - - 15.477 0.119 16.274  0.201 4.880 0.046 Floral, doce
61 51.015 1929 Geranil acetona MS 15.213 0.441 - - - - - - -
62 54.716 1998 E-Nerolidol MS - - 20.593 0.159 13.315 0.165 14.828 0.141 Citrino, madeira
63  60.577 2220 Farnesol MS - - 33076 0.255 46.617 0577 22315 0.213 Fresco, doce
MISCELANEOS
64  4.623 1065 Etoxietano MS - - 0.703 0.056 - - 0.630 0.052 -
65 4.828 1069 Etoxieteno MS - - 1.634 0.129 1.343 0.069 2.394 0.198 -
66  5.100 1075 Ciclohexano MS 82.049 9.861 5.055 0400  6.183  0.316 1.715 0.142 Fruta, crema
67 5.897 1091 Hidrogenoxalato de etilo MS - - 0.920 0.073 0.283 0.014 - - -
68 6.914 1117 1,1,Dietoxi-etano MS 14.321 1.721 64.828 5125 41.600 2128 76.575 6.331 Eter, nozes
69  11.057 1220 Tolueno MS - - - - 1.390 0.071 0.654 0.054 Tinta
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70  14.045 1280 1-(1,-etoxietoxi)-pentano MS - - 6.979 0.552 3.458 0.177  10.157  0.840 -

71 33.334 1604 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benzeno MS - - - - 1.194 0.061 0.436 0.036 -

72 43.005 1778 Butirolactona-dihidro-2(3H)-furanona MS - - - - 0.394 0.020 0.368 0.030 -

73 43.613 1789 Hexadecano MS - - - - 0.743 0.038 - - -

74 45113 1817 2,6-Dimetil,2,6-octadieno MS - - - - - - 1.000 0.083 -

75  48.548 1882 Ciclodecano MS 1.908 0.229 - - 0.664 0.034 - - Doce, fresco
76  56.808 2142 2,6-Diisopropilnaftaleno MS 1.722 0.207 - - - - - - -

77 59.492 2197 2,4-bis(dimetiletilfenol) MS - - 19.881 1572 42.748 2.187 6.071 0.502 Fendlico

Tr- Tempo de retengdo (min), Kl- Indice de Kovats, Id- método de identificacdo de compostos, MS- espectrometria de massa, MC- mosto concentrado retificado diluido
a 12 % (v/v de alcool provavel), EA- estirpe A, EB- estirpe B, EC- estirpe control, PRF- percentagem do composto relativamente a familia; PRT- percentagem do

composto relativamente ao perfil total, a- [99], b- [95], c- [97].
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EXPERIMENTAL PROCEDURE

The blosynthesis of volatile organic compounds (VOCs) with
oenological interest depends on the Saccharomyces
cerevisige strains that determine their variety and
proportions. The strains have acquired this capacity
through an nteraction between their genetic makeup and
selective adaptation to specific ecosystems.

The AIMS of the present study are

1- Identification of the yeast specie by PCR amplification of
5.85-Internal Transcribed Spacer (5.85-1TS) region followed
by Restriction Fi Length Poly (RFLP-5.8S-
ITS).

2- Identification of S. cerevisioe strain in 10 grape varieties
by restriction pattern of total DNA mitochondrial (RFLP-
mIDNA).

3- Determination of VOCs from representative strain by
Solid Phase Microextraction in headspace mode followed
by Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry

ampling soltion and molecular identifcatio

HS-SPME VOCs strain extraction
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