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RESUMO

Este estudo teve como objectivo compreender os efeitos de diferentes factores sobre
crescimento de leveduras de alteracdo em vinho tinto e consequente producdo de
metabolitos usando a metodologia de superficies de resposta. Foi estudada a combinacéo
dos efeitos de glucose, etanol e anidrido sulfuroso livre sobre o crescimento de varias
espécies de leveduras de alteracdo (Zygosaccharomyces bailii, Schizosaccharomyces
pombe, Dekkera/Brettanomyces bruxellensis, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces
cerevisiae) aplicando o método de superficies de resposta durante 60 dias, a 25 °C. A
composigao inicial dos vinhos tintos usados nas experiéncias variou de 2 — 10 g/L de
glucose, 10 — 15% (v/v) de etanol e 0 — 40 mg/L de anidrido sulfuroso livre.

Os resultados obtidos mostraram que a estirpe Saccharomyces ludwigii testada foi a
mais resistente ao etanol e anidrido sulfuroso livre enquanto a mais susceptivel foi a
Dekkera bruxellensis. A influéncia da glucose sobre o crescimento ndo foi estatisticamente
significativa, n8o se verificou nenhuma relacédo directa entre a producédo de 4-etilfenol e
consumo de glucose. Além disso, ndo houve um aumento da susceptibilidade do vinho com
elevado teor de glucose ao crescimento de leveduras de alteracdo, dando maior enfase a
mais frequente das leveduras em vinho, Dekkera bruxellensis, imediatamente inibida pelo

elevado teor de anidrido sulfuroso e/ou etanol.

Palavras-chave: vinho, leveduras de alterag&o, glucose, etanol, anidrido sulfuroso

livre, 4-etilfenol.



ABSTRACT

This study aimed to understand the effects of different factors on the growth of
spoilage yeasts in red wine and consequent production of metabolites using response
surface methodology. The combination of the effects of glucose, ethanol and free sulfur
dioxide on the growth of various species of yeast change (Zygosaccharomyces bailii,
Schizosaccharomyces pombe, Dekkera / Brettanomyces bruxellensis, Saccharomycodes
ludwigii , Saccharomyces cerevisiae) was studied using the method of response surfaces for
60 days at 25 ° C. The initial composition of red wine used in the experiments ranged 2-10
g/L glucose, 10 - 15% (v/v) ethanol and 0 - 40 mg/L of free sulphur dioxide.

The results showed that the strain Saccharomyces ludwigii tested is the most
resistant to ethanol and free sulfur dioxide in constrast to the most susceptible, Dekkera
bruxellensis. The influence of glucose on the growth was not statistically significant, and
there was no direct relationship between the production of 4- ethylphenol and glucose
consumption. Furthermore, when the cells were inactivated, specially Dekkera bruxllensis, by

sulphur dionxide and ethanol, glucose didn’t increase the wine susceptibility.

Key words: wine, spoilage yeasts, response surface methodology, glucose, sulphur

dioxide, ethanol, 4-ethylphenol.



EXTENDED ABSTRACT

The yeasts of the species Brettanomyces, Zygosaccaharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces pose a serious threat to wine industries, as their undesired growth not
only, results in formation of objectionable metabolites that develop and intensify during aging,
but also negatively impacts activity of the wine is of major concern for wine producers in
order to reduce their economical loss. A prior knowledge of the growth pattern and tolerance
ability of such spoilage yeasts in wine environment is a necessity to design and effective
control measure. The goal of study was to understand growth pattern and tolerance ability of
said yeast species in presence of different factors.

Response surface methodology statistical approach was employed to study the effect
of several factors, simultaneously, on the cell viability and the production of respective
metabolites. Measurements of the variant in cell viability and cell volume during growth
kinetics revealed the exact effect of different factors on the cell survivals. Production of
metabolites was proportional to the growth rate variation. Different yeast species showed
variable growth patterns in presence of different factors. At 25 °C, the most pronounced
effect on growth was due to ethanol and sulfur, being fully arrested under 14 or 15 % (v/v) in
Brettanomyces, while Zygosaccharomyces tolerated this concentration of alcohol. The level
of residual sugar from 2 to 10 g/L did not increase wine susceptibility to yeast growth of any
species. Saccharomycodes ludwigii was the most resistant strain in this work; fortunately its
contamination in wine is very rare due to its low ability to compete with other yeasts. For all
strains, the limiting factor for growth inhibition was free sulfur dioxide and ethanol (although

on a smaller scale) which was confirmed by the statistical analysis.

The overall results allowed a better understanding of the spoilage yeasts behavior
and provided new strategies to prevent their activity in red wines. The information can be
useful in controlling the growth of spoilage yeast at certain check-points in either during

fermentation or the storage.

The technique of response surface methodology can be a great and very useful tool
for winemakers after the optimization and validation of the models, giving rise to

comprehensive results, with a rapid analysis of a few samples.

Keywords: wine, spoilage yeasts, 4-ethylphenol, RSM
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Introducéo

1. INTRODUGCAO

1.1. Introducdo geral

O vinho é o produto da fermentacdo de mosto de uva, pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. O seu processo tecnholdgico envolve, no entanto, uma diversidade de espécies
de leveduras que contribuem de diferentes formas para a qualidade do vinho. Muitas séo
contaminantes ocasionais provenientes de equipamentos ou das uvas transportadas até a
adega e ndo desempenham qualquer papel durante a vinificacdo. Contrariamente, existem

outras espécies que sdo uma preocupacdo permanente devido a aos possiveis efeitos
deterioradores conhecidas como leveduras de alteragéo.

As contamina¢Bes do vinho causadas por leveduras sdo uma das maiores
preocupacdes em enologia moderna. Os efeitos mais comuns séo: a formagéo de véu em e
a formacdo de acido acético e lactico, em vinhos a granel, a turvagdo, a formacdo de
sedimentos e a producdo de gases, em vinhos engarrafados e, finalmente, aromas e

sabores defeituosos em todas as fases de producédo de vinhos.

1.2. Leveduras de alteracdo em vinhos

Em muitos casos, o conceito de leveduras de alteracdo n&o é facilmente definido
particularmente em alimentos e bebidas fermentados, onde os metabolitos produzidos
contribuem para o perfil aromatico e gosto do produto final (Loureiro e Malfeito-Ferreira,
2003). Em bebidas fermentadas e particularmente em vinhos, o conceito de leveduras de
alteracdo tem um significado mais complexo do que em alimentos ndo fermentados, onde
qualquer levedura capaz de alterar as suas caracteristicas sensoriais pode ser considerada
“levedura de alteragao” (Malfeito-Ferreira, 2010). As leveduras de alteracdo ou deterioracdo
de alimentos sdo as que possuem a capacidade de se desenvolver e produzir alteractes
indesejaveis em alimentos e bebidas (Pitt e Hocking, 1999). No entanto, para os técnicos
este conceito s6 se aplica a leveduras capazes de alterar os alimentos produzidos de acordo
com os padrdes de boas praticas fabris (GMPs) (Pitt e Hocking, 1999), ndo obstante a
subjectividade dessas praticas. Trata-se de um conceito mais restrito do que o de levedura
de contaminagado, que sdo as espécies isoladas de alimentos, mas sem capacidades para o

deteriorar.

As leveduras que surgem esporadicamente e ndo tém capacidade para crescer em
vinhos, séo designadas adventicias ou inocentes. Por sua vez, as leveduras podem ainda
ser subdivididas em leveduras de alteracdo sensu lato e sensu stricto (Loureiro e Malfeito-
Ferreira, 2003). O primeiro grupo engloba todas as espécies capazes de alterar as
caracteristicas organolépticas do vinho, independentemente da sua resisténcia aos

processos tecnoldgicos de estabilizacdo e aos conservantes quimicos utilizados na
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industria; o dltimo, refere-se as leveduras que apresentam mecanismos de resisténcia
consideraveis a condigbes ambientais de “stress”, tornando possivel a deterioragdo de
vinhos produzidos segundo as regras de higiene adequadas. A sua actividade esta
associada a enormes perdas econdmicas para a inddstria alimentar, sendo a sua
importancia crescente, por um lado devido a introducdo de novas tecnologias de
esterilizacdo como a filtracdo através de membranas, degradacdo enzimatica e de novos
processos de tratamento térmico e por outro lado, a introdugdo de novo produtos
alimentares, nomeadamente, com baixa concentragdo de conservantes, pontos a consumir,
com baixo teor em calorias, ou com grau alcodlico reduzido. No caso dos produtos
alimentares de baixo pH, essa importédncia acentua-se dado que a contaminacdo de
bactérias é de baixo significado sendo as leveduras a flora contaminante de maior peso e
responséavel pelas perdas econémicas mais significativas (Estevinho, 1995).

1.3. Espécies

A identificacdo de leveduras de alteragdo nos vinhos tem sido de elevada
importancia para os enodlogos avaliarem os riscos de futuras contaminagbes (Du Toit e
Pretorius, 2000).

As leveduras associadas a mostos e vinhos podem ser esporogéneas ou nhao
esporogéneas (forma imperfeita). As primeiras produzem ascésporos e as segundas nao.
Dentro do grupo das leveduras esporogéneas existem as que pertencem a classe
taxondmica Ascomycota, dentro da ordem Endomycetas e incluem as familias
Spermophoraceae e Saccharomycetaceae. As Ultimas incluem as subfamilias
Schizosaccharomycetoideae, Nadsonioideae, Lipomyceoideae e Saccharomycetoideae
(Delfini e Formica, 2001). A primeira subfamilia, contém o género Schizosaccharomyces, a
segunda engloba os géneros Hanseniaspora e Saccharomycodes, e a terceira 0 género
Lypomyces. A familia Saccharomycetaceae, inclui os géneros mais importantes em
enologia: o género Saccharomyces assim como o Zygosaccharomyces, Hansenula, Pichia.
A ordem Saccharomycetales também inclui uma levedura importante, Brettanomyces (forma

imperfeita de Dekkera) (Delfini e Formica, 2001).

Entre as espécies deteriorantes incluem-se as representantes dos géneros
Brettanomyces, Candida, Debaromyces, Kloeckera, Pichia, Rhodorotula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Hansenula, Saccharomycodes e
Kluyveromyces (Pitt e Hocking, 1999; Thomas e Davenport, 1985). Sponholz (1992)
descreveu 0s problemas resultantes da producdo de ésteres e formacdo de véu por
Hansenula, Candida e Pichia, embora tenha considerado Zygosaccharomyces bailii e

Brettanomyces ssp. como as mais perigosas. Kunkee e Bisson (1993) definiram 4 grupos de
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leveduras de alteracdo, com base no grau de perigosidade: i) leveduras de fermentacéo
(Saccharomyces cerevisiae), capazes de refermentar os vinhos doces, i)
Zygosaccharomyces bailii provoca refermentagbes no vinho, iii) leveduras de véu
(Hansenula, Kloeckera, Pichia, Metchnikowia, Debaromyces) e iv) Brettanomyces spp.
produz 4-etilfenol. A importancia de Z. bailii e Brettanomyces spp. também foi reconhecida
por Boulton, et al. (1996) e Fugelsang (1997), que descreveram as suas actividades de
alteracdo pormenorizadamente. Schizosaccharomyces pombe e Saccharomycodes ludwigii,
apesar de serem leveduras de alteracdo muito perigosas (Thomas, 1993) sdo bastante
raras, assumindo uma menor importancia (Kunkee e Bisson, 1993; Fulgelsang, 1997).

As leveduras da espécie Dekkera bruxellensis sdo a maior causa de contaminagao
de vinhos tintos em todo o mundo dada a sua capacidade de producdo de grandes
gquantidades de fendis volateis (4-etilfenol e 4-etilguaiacol) (Chatonnet, et al., 1997). As
leveduras de contaminacdo predominantes em bebidas com elevado ter alcodlico sao
também Saccharomyces spp., Zygosaccharomyces bailii e Saccaharomycodes ludwigii (Du
Toit e Pretorius, 2000). Recentemente, tém sido desenvolvidas técnicas de identificacdo
rapidas e muito sensiveis, maioritariamente com base em PCR, e tém sido aplicadas na
deteccdo de leveduras de contaminacdo em vinhos, como PCR, AFLP, RT-PCR, FISH,
PCR-RFLP e TGGE (Fernandez-Espinar, et al., 2006).

Em seguida, descreve-se cada uma das espécies estudadas. Na figura 1.1
apresentam-se as fotografias captadas no laboratorio através de um microscopio optico.

Figura 1.1. Fotografias das leveduras de alteracdo estudadas em vinho tinto em microscépio éptico. Ampliagéo
400x. A — Saccharomycodes ludwigii ISA1083; B — Dekkera bruxellensis ISA 2211; C — Zygosaccharomyces
bailii; ISA 2270; D — Schizosaccharomyces pombe ISA 1190; E — Saccharomyces cerevisiae ISA 1000 (captado
e editado por Inés Oro)
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No que respeita as espécies D. bruxellensis, Z. bailii e S. cerevisiae, consideram-se
leveduras de alteracdo sensu stricto e como das mais frequentemente isoladas de vinhos
alterados. S. cerevisiae parece ser a mais perigosa do que o indicado pelos autores
anteriores, uma vez que algumas estirpes, foram isoladas de vinhos brancos secos e
parecem mais perigosas do que Z. bailii, devido a sua maior tolerancia ao 4cido sorbico e ao
sulfuroso, para valores elevados de etanol (Malfeito-Ferreira et al., 1989). Adicionalmente,
algumas estirpes de S. cerevisiae estdo hoje frequentemente associados a refermentacéo
de vinhos tintos, devido a presenca de teores residuais de agucares fermentesciveis, em
vinhos de elevado teor de etanol (> 13% v/v) (Malfeito-Ferreira, 2010). No entanto,
Saccharomyces cerevisiae € um organismo de contaminacao apenas quando é encontrado
no “sitio errado, na altura errada”, podendo causar refermentacdes. Esta pode produzir H,S
e odores medicinais, com conotacdo negativa, devido a formacdo de fendis volateis
(vinilfendis) e devido a descarboxilagdo dos &cidos hidroxicinAmicos libertados por enzimas
pectoliticas comerciais (usadas na clarificacdo do vinho) (Malfeito-Ferreira, 2010).

Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces formalmente conhecida como Saccharomyces foi reconhecida
pela primeira vez como um género separado em 1984 por Kreger-van Rij na terceira edicdo
de The Yeast, A taxonomic Study. Na ultima edicdo por Kurtzman & Fell (1998), foram
incluidas 8 espécies dentro deste género, das quais apenas quatro foram associadas a
mosto e  vinho: Zygosaccharomyces  hailii, Zygosaccharomyces  hisporus,
Zygosaccharomyces rouxii e Zygosaccharomyces florentinus (Boulton, et al., 1996;
Kurtzman e Fell, 1998; Du Toit e Pretorius, 2000). Pertence ao grupo das leveduras com
capacidade de fermentacdo, e é considerada uma levedura perigosa para a estabilidade do
vinho. Leveduras de colénias brancas quase hemisféricas de superficie brilhosa, com
células largas e elipséides, ocorrendo isoladas, aos pares ou em curtas cadeias. A formacéo

de tubos de conjugacdo é tipica desta espécie.

Afectam vinhos fortificados ou doces nos quais conseguem crescer e fermentar
acucares mesmo sob elevadas concentragdes de etanol e anidrido sulfuroso. Tém tambemé
a capacidade de promover a turvagdo de vinhos engarrafados sob condicbes de baixa
concentracdo de oxigénio e elevados niveis de conservantes. As células depositam-se no
fundo da garrafa, os aglomerados podem ser visiveis em vinhos brancos quando se

promove ligeira agitacdo das garrafas.

A Zygosaccharomyces é osmofilica, ou seja, tem a capacidade de crescer em altas

concentracbes de aclUcar e fermentar completamento o mosto de uva. Apresenta
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capacidade de crescimento na presenca de acidos fracos utilizados como conservantes,
como o sorbico, o benzdico, acético e propidnico, bem como em ambientes com SO, (Pitt e
Hocking, 1999). Possui uma elevada tolerancia ao etanol (< 15 %), mas baixa tolerancia a
pH &cido (> 2,0), sendo assim, uma levedura dificil de inactivar (Thomas e Davenport, 1985)
gue pode induzir a refermentacdes do vinho. Esta levedura pode levar a um aumento dos
acidos acético e succinico, a um decréscimo do 4cido L-malico, provocando uma redugéo na
acidez total e uma alteragdo na concentragdo de ésteres (Du Toit e Pretorius, 2000). A
presenca de leveduras do género Zygosaccharomyces constitui um indicador de futuros
problemas de alteragdo dos vinhos e mostos concentrados (refermentacdes e turvagdes) e
permite considerar as uvas podres como um dos principais veiculos de entrada de leveduras
de alteracdo de vinhos nas adegas. As espécies de Zygosaccharomyces fermentam e
assimilam relativamente poucos acUcares (Kurtzman e Fell, 1998). A espécie Z. bailii é
frequentemente relacionada a deterioracdo de alimentos, causando grandes prejuizos na
indastria alimentar. A sua elevada tolerancia aos conservantes, em particular aos acidos
fracos (benzéico, soérbico, acético e anidrido sulfuroso), em ambientes de pH relativamente
baixo e ricos em aculcares, permite-lhe competir de forma vantajosa com outros

microrganismos (Thomas e Davenport, 1985; Fleet, 1992; Déak & Beuchat, 2008).

Algumas das caracteristicas de Z. bailii, aparentemente indesejaveis do ponto de
vista da conservacéo de alimentos, poderdo ser exploradas para fins benéficos. E o caso da
capacidade de consumo de acido acético que pode ser utilizada para remover este acido de
vinhos de elevada acidez volatil e permitir a recuperacéo, pelo menos em parte, de vinhos

de reduzido valor comercial.

Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe estd associada a alteragdes no vinho, quando cresce
dentro da garrafa, provocando um sedimento no fundo da mesma (Du Toit e Pretorius, 2000;
Kunkee e Bisson, 1993; Fugelsang, 1997). Apresentam coldnias pequenas de bordos lisos,
circulares, brancas e brilhantes. As suas células quando maduras possuem formato

elipséide e algumas vezes aparecem cicatrizes. Caracterizam-se pela multiplicacdo

COOH . CH,
I Malic TH3 Pyruvate CH3  Alcohol
CH, enzyme decarboxylase dehydrogenase

. (|:=0 o CH,;0H
CHOH

CO; COOH T Co,

coon NAD*  nApHg*
Malate Pyruvate Acetaldehyde Ethanol

Figura 1.2. Decomposicao do acido malico por leveduras durante a fermentagdo malolactica
(adaptado de Ribérau-Gayon, et. al.(2006))
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vegetativa por fissdo lateral e por formarem ascos com quatro ascésporos. Sao xerofilicas,
resistentes a maioria dos conservantes de alimentos como o acido benzéico (Pitt e Hocking,
1999). De células cilindricas alongadas de dimensGes 3 — 5 x 6 — 16 um, existem como
células individuais ou aos pares. A Schizosaccharomyces é ascoporogénica ou esporulada
pertencente ao género Saccharomycetaceae. Reproduz-se vegetativamente por fissdo
binaria formando uma parede no centro da célula. Pode formar uma pseudomicélio, porém
ndo forma um filme a superficie. Tem um elevado poder fermentativo, capaz de produzir 10
a 12,6 % de é&lcool em anaerobiose e 13 a 15% com ligeira oxigenacao (Peynaud e
Sudraud, 1962). A Schizosaccharomyces pombe tem a capacidade de metabolisar o acido
malico produzindo etanol e CO, (Kluyver, 1914) cujo processo se ilustra na figura 1.2.

Dekkera bruxellensis

Apresentam células elipséides, fermentam dextrinas, produzem &cido acético a partir
da glucose e compostos fendlicos, formando alteracdes aromaticas em refrigerantes,
cervejas e vinhos, sintetizados por suas enzimas extracelulares como pectinesterases e

proteases (Pitt e Hocking, 1999).

A Brettanomyces é a forma assexuada, e néo-esporulada de Dekkera. De acordo
com Kurtzman e Fell (1998), apenas Brettanomyces/Dekkera bruxellensis estdo associados
a mosto e vinho. Estas leveduras sdo comumente encontradas na madeira das barricas
(Boulton, et al., 1996). Ambas as espécies deste género sdo capazes de realizar a
fermentagéo alcodlica do mosto, embora muito lentamente. Apesar do crescimento lento em
condi¢gBes enologicas, estas leveduras encontram por vezes condi¢des favoraveis, como € o
caso do envelhecimento em barricas quando o teor de nutrientes é limitado, as
concentragbes de SO, sdo baixas, o pH é elevado e as temperaturas estdo geralmente
acima de 15 °C (Suarez-Lepe e Ifiigo-Leal, 2004; Suéarez, et al., 2007). Nestas condi¢des
crescem lentamente mas seguramente usam etanol e vestigios de acucares residuais como

fontes de carbono.

As leveduras da espécie Dekkera bruxellensis, ou a anamorfa Brettanomyces
bruxellensis, sdo responsaveis por sérias perdas econdémicas na industria do vinho devido a
sua capacidade de produzir etilfentis (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006) que transmitem
defeitos aromaticos descritos como “fendlico”, “estrebaria” ou “suor de cavalo”, causando
graves perdas econdémicas (Suarez, et al., 2007). Durante a Ultima década estas leveduras
tém sido cada vez mais estudadas visando compreender a sua habilidade de
alteracdo/contaminacéo e estabelecer medidas de controlo (Suérez, et al., 2007). O limiar
sensorial para os etilfenois € baixo (Suarez, et al., 2007) e mesmo pequenas quantidades
podem reduzir seriamente a qualidade olfactiva dos vinhos; descritores como “fendlico”,

“animal”, “suor de cavalo” e “estrebaria” sdo geralmente usados para descrever a sua
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presenca (Chatonnet, et al., 1992; Chatonnet, et al.,, 1993; Rodrigues, et al., 2001). A
formacdo de fendis volateis € proporcional ao tamanho da populacdo de
Dekkera/Brettanomyces (Gerbaux, et al., 2002). A capacidade destas leveduras para
produzir etilfenois é maior quando a concentracdo de etanol € menor (Suérez, et al., 2007),
acima de 15,5% (v/v) sdo incapazes de produzir estes compostos (lbeas, et al., 1997). A
temperatura durante o envelhecimento em barrica afecta também a producdo destes

compostos, sendo maior a 18 °C que a 13 °C.

A contaminacdo ocorre sobretudo durante o armazenamento de vinho,
particularmente quando sédo usadas barricas de carvalhos na producéo de vinhos tintos de
grande qualidade (geralmente reserva). As barricas de carvalho sdo particularmente
conhecidas por serem um nicho ecoldgico preferencial das leveduras do género
Dekkera/Brettanomyces que sdo agentes de defeitos aromaticos fendlicos descritos como
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“medicinal”, “estrebaria”, e “suor de cavalo”, devido a producéo de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol
(Chatonnet, et al., 1995). Por essa razdo, deve ser adoptado um cuidado especial nha
limpeza e desinfeccdo das barricas. Porém, vinhos tintos jovens em cubas de inox ou
engarrafados estdo também sujeitos a este tipo de contaminag¢édo (Rodrigues, et al., 2001,
Renouf, et al., 2007). S&o capazes de produzir acido acético em quantidades significativas;
dando origem a futuros defeitos organolépticos (Smith, 1998; Freer, 2002; Freer, et al.,
2003; Suérez-Lepe & Iiigo-Leal, 2004). Porém, parece depender da quantidade de oxigénio
disponivel; em condi¢cbes anaerdbicas a producdo é muito pequena (Aguilar-Uscanga, et al.,
2003) ou nenhuma (Blondin, et al., 1982; Larue, et al., 1991). E também conhecida a sua
producéo de tetrahidropirmidinas (aroma descrito como “chichi de rato”) e acidos gordos de
cadeia curta (aromas rangosos). Sao ainda capazes de produzir aminas biogénicas e
compostos azotados nocivos a satde humana (Agnolucci, et al., 2010). Por esta razdo esta

levedura de alteracéo pode causar relevantes perdas econdémicas na industria vinicola.

Recentemente tém sido desenvolvidos métodos moleculares especificos na
identificacdo de leveduras do género Brettanomyces, directamente de vinho (Tessoniere, et
al., 2009) e de diferentes castas (Renouf & Lonvaud-Funel, 2007; Agnolucci, et al., 2007).
Além disso, (Agnolucci, et al., 2010) refere ainda que tém sido aplicados diversos métodos
moleculares na correlacdo entre a diversidade genética dos isolados, coleccionados
mundialmente, e a sua capacidade de alteragdo/contaminacdo, cujos estudos mostraram
que: (a) B. bruxellensis é a Unica espécie encontrada em vinhos, (b) esta sempre presente
nas uvas, (c) que todas as estirpes investigadas até agora tém a capacidade de produzir
fendis volateis, (d) o nivel de producgéo de fendis volateis varia entre estirpes, ndo esta, no

entanto, directamente relacionado com a sua diversidade molecular.
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O isolamento e caracterizacdo de microrganismos a partir de vinho tem sido
normalmente realizado pressupondo que todas as células sdo capazes de crescer, de se
multiplicar e dar origem a colénias (populacdo viavel e cultivavel, VC) no meio de
crescimento. Assim, a densidade da populacédo microbiana viavel mas nao cultivavel (VBNC)
ndo pode ser avaliada. De facto, a passagem ao estado VBNC é uma resposta face a
factores de stress como pressdo osmotica, temperatura, concentracdo de oxigénio foi
demonstrada células microbianas, particularmente em bactérias. Ainda, segundo Millet &
Lonvaud-Funel (2000) e Divol & Lonvaud-Funel (2005) as células VBNC podem recuperar o
estado cultivhvel quando as condicdes ambientes favoraveis sdo restabelecidas. A
existéncia deste fenomeno de VNBC em B. bruxellensis foi observada por Du Toit, et al.
(2005).

Saccharomycodes ludwigii

A contaminagdo mais perigosa nos vinhos € devida a espécies Saccharomycodes
ludwigii, esta levedura resiste a teores elevados de SO, livre na ordem de 100 mg/L. E uma
levedura fermentadora, assim como a Zygosaccharomyces bailii, assim como algumas
estirpes de Saccharomyces cerevisiae, sdo altamente tolerante as dificeis condi¢cdes de
vinho engarrafado, apresentam, no entanto, menor ocorréncia de contaminagéo. Sendo rara
nos mostos em fermentacdo, a contaminacdo ocorre, normalmente, a partir de mostos
amuados pelo SO,. Estas contaminacgfes tornam-se visiveis em vinhos engarrafados, dando
origem a um sedimento de col6nias de leveduras, de cor castanha clara. Invertendo a
garrafa, verifica-se que se trata de um depdsito leve que cai muito lentamente para o
gargalo a garrafa. Esta levedura produz altos niveis de acetaldeido e tem sido isolada como
uma massa floculenta (Du Toit e Pretorius, 2000). O combate a esta levedura implica uma
cuidada desinfeccao dos depdsitos de alimentacao da linha de engarrafamento, dos filtros, e
sobretudo, da enchedora (Cardoso, 2005). A Saccharomycodes ludwigii encontrada em
vinhos engarrafados também ¢é altamente tolerante ao etanol e sorbatos (Du Toit e Pretorius,
2000). Possuem células isoladas, ovaladas e com formato de solas de sapato. Fermentam a

glucose, frutose, sacarose e rafinose.
Saccharomyces cerevisiae

E o microrganismo mais importante nas fermentacdes industriais. Saccharomyces é
considerada o organismo de alteracdo apenas se encontrado “no sitio e no momento errado”
(como numa garrafa de vinho meio doce) causando refermentacdes (Fleet, 1992; Boulton, et
al., 1996). E uma espécie formadora de véu incluida no grupo de espécies com capacidade
para desenvolver uma pelicula a superficie do vinho, também algumas estirpes especificas
podem ser incluidas no grupo das fermentadoras. Apresentam colonias brancas de margens

circulares e superficie brilhante. As suas células sdo geralmente esféricas a cilindricas,
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ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias. S8o fermentadoras de diversos acucares
como glucose, galactose, sacarose, maltose e rafinose. E assim um dos agentes de
contaminacédo de vinhos fortificados, particularmente o vinho Xerez. A S. cerevisiae é muitas
vezes associada a producdo de aromas defeituosos no vinho que durante a fermentacdo
pode produzir aromas de reducdo ou enxofre, resultado de algum desequilibro nutricional
dos mostos de uva. Os sistemas de enologia modernos que envolvem remontagens em
condicbes anaerObicas tendem a desenvolver este problema, ao contrario dos antigos
sistemas com arejamento do mosto. Se nédo for tratado a tempo, estes defeitos podem
persistir durante o armazenamento e em vinhos engarrafados. E também capaz de produzir
fenodis volateis (vinilfenois) concedendo aromas medicinais devido a descarboxilagdo de
acido hidroxicindmicos livres libertados por enzimas pectoliticas comerciais usadas para

clarificar mostos.

E muito Gtil na producédo de etanol em bebidas fermentadas e dioxido de carbono
para levedar o pdo, porém é também causa de alteracbes por refermentacdo apos o
engarrafamento de vinho, sumos, concentrados de fruta e conservas. Tem a capacidade de
crescera concentracfes relativamente elevadas de etanol e baixo pH. As condicbes
ambientais requeridas para restringir o crescimento de S. cerevisiae tém sido amplamente
estudadas como factores individuais (Henick-Kling, 1988), no entanto, existe relativamente
pouca informacdo sobre a combinacdo dos factores na inibicdo do crescimento (Goswell,
1986).

1.3.1. Ecologia

O ambiente, relacionado com a producéo de vinhos, pode ser dividido em duas fases
principais: a vinha, que € um ecossistema natural adaptado pelo Homem e fortemente
influenciado pelas praticas culturais, e a adega, ambiente produzido pelo Homem,

necessério a fermentagcéo, armazenamento e engarrafamento de vinhos.

No entanto, apesar de se poderem isolar varias espécies de leveduras durante o
processo produtivo apenas algumas implicam um potencial risco de alteragdo e/ou
deterioragcdo do vinho. Na tabela 1.1 encontram-se referidas as espécies de leveduras de
alteracdo ou deterioragdo do vinho, bem como os metabolitos e efeitos resultantes da sua

actividade neste meio.

Ao longo do processo fermentativo as leveduras sdo afectadas por diversas
condicbes de stresse que afectam sucessivamente a sua viabilidade e capacidade
fermentativa. Entre estas condicfes de stresse a mais relevante é a elevada concentracao
de acUcar e baixo pH em mostos, temperatura e, ao longo da fermentacéo, a acumulagéo de

etanol.
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Tabela 1.1. Leveduras de alteracé@o ou de deteriorac@o do vinho mais representativas

Espécies Problema/Composto Ocorréncia®

Espécie oxidativa

Brettanomyces bruxellensis Producdo de fendis volateis em vinhos AE:V
engarrafados ou a granel. Cheiro a suor de cavalo 1
e a rato; aumento da acidez volatil (etilfenal,
piridinas, acido gordos e acido acético)
Espécies fermentativas
Saccharomycodes ludwigii Escurecimento e turvacdo; aroma acetaldeido;
refermentacdo de  vinhos  fortificados e
engarrafados
V; A E
Saccharomyces sp.
(S. cerevisiae) A E
Escurecimento e turvacdo; refermentacéo;
producdo de compostos de enxofre (redugéo) AE
A E
Zygosaccharomyces sp. (Z. bailii)
Schizosaccharomyces pombe Sedimentos; escurecimento; refermentacao

Cheiro; perda de acidez fixa; aumento da acidez
volatil

V — vinifica¢do; A — armazenamento; E — engarrafamento (Fonte: Loureiro e Malfeito-Ferreira, 1998)

O conhecimento profundo dos ecossistemas vinha e adega é essencial para
determinar a origem das leveduras de alteragéo, as vias de contaminacdo, os pontos criticos
de infeccdo e o seu controlo. No caso das leveduras estudadas, os pontos criticos de

contaminacdo sdo a adega e a linha de engarrafamento.

Adega

As espécies consideradas como as mais perigosas para 0S Vvinhos
(Dekkera/Brettanomyces spp., Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces ludwigii),
raramente sdo detectadas em estudo de ecologia microbiana realizado em adegas. Apesar
dos trabalhos classicos de van der Walt e van der Kerken (1958, 1961), em Brettanomyces
spp., Rankine e Pilone (1973) e Minarik (1983), em Z. bailii, e Peynaud e Domercq (1955),
em S. ludwigii, terem demonstrado a sua presenca como contaminantes de adega, a maioria
dos resultados da literatura aponta para a sua baixa incidéncia, pelo que ndo sao
consideradas como contaminantes tipicas de adega. Com efeito, trabalhos recentes tém
demonstrado o isolamento de Dekkera/Brettanomyces em uvas na adega, na linha de

engarrafamento, armazenagem e de engarrafamento (Connet et al., 2002). As leveduras o
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género Zygosaccharomyces, em particular Z. bailii, sdo raras em uvas, no entanto, a sua
presenca € conhecida em adegas que produzem vinhos doces ou espumantes utilizando
mosto concentrado ou sulfitado (Rankine e Pilone, 1973, Neradt, 1982, Minarik, 1983, Wium
et al, 1990). O facto de estas leveduras serem particularmente resistente aos conservantes,
nomeadamente Z. bailii (Thomas e Davenport, 1985), Z. bisporus e Z. rouxii (Esch, 1992),
significa que a adicdo de doses subletais de conservantes aumenta a sua resisténcia e
capacidade de proliferacdo. Assim, sdo boas préaticas fabris, adicionar os conservantes
mesmo antes do engarrafamento e limitar a circulagdo de mosto concentrado a bombas e

tubagens especificas.

Os habitats naturais de Z. bailii sdo diversos e incluem frutas e exsudados das
arvores de fruto (Thomas e Davenport, 1985). Estas leveduras raramente sdo encontradas
como organismo de contaminagdo em frutos ndo processados. A sua presenga sO €
relevante nos produtos processados quando a competicdo com os fungos e bactérias é
reduzida por factores ambientais como conservantes, pH e condigbes de acondicionamento
(Thomas e Davenport, 1985). As matérias-primas, durante o seu transporte para um
ambiente industrial, podem providenciar uma fonte inicial de infecgdo para Z. bailii e outras
leveduras de contaminacdo que, rapidamente, se espalham para os produtos em

processamento e equipamento

Saccharomycodes ludwigii também € uma levedura perigosa, mas considerada
pouco frequente em adega. E muito tolerante ao sulfuroso, e pode ser observada em
adegas onde se utiliza em excesso este conservante e onde se manipula mosto amuado.
Thomas (1993) definiu esta espécie como “o pesadelo dos endlogos” pela dificuldade que

existe em erradica-la de vinhos a granel e do ambiente de adega.
Linha de engarrafamento

Em termos microbiolégicos, o engarrafamento de vinhos, fase p6s fermentativa, é
uma operacgdo altamente critica, pois, com excep¢do do enchimento a quente, é a ultima
fonte de contaminagéo antes do vinho sair para o mercado (Du Toit e Pretorius, 2000). As
origens mais comuns de contaminacdo do produto acabado incluem bicos de enchedora,
valvulas de diafragma, manoémetros e extremidades cegas de filtros esterilizantes (Beech e
Davenport, 1983). O contacto com doses sub-letais de conservantes ou a proximidade de
um pasteurizador pode induzir a esporulacdo das leveduras de Z. bailii, dando origem a

estirpes mais resistentes (Thomas e Davenport, 1985).

E nos vinhos engarrafados que as leveduras de alteracdo sensu stricto se tornam
especialmente perigosas. Dada a diferente susceptibilidade a ac¢do microbiana dos vinhos

doces e secos, a accao destas leveduras bem a como adopcéo de medidas apropriadas de
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conservacao, apenas pode ser correctamente avaliada tendo em conta o tipo de vinho em
gquestdo, como representado na figura 1.4. O grau de contaminacdo depende do tipo de
vinho. Em primeiro lugar, o facto de ser tinto ou branco, determina a percepcéo por parte
dos consumidores da alteracao devido a turvacfes e sedimentos. Desta forma, € corrente
considerar brancos como mais susceptiveis a alteracdo, embora Déak e Reichart (1992)
afirmem que os brancos secos sdo menos susceptiveis, que os tintos secos. A microflora é,
em regra, diferente da de outros sitios da adega, prevalecendo as leveduras altamente
fermentativas e resistentes a conservantes quimicos (Rankine e Pilone, 1973; Donnelly,
1977; Poulard, 1978).

Vinhos

F;ﬂ";';zc?“f Vinhos Secos Aumento de
( etanol) || (14.18% stanol) intensidade

Vinhos Doces dos
(16,5 -18% etanal) fratamentos

= de
Vinhos estabilizagéo

Secos : i

Vinhos Doces eiou

(= 14% etanol) Gas conservantes
(10-14% etanol)

Vinhos Doces
(10-14% etanoal)

Menos Mais Susceptivel
Susceptivel

Figura 1.4. Susceptibilidade dos vinhos a colonizagéo de leveduras (adaptado de Loureiro e Malfeito-
Ferreira (2003)).

Assim, nos vinhos doces, sujeitos a maiores cuidados e normalmente com elevada
concentracdo de conservantes, o principal perigo reside na refermentacdo dos agucares
residuais, enquanto nos vinhos secos reside na formacdo de turvacdo e/ou sedimentos
granuloso, devido a utlizagdo de substratos respiraveis, tais como acidos organicos
(Thomas, 1993) e etanol (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003). Em vinhos doces, com mosto
concentrado, e com elevados teores de sulfuroso e sorbato, a flora é dominada por espécies
altamente resistentes aos conservantes e ao baixo a,, como Z. bailii, S. cerevisiae e S.
ludwigii (Rankine e Pilone, 19733; Minarik, 1983; Fleet, 1992). Doses subletais de sulfuroso
(Delfini, 1988) e/ou sorbato (Warth, 1986) contribuem para o enriquecimento da flora de
adega nestas espécies (pois aumentem as resisténcias da levedura), em particular, nas
linhas de engarrafamento. O mesmo se aplica ao uso de mosto concentrado, fonte de
Zygosaccharomyces spp. € outras espécies perigosas (Rankine e Pilone, 1973; Thomas e
Davenport, 1985; Wium et al, 1990). Sendo assim, os factores criticos no engarrafamento
sdo boas condicdes sanitarias na adega, auséncia de oxigénio e uma dosagem correcta de

agente antimicrobianos para assegurar um produto estavel (Du Toit e Pretorius, 2000).

No que respeita as espécies D. bruxellensis, Z. bailii e S. cerevisiae, consideram-se

leveduras de alteracdo sensu stricto e como das mais frequentemente isoladas de vinhos
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alterados. S. cerevisiae parece ser mais perigosa do que o indicado pelos autores
anteriores, uma vez que algumas estirpes, foram isoladas de vinhos brancos secos e
parecem mais perigosas do que Z. bailii, devido a sua maior tolerancia ao acido sorbico e ao
sulfuroso, para valores elevados de etanol (Malfeito-Ferreira, et al., 1989). Adicionalmente,
algumas estirpes de S. cerevisiae estdo hoje frequentemente associadas a refermentacéo
de vinhos tintos, devido a presenca de teores residuais de acUcares fermentesciveis em
vinhos de elevado teor de etanol (> 13% v/v) (Malfeito-Ferreira, 2010). No entanto,
Saccharomyces cerevisiae € um organismo de contaminacdo apenas quando é encontrado
“no sitio errado e na altura errada”, podendo causar refermentagdes. Esta pode produzir H,S
e odores medicinais, com conotacdo negativa, devida a formacdo de fendis volateis
(vinilfenois) e devido a descarboxilagdo dos &cidos hidroxicinAmicos libertados por enzimas
pectoliticas comerciais (usadas na clarificagdo do vinho) (Malfeito-Ferreira, 2010).

Das propriedades intrinsecas dos mostos e vinhos existe uma dualidade entre os
factores de stresse como o teor de etanol, pH, concentracdo de CO, e °Brix e 0s nutrientes
presentes como agucares, aminoacidos, vitaminas e concentracdo de oxigénio que podem
contribuir para a robustez do vinho ao ataque microbiano determinando a presenca de
microrganismos como leveduras e bactérias lacticas e acéticas. Este conceito € essencial

para a microbiologia preditiva e definicdo de critérios microbioldgicos.

A manutencdo de padrdes elevados de higienizacdo, durante as varias etapas de
producdo de vinho, torna-se essencial para prevenir a sua contaminacdo. A seleccdo dos
detergentes e desinfectantes, na industria alimentar, depende de varios factores, como a
eficacia de remocao de uma largo espectro de microrganismos, na seguranca no seu
manuseamento, ou eliminacao de residuos do agente activo, o seu nivel de corrosdo para

as superficies e o seu efeito na qualidade sensorial do produto (Tristezza et al, 2010).

1.4. Conceito de susceptibilidade ao ataque microbiano em vinhos

Na industria vinica, o objectivo dos endlogos € assegurar que a actividade
microbiana contaminante nédo afecta o produto final e garantir a sua estabilidade ao longo do
tempo (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003). Em enologia, a susceptibilidade de contaminacéo
€ afectada por uma série de factores, comecando pelo estado sanitario da matéria-prima, o
grau de maturacdo e a composicdo quimica das uvas determinando o tipo e o nivel de
interaccdes microbiolégicas. No entanto, as boas pratcas de higiene em todos os processos
de vinificacdo bem como na estabilizacdo e engarrafamento é determinante na estabilidade

dos vinhos produzidos.

Loureiro e Malfeito-Ferreira (2003) sugerem que o0 conceito de susceptibilidade pode
ser estudado pré-estabelcendo condi¢cdes experimentais de resisténcia de um vinho a um

agente de alteracdo conhecido. Segundo os mesmo, a escolha das espécies com diferentes
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capacidades de alteracdo permitiria obter uma série de resultados para classificar o conceito
de susceptibilidade. Muitos foram os autores que estudaram este tema propondo varias
hip6teses. Thomas (1983), num trabalho experimental, inoculou 80 estirpes conhecidas em
vinhos e obteve uma relacdo entre os microrganismos usados e a sua capacidade de
alteracdo. No entanto, nada concluiu sobre a susceptibilidade dos vinhos com a sua
composi¢ado quimica. Loureiro e Malfeito-Ferreira (2003) sugerem um modelo que relaciona
a susceptibilidade a alguns agentes de alteracdo como o0s teores de etanol e acucar
residual. No entanto, tendo em conta o seu caracter redutor, tentaram-se modelos
matematicos que relacionassem a susceptibilidade do vinho com o seu teor alcoolico, pH,
oxigénio e niveis de conservantes (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003). Este esforco
verificou-se infrutifero uma vez que a susceptiilidade de um vinho a contaminagdo tem

contornos bastantes diferentes mesmo para vinhos em coni¢des quimicas semelhantes.

Em vinificacdo, a actividade das leveduras é essencial na fermentacéo, onde existe
um elevado nimero de espécies, bem como de bactérias lacticas e acéticas, pelo que é
muito dificil diferenciar a actividade de fermentacdo da de alteracdo. Assim compreende-se
que seja habitual o despiste destas leveduras durante a fermentacdo vinéria. Durante o
armazenamento e engarrafamento, o controlo microbiol6gico de leveduras de alteracao, é

pratica corrente (Malfeito-Ferreira, 2010).
Niveis aceitaveis de leveduras em vinhos

O Office International de la Vinge e du Vin (OIV) ndo define niveis maximos de
microrganismos em vinhos. A Unica condi¢do é que o vinho deve ser limpido, o que equivale
a possui no maximo 10* — 10° UFC/mL (em brancos) para microrganismos que produzem
sedimentos finos e menos de 10° — 10° UFC/mL, para os que produzem sedimentos

floculentos.

1.5. Alteragdo do vinho por fendis volateis

Os fendis volateis sdo um grupo especial de compostos fendélicos com influéncia no
aroma dos vinhos. Os principais fendis volateis presentes nos vinhos sao: 4-vinilfenol, 4-
vinilguaiacol, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. Os vinilfendis (4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol) estao
presentes em quantidades variaveis nos vinhos brancos e apenas em baixas quantidades
nos vinhos tintos. Os etilfendis (4-etilguaiacol e 4-etilfenol) ndo se encontram presentes nos
vinhos brancos mas encontram-se em concentracdes, por vezes elevadas, nos vinhos tintos.
Os vinhos rosés apresentam teores em vinil e etilfendis intermédios (Chatonnet, et al.,
1995).
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O aumento da exigéncia dos consumidores também alargou a gama de defeitos ou
diminuiu a tolerancia em relacdo a aspectos que ndo eram, anteriormente, considerados
sendo estes maioritariamente devidos a leveduras (e. g. ligeira turvacdo em vinhos
engarrafados, “suor de cavalo”, acetato de etilo). O melhor exemplo deste aumento de
importancia das leveduras, na alteracdo de vinhos é ilustrado pelos géneros
Brettanomyces/Dekkera spp. Um exemplo paradigmatico desta situacdo ocorre na industria
dos vinhos, com a producdo de 4-etilfenol por parte destas. Nos vinhos tintos, s6 se
considera a existencia de alteragédo, quando o teor de 4-etilfenol é superior a cerca de 620
Hg/L (Chatonnet et al., 1992, 1993). Para niveis inferiores a 400 ug/L, este composto pode
contribuir favoravelmente para a complexidade do vinho, através de notas de especiarias,
couro ou caga, apreciadas por muitos consumidores. Acima de 620 pg/L os vinhos séo
claramente penalizados por alguns consumidores, embora continuem a merecer as

preferéncias de muitos outros.

O 4-vilfenol é o composto responsavel pelo defeito que confere, nos vinhos brancos,
os aromas fendlico e medicinal, sendo a sua presenca sempre indesejavel. Os aromas
conferidos pelo 4-vinilguaiacol podem ter uma conotacdo positiva (especiaria, floral) ou
negativa (fendlico, cravinho) (Chatonnet, et al., 1995). Reduzidos teores de fendis volateis
contribuem para a complexidade. Acima dos limites de preferéncia depreciam gravemente

os vinhos (tabela

Tabela 1.2. Limites de deteccao e preferéncias dos fendis volateis no vinho

Limites de Deteccao (ug/L) Limites de Preferéncia (ug/L)

4-etil-guaiacol 140 150
4-etil-fenol 600 650
4-etil-fenol + 4-etil-guaiacol (1:10) 370 426

O 4-etilfenol pode ser usado como indicador quimico ou sensorial na deteccdo de
Dekkera/Brettanomyces spp. (Boulton, et al., 1996). Para alguns autores mesmo uma
pequena quantidade de 4-etilfenol é motivo de rejeicdo do vinho, mas para outros é visto
como uma parte integrante do caracter do vinho tinto, conferindo-lhe complexidade
(Loureiro, 1996) ou contribuindo para a tipicidade de alguns vinhos (Dubois, 1994). Os
resultados de Chatonnet, et al (1990) mostraram que a presenca desta molécula é sempre
indesejavel; se este composto pode efectivamente conferir uma maior complexidade e uma
forte intensidade aromatica a certos vinhos tintos, € sempre em detrimento da finura, do

frutado e da tipicidade varietal. No caso do 4-etilguaiacol, o aumento do caracter fendlico é
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mais lento e compensado pela evolucdo de aromas tipo especiaria e madeira, mais

favoravelmente percebidos. A finura e o frutado do vinho néo sdo diminuidos.

A producao de 4-etilfenol por D. bruxellensis depende de vérios factores como uma
fonte de carbono, glucose ou frutose (Barata, et al., 2008), teor de etanol e temperatura
(Dias, et al., 2003). Além disso, a taxa de producado esta interligada a taxa de crescimento,
sendo observados maiores niveis de 4-etilfenol quando atingido maiores valores de
biomassa. (Fugelsang e Zoecklein, 2003) encontrou também uma correlacdo entre a
producao de 4-etilfenol e a exposicdo celular cumulativa, mas o maior aumento da producao
de 4-etilfenol foi observado durante a fase de declinio celular, ndo confirmado por Barata, et
al. (2008)

Algumas praticas enolégicas podem contribuir para o incremento dos teores de
fendis volateis em mostos e vinhos. Segundo (Baumes, et al., 1986) a maceragdo contribui
para a extracgdo de percursores (cumarico e ferralico), enquanto Dzhakhua et al., (1978) cit
in (Dubois, 1994) acrescentam que a maceragdo de engagos aumenta o teor em vinilfenadis.
Também a aplicacdo de enzimas pectoliticas poe contribuir, segundo (Dugeley, et al., 1993),
para o aumento de acido cindmicos através da actividade cinamoil-esterasica das enzimas
comerciais. Estes &cidos podem, durante a fermentagé@o alcodlica, originar vinilfenois por
descarboxilagdo efectuada por Saccharomyces cerevisiae. O estagio em barricas de
carvalho também contribui para o aumento do teor de fendis volateis (Boidron, et al., 1988;
Chatonnet, et al., 1990; Chatonnet, et al., 1993) demonstraram nos seus trabalhos que o
aumento do teor de etilfendis durante o estagio em barricas era tanto maior quanto maior
fosse a idade das barricas. No entanto, estes autores demonstraram que 0S aumentos
significativos de etilfendis s&o devido a actividade de leveduras do género
Dekkera/Brettanomyces (Chatonnet, et al., 1995). Estas leveduras produzem fendis volateis,
utilizando como precursores os acidos hidroxicinamicos (acido p-cumarico e ferralico), que
sdo componentes naturais da uva e do vinho (Heresztyn, 1986; Chatonnet, et al., 1995).
Chatonnet, et al. (1995) estudaram o mecanismo de sintese de fendis volateis, seguindo a
evolugdo do numero de células e das concentracdes de fendis volateis presentes numa
cultura de Brettanomyces intermedia, a qual se adicionou 100 mg/L de acido p-cumarico,
concluindo que a transformagdo dos acidos hidroxicindmicos nos correspondentes
compostos fendlicos, envolve uma sequéncia de reacc¢des catalisadas por duas enzimas.
Numa primeira reac¢do, a enzima cinamato descarboxilase (CD), descarboxila os acidos p-
cumarico e ferrdlico, resultando na producdo de 4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol,
respectivamente. ApoOs esta etapa, é induzida a enzima vinilfenol reductase (VFR), que
reduz o 4-vinilfenol e o 4-vinilguaiacol a 4-etilfenol e 4-etilguaiacol, respectivamente
(Chatonnet, et al., 1995) (figura 1.5).
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Figura 1.5. Acidos hidroxicinAmicos metabolizados por Dekkera/Brettanomyces spp. (reacgbes de
biossintese dos fendis volateis).

1.6. Controlo microbiolégico

Os endlogos tém cada vez mais ao dispor medidas para prevenir as actividades de
alteracdo dos microrganismos. O uso de agentes inibitérios ou letais, como conservantes
guimicos ou tratamentos térmicos. Ainda outas operacbes que ndo estdo directamente
associadas a morte dos microrganismos mas promovem a remogdo de parte ou a sua
totalidade, como a clarificagcdo, colagem ou filtracdo. No entanto, todas estas operacgdes
devem ser acompanhadas de adequados procedimentos de higienizacdo de forma a
prevenir subsequentes contaminagbes. Os locais que representam maior risco de
contaminagdo sdo 0s equipamentos na adega, tubagens e valvulas, no caso da
Dekkera/Brettanomyces 0 nicho ecoldgico mais importante sdo barricas de carvalho, dada a

natureza porosa da madeira, é mais dificil de higienizar.

Uma boa medida de controlo é a gestéo eficiente das fermenta¢des. Uma boa gestédo
da fermentagéo alcodlica passar pela sulfitacdo de mostos e vinhos, inoculagédo de estirpes
eficientes, promovendo a competitividade com a flora indigena e nutricdo das leveduras, de
forma a evitar amuos de fermentacdo. O inicio rdpido da FML, para vinhos de risco,
inoculagdo de bactérias. Estabilizacdo eficaz no final a FML com eliminagédo precoce das

borras grossas, adicdo de SO, em quantidade suficiente.

Os pontos criticos de contaminac¢édo e/ou controlo séo a utilizacdo de uvas podres,
final da fermentacdo malolactica, estagio, lote final antes do engarrafamento. E ainda vinhos
provenientes de outros produtores, rapas do interior de barricas lavadas, agua de lavagem
de barricas, sempre que a prova do vinho sugira um aroma anormal. O controlo
microbiol6égico inclui a observagcdo microscopica, deteccdo de actividades -celulares
recorrendo a meios de cultura especificos e diferenciais (DBDM) métodos moleculares:
sondas de PNA, PCR-RFLP da regido 5.8 S-ITS do rRNA, tipagem de estirpes por digestao
do mtDNA.
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1. Sanidade das uvas 3. Etanol
2. Uso de ingredientes processados 4.pH
(mosto concentrado/sulfitado) 5. Acido malico

6. Outros
\ Alteracoes /

microbianas dos
vinhos

1

I11. Boas priticas de adega

7. Higiene 10. Condig¢ées de armazenamento
8. Condigdes de fermentagdio vindria 11. Controlo do engarrafamento
9. Condigdes da FML 12, Monitorizagiio analitica

Figura 1.6. Esquema dos factores de promocé&o e controlo das alteragcdes microbianas dos vinhos

1.7. Efeito factores conjuntos

Varios séo os factores que condicionam a deterioracao de um alimento ou bebida por
microrganismos, em geral e por leveduras em particular. Entre estes factores destacam-se:
disponibilidade de nutrientes, pH e capacidade tampdo, actividade da agua (ay),
temperatura, teores de conservantes, teor em acucar residual, teor alcodlico e o nivel de

contaminacgéo inicial (Malfeito-Ferreira, et al., 1989).

1.7.1. Etanol

Ao longo de uma fermentacdo alcodlica o etanol, produto principal da actividade
fermentativa da S. cerevisiae, pode acumular-se no meio extracelular, exercendo a partir de
determinada concentracdo efeitos negativos sobre a actividade metabdlica das leveduras. A
tolerancia ao etanol depende da espécie e das condicdes em que decorre a fermentacao,
nomeadamente, temperatura, composicdo do meio e presenga de O, (van Uden, 1989).
Segundo Malfeito-Ferreira (2010), a levedura S. cerevisiae € menos sensivel ao alcool que
D. bruxellensis, sendo que a concentracdo maxima para o crescimento da primeira de 17%
(v/v) e na segunda 15% (v/v). Assim, o &lcool por si s6 contribui para um menor crescimento
de leveduras com maior sensibilidade ao mesmo. Em relac@o a espécie Z. bailii a tolerancia
ao alcool tem sido observada em casos de refermentacdes de vinhos (Thomas & Davenport,
1985). Em 1959, Peynaud e Domerq verificaram que Z. baili causou um terco das
refermentagdes acidentas em vinhos com menos de 12% (v/v) de etanol e que era um

grande problema nas regides de vinhos brancos (Thomas & Davenport, 1985).
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Se tivermos em conta o facto de que vinhos com mais de 13,5% alcool, possuem
normalmente baixos niveis de 4-EF, e que Dekkera/Brettanomyces raramente foi isolada de
vinho com mais de 14% podemos perceber um pouco o efeito que o alcool exerce sobre a
viabilidade desta levedura. Barata, et al. verificou que a maioria das estirpes possui uma
MIC (concentracdo minima inibitéria) de 15% de etanol, o que revela bem a capacidade
destas leveduras, apds um processo de adaptacdo, tolerarem quantidades elevadas de

alcool.

1.7.2. Dioxido de enxofre

O principal conservante usado na industria € o anidrido sulfuroso (Ribéreau-Gayon,
et al., 2006). Vulgarmente conhecido como anidrido sulfuroso — SO,, constitui 0 conservante
usado por exceléncia, de mostos e vinhos, considerado ha muito conhecido como um
agente microbiano bastante eficaz (Hammond e Carr, 1976). Apesar dos inconvenientes de
natureza toxicoldgica e organoléptica nenhum outro conservante apresenta per se, nem em
tdo elevado grau, o conjunto de propriedades antioxidante, antidiastasica, antisséptica para
além da accao dissolvente que intensifica a maceracdo, conduzindo a uma maior extrac¢céo

dos constituintes das partes sélidas do cacho — engaco e peliculas (Cardoso, 2005).

O composto existe em solucdo sob trés formas. Macris e Markakis (1974) mostraram
gue o H,SOs3, conhecido como SO, “activo” ou molecular, é responsavel pela actividade anti-
microbiana. A eficacia da actividade antimicrobiana contra Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomycodes ludwigii a baixo pH foi explicada pela descoberta de que das trés formas
moleculares do sulfito apenas o SO, entra nestes organismos (Stratford e Rose, 1986;
Stratford, et al., 1987). Quando o SO, é adicionado ao vinho, € estabelecido um equilibrio
entre as varias formas moleculares deste composto. Uma parte reage com 0os compostos de
carbonilo dando origem ao bissulfito de carbonilo designado sulfuroso combinado a outra
parte é designada SO, livre. A maior parte deste SO, livre esta presente na forma bissulfito
HSO;. A proporcao das trés formas depende do valor de pH. Para valores de pH abaixo de
1,8, o sulfuroso existe predominantemente como SO, livre e para valores acima de 7,2
apresenta-se como SO;, para valores intermédios existe como uma proporgéo variavel de
ido bissulfito (HSO3) (King, et al., 1981). A ac¢do antimicrobiana é tanto maior quanto menor
for o valor de pH (Wedzicha, 1984), o que explica porque este compaosto é particularmente
eficaz eficacia contra leveduras que, geralmente, crescem melhor no intervalo de pH entre
3,0 — 5,0 (Rose, 1987). Em vinhos, a forma “activa” de SO, (H,SO3) representa, de acordo
com o pH, entre 0,8 e 3,5% do sulfuroso livre. Assim, para ter 1 mg/L de SO, activo, sdo

necessarias algumas dezenas de mg/L de sulfuroso livre e umas centenas de SO, total.

Na prética, o teor de sulfuroso total € controlado por lei, sendo que muitos lutam para

reduzir o nivel autorizado. O papel do endlogo é obter um vinho com um teor de SO, activo

19



Introducéo

satisfatério para o menor teor possivel de SO, total. A fraccdo combinada resulta da
agregacdo com o0s constituintes para os quais tem afinidade, como: aclUcares e seus
derivados - arabinose, glucose, xilose, 5-cetofrutose e acidos 2-ceto-glutconico e 2,5-diceto-
gluconico; etanal (também designado por acetaldeido ou aldeido acético); acidos cetbnicos:
acido piravico e acido a-cetoglutarico (pode diminuir-se a formacéo destes compostos pela
adicdo de tiamina — 0,5 mg/L) moléculas dicarboniladas: glioxal, metilgiloxal e
hidroxipropanedial e compostos fendlicos. Concentragbes mais elevadas em uvas atacadas
de podriddo cinzenta; acido glucénico, galacturdnico, glioxilico, oxalacético; antocianas

(descoloragédo dos mostos apos sulfitacao).

Na pratica enolégica, os niveis de sulfuroso livre recomendados para o
armazenamento do vinho tinto varia de 20 a 30 mg/L (Ribéreau-Gayon, et al., 2006), com
condigbes de pH 3,5, 13% (v/v) de etanol e uma temperatura de 19 °C de armazenamento

(Usseglio-Tomasset e Bosia, 1984).

As espécies de leveduras diferem consideravelmente na capacidade de resisténcia a
accdo antimicrobiana do sulfito. Considerado o mais comum inibidor de crescimento das
leveduras Dekkera/Brettanomyces (Suarez, et al., 2007). As estirpes de S. cerevisiae que
tém sido reconhecidas geralmente como resistentes. Uma levedura que tem sido descrita
como a mais resistente é a Zygosaccharomyces bailii (Thomas e Davenport, 1985; Warth,
1985). Em 1987, Stratford, et al. atribuiu a maior resisténcia da S. ludiwigii quando
comparada com a S. cerevisiae a capacidade de producdo de grandes quantidades de
acetaldeido, e a pouca acumulacao celular de SO.,.

O anidrido sulfuroso pode ser adicionado como solugédo aquosa de metabissulfito de
potassio (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). (Barata, et al., 2008) mostrou que S. cerevisiae é
consideravelmente mais tolerante ao metabissulfito de potassio que D. bruxellensis.
Conterno, et al. (2006) apresentou resultados de tolerancia de 35 estirpes de D. bruxellensis
capazes de crescer num intervalo de 10 a 50 mg/L de anidrido sulfuroso (SO,), 0 que se
correlaciona com os resultados de Barata, et al. (2008), como se sabe o0 metabissulfito de
potassio tem um rendimento de cerca de 57% de sulfito (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). O
intervalo de 100 — 150 mg/L de metabissulfito de potassio corresponde a cerca de 33 — 50
mg/L de anidrido sulfuroso livre que a 3,50 pH é equivalente a 0,66 — 1,0 mg/L da forma
molecular activa (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). Este intervalo estd em concordancia com o
valor estimado no ensaio em adega de Barata, et al. (2008) que sugere que o valor médio
de 1 mg/L de anidrido sulfuroso molecular para prevenir o aparecimento e crescimento de D.

bruxellensis em barricas para envelhecimento de vinho.

N&o obstante, existem ainda questdes ndo claramente compreendidas, o efeito real

dos conservativos na inactivagdo da populacéao de D. bruxellensis em vinhos. No entanto, as
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informacdes sobre seu efeito em D. bruxellensis inactivacdo sdo muitas vezes contraditorias.
Esta levedura é maioritariamente recuperada de vinhos ndo protegidos com anidrido
sulfuroso (Heresztyn, 1986) e alguns autores referem a sua sensibilidade/susceptibilidade a
valores acima de 30 mg/L (Gerbaux, et al., 2002; Chatonnet, et al., 1992; Chatonnet, et al.,
1993). Outros afirmam que deve ser considerada como resistente (van der Walt e van der
Kerken, 1961;Gaia, 1987; Ciolfi, 1991) e ja foi detectado crescimento sob mais de 30 mg/L
de sulfuroso livre (Froudiere & Larue, 1989). Esta controvérsia resulta provavelmente da
falta de estudos sob situacdes comparaveis e a variabilidade de comportamento das
estirpes. Apesar desta controvérsia, nos vinhos australianos os niveis de sulfuroso livre tém
aumentado nos ultimos anos provavelmente devido a adopcao de medidas rigorosas de
controlo de Dekkera/Brettanomyces (Godden e Gishen, 2005). Estes autores estabeleceram
uma possivel ligacdo entre este facto e a diminuicdo da concentragcdo média de 4-etilfenol
observada durante o periodo entre 1996-2002. Dias, et al. (2003) mostrou que ndo ha
producdo de 4-etilfenol na auséncia de crescimento da populagdo de D. bruxellensis,
portanto da sua inactivagao resulta a ndo producao deste fenol.

Estudos sobre a disseminagédo, acompanhamento e controlo das populagbes de D.
bruxellensis mostraram que estas leveduras sdo normalmente os contaminantes em menor
proporcdo em ambientes de adega (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Contudo, sédo as
contaminantes mais comuns em vinhos tintos particularmente quando os vinhos ndo estdo
bem protegidos com anidrido sulfuroso (Barata, et al., 2008). Estes autores mostraram que
sdo necessarios niveis relativamente elevados deste preservativo para inactivar o
crescimento de populagdes de D. bruxellensis. A opg¢do de aumentar o uso de anidrido
sulfuroso ndo estd em concordancia com as exigéncias dos consumidores de diminuir os
niveis de preservativos em alimentos e bebidas e, portanto, é necessario estudar o efeito de
outros factores sobre a actividade das leveduras. (Barata, et al., 2008) caracterizaram varios
factores que determinam a producédo de fendis volateis em condi¢des enoldgicas, como a
influencia de uma fonte de carbono ou teor de etanol (Dias, et al., 2003). No entanto, outros
aspectos ndo foram ainda esclarecidos, particularmente os que dizem respeito a relagéo
entre o crescimento celular e a taxa de produgcdo de 4-etilfenol em vinhos tintos. A
compreensdo desta relagdo poderd vir a ser particularmente importante uma vez que, em

adega, a erradicacéao total destas leveduras ainda nao é garantida.

As leveduras mais resistentes ao etanol sdo S. cerevisiae e as mais resistentes ao
SO, sdo Z. baili. Este facto parece reflectir diferentes mecanismos de toleréncia e
demonstra a importancia do estudo da combinacéo de efeitos dos agentes antimicrobianos.
E notavel que as estirpes mais resistentes a esta combinaco de efeitos é S. cerevisiae, que
salienta/enfatiza a influéncia do etanol sobre a sobrevivéncia/resisténcia da levedura
(Malfeito-Ferreira, et al., 1989).
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1.8. Metodologia de superficies de resposta

Tradicionalmente, o estudo microbiolégico tem sido conduzido pela monitorizacéo da
influéncia de um factor de cada vez na resposta experimental, modificando apenas um factor
enguanto os outros se mantem a nivel constante. A maior desvantagem é que nao inclui os
efeitos interactivos entre as variaveis estudadas, como consequéncia esta técnica nao
retracta completamente os efeitos. Tornou-se assim hecessario o desenvolvimento de

métodos mais precisos e abrangentes.

A metodologia das superficies de resposta € um conjunto de técnicas matematicas e
estatisticas dedicadas a avaliacdo da relacdo existente entre um grupo de factores
experimentais de controlo e as respostas de medicdo, de acordo com uma ou mais variaveis
seleccionadas de modo a optimizar a resposta e obter um modelo o mais realistico possivel
(Montgomery, 1996). Para tal, sdo usadas func¢des polinomiais lineares ou quadréaticas para
descrever o sistema em estudo e, consequentemente, analisar as condigbes experimentais

até conseguir a sua optimizacao (Bezerra, et al., 2008).

A maior vantagem desta metodologia é diminuir o nimero de ensaios experimentais
necessarios para avaliar os multiplos parametros e as suas interacgfes, explorando varias

condi¢cbes operatbrias de um processo com a mesma precisdo da abordagem classica.
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1.9. Enquadramento e objectivos do trabalho

As leveduras de alteracdo representam uma ameaca de grande significado na
industria vinicola, causando perdas de elevado custo. Constitui um problema e uma
preocupacédo para os técnicos da industria dos vinhos, pois esta associado a depreciacédo da
gqualidade com consequentes perdas econdOmicas. Torna-se necessario compreender as
condicbes ideais de crescimentos das leveduras, os factores mais relevantes e a sua

interaccgao.

O presente trabalho teve, como objectivo principal, contribuir para o estudo das
condicbes de crescimento de varias espécies de leveduras de contaminacdo comumente
encontradas em vinhos, a sua resisténcia ou susceptibilidade aos factores etanol e anidrido

sulfuroso e sua interaccéo, e a glucose como fonte de carbono.

Para tal, executaram-se ensaios de crescimento em diversos tipos de vinho — com
concentracdes diferentes de glucose, etanol e anidrido sulfuroso livre — de modo a avaliar o
comportamento das estirpes Zygosaccharomyces bailii ISA 2270, Schizosaccharomyces
pombe ISA 1190, Saccharomycodes ludwigii ISA 1083, Dekkera/Brettanomyces bruxellensis
ISA 2211 e Saccharomyces cerevisiae ISA 1000 através do método de superficies de
resposta durante 60 dias, a 25°C. O comportamento destas estirpes foi comparado com o de
um fermento utilizado em enologia (Saccharomyces cerevisiae ISA 1000). Os estudos foram
dirigidos de modo a aproximar os vinhos estudados as condigbes observadas regularmente
em vinhos comerciais, desde vinhos secos a vinhos com teores residuais de aglcares o que
corresponde a um teor de glucose entre 2 — 10 g/L; o teor alcodlico variou entre 10 — 15%

(v/v) de etanol e anidrido sulfuroso livre correspondente a valores entre 0 — 40 mg/L.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos

Neste estudo foi utilizado um conjunto de estirpes pertencentes a colec¢do de
leveduras do Laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia que se
encontram descritas na tabela 2.1. As espécies foram escolhidas devido ao seu potencial de

alteracao de vinhos.

Tabela 2.1. Estirpes em estudo, respectiva espécie e origem.

Estirpe ISA® Espécie Fonte/Origem
1000 Saccharomyces cerevisiae Inéculo comercial (Fermivin®)®, IGC® 4072
1083 Saccharomycodes ludwigii Sedimento em vinho licoroso branco
1190 Schizosaccharomyces pombe CECT 1375
2270 Zygosaccharomyces bailii Uvas com podriddo acida
2211 Dekkera bruxellensis Vinho tinto (Douro, Portugal)

& ISA (Instituto Superior de Agronomia, Lisboa, Portugal).

® Fermivin® (DSM, Delft, Netherlands).

¢ IGC (Gulbenkian Insitute of Science, Oeiras, Portugal).

4 CECT (Coleccion Espariola de Cultivos Tipo, Valéncia, Espanha).

As leveduras foram mantidas em tubos de meio sdlido inclinado GYP (20 g/L de
glucose (Copam, Loures, Portugal), 5 g/L de extracto de levedura (Biokar Diagnostics,
Beauvais, France), 10 g/L peptona (Biokar) e 20 g/L agar (Iberagar, Coina, Portugal), a pH
6,0), a 4-5 °C, sendo renovadas mensalmente, por repicagem. No caso das leveduras do
género Dekkera/Brettanomyces adicionou-se 5 g/L de carbonato de calcio (Merck,
Darmstadt, Alemanha) ao meio, de modo a neutralizar o0 maximo possivel o &cido acético
produzido, que pode ser toxico, limitando significativamente a viabilidade das células. O
meio foi colocado em tubos de 16 mm (aproximadamente 5 ml por tubo) e esterilizado em
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Apoés a esterilizacdo os tubos foram imediatamente

colocados a 10° de inclinacao por forma até a completa solidificacao do meio.
2.2. Condig0es de crescimento

2.2.1. Preparacéo do In6culo

Foi preparada uma suspensdo concentrada a partir de uma ansada de culturas
frescas, aproximadamente, 5 dias de incubacdo em camara termostatizada a 25 °C em meio
GYP (Anexo 1). A suspensdo foi distribuida por baldes de Erlenmeyer esterilizados de 250
mL, com 100 mL de meio liquido YNB (Anexo II), de modo a permitir o arejamento adequado
da cultura, e mantida em agitador orbital (Gallenkamp) a 120 rpm, a 25 °C. O crescimento foi

seguido ao longo do tempo por turbidimetria a 640 nm (DOgsonm) €M espectrofotdbmetro
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(Boeco S-20 VIS & S-22 UV/IVIS, Alemanha). Uma vez atingida a fase exponencial de
crescimento, equivalente a um valor de DOg4onm entre 0,3 e 0,5, efectuou-se a inoculagéo
das amostras, pelo mesmo procedimento em todos os ensaios de crescimento, de forma a
obter uma concentragdo inicial entre 10° — 10° CFU/ml. Para conhecer o volume de
suspensao a adicionar, fizeram-se contagens de células viaveis através do microscopio pelo

método de viabilidade com azul-de-metileno, com recurso a um hemocitdmetro.

2.2.2. Preparacdo dos vinhos

Durante este trabalho usou-se um vinho tinto em todos os ensaios experimentais. A
sua composicao fisico-quimica foi determinada pelos métodos analiticos referidos em 2.4.1.,
e apresentada na tabela 2.2.

Tabela 2.2. Composic¢ao do vinho base e rectificado

Pardmetro quimico Método Inicial Rectificado

Teor alcodlico volumétrico a 20 °C (%) NP 2143 12,5 16,1
Acidez total em acido tartarico (g/l) NP 2139 50 50
Acidez fixa em &cido tartarico (g/l) NP 2141 4,2 4,0
Acidez volatil corrigida em acido acético (g/l) NP 2140 0,56 0,61
pH Potenciometria 3,40 3,5
Anidrido sulfuroso livre (mg/l) NP 2220 32 9
Anidrido sulfuroso total (mg/l) NP 2220 86 50
Acucares (g/l) NP 2223 1,9 1,9
indice de fendis totais NP 2280 58,9 57,6
Intensidade da cor Glories, 1984 0,753 0,761
Tonalidade da cor Glories, 1984 0,868 0,909

O meio usado no estudo preliminar em 2.3.1. teve origem no vinho tinto cedido, ao

gual se procedeu apenas a neutralizacdo do teor de sulfuroso livre e acerto de pH a 3,5.

Para os ensaios relativos a construcdo de superficies de resposta (em 2.3.2.), foi
necessario corrigir os teores de glucose, etanol e anidrido sulfuroso livre das 17 amostras.
Foi preparado um vinho tinto base, facilitando os ajustes necessarios, com teor alcodlico de
16% v/v, pH 3,5 e um teor de anidrido sulfuroso livre igual ou inferior a 10 mg/L. A sua

composicao é apresentada na tabela 2.2, como vinho rectificado.
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Acerto de parametros

Primeiramente, corrigiu-se o teor de SO, livre combinando o anidrido sulfuroso com
uma solucdo de acetaldeido (Fluka) a um concentracdo de 2 mg/mL de forma a neutralizar o
SO, livre (Ribéreau-Gayon, et al., 2006) conforme a seguinte reacc¢ao irreversivel:

CHg'CHO + HSOg_ — CH3CHOH803 11/

Acetaldeido Bissulfito Composto Organico

De seguida, elevou-se o teor alcodlico até 16 %(v/v), adicionando etanol a 95 %(v/v)
de pureza. O pH de todas as amostras foi acertado a 3,5, com recurso a um potenciémetro
(Radiometer), usando uma solucdes de NaOH (Merck, Darmstadt, Alemanha) ou HCla 1 M

(Merck), no caso de se pretender aumentar ou diminuir o valor de pH.

A partir deste vinho tinto base, preparam-se as 17 amostras relativas a construgéo
das superficies de resposta com teores apresentados na matriz factorial (tabela 2.7), em que
cada linha representa uma amostra. Para corrigir o teor de &lcool de cada amostra usou-se
uma solucéo de &cido tartarico com uma concentracao de 5 g/L para diluir o vinho de forma
a ndo alterar a acidez total. A concentracdo de glucose foi alterada por adicdo de glucose
(Copam) a cada amostra, consoante a matriz factorial ja referida. Para o acerto do teor de
anidrido sulfuroso livre usaram-se solugfes de metabissulfito de potassio (MK) nas
concentragbes 5,04; 12,60; 20,16 e 25,2 mg/mL consoante o SO, livre final de cada
amostra, respectivamente, 8, 20, 32 ou 40 mg/mL. Uma vez que também o indice de
polifendis totais foi alterado apos a diluicdo, a correc¢do deste parametro foi conseguida
pela adicdo directa de tanino enolégico. Utilizou-se o Tanisouple (Spindal AEB, Viseu,
Portugal), um tanino elagico, com uma dose de utilizagdo recomendada entre 5 e 40 g/hL.
Todos o0s acertos realizados encontram-se no Anexo Il. No final realizou-se uma
esterilizacdo do vinho por filtragéo, utilizando uma membrana de acetato de celulose de 0.22
um e 47 mm de diametro (Milipore), de forma a retirar qualquer tipo de contaminantes do
vinho. A manipulacdo das amostras foi sempre realizada em camaras de fluxo continuo em

condi¢gBes de assepsia de modo a garantir a ndo contaminagdo das mesmas.
2.3. Avaliacao do crescimento

2.3.1. Estudo preliminar em vinho a 12,5% de etanol

Tendo em vista o principal objectivo deste trabalho, o estudo do comportamento de
diferentes espécies de leveduras em condi¢des “standard” a fim de avaliar o seu potencial
de alteragéo, revelou-se importante fazer um estudo preliminar de um dos principais factores
de stress microbiano: o etanol. Como tal, procedeu-se a um ensaio de crescimento em vinho

com 12,5% de etanol, de forma a observar o comportamento de cada espécie.
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Foram estudadas as estirpes Zygosaccharomyces bailii, Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomycodes ludwigii e Dekkera bruxellensis. Para este fim usou-se o vinho
tinto base filtrado apresentado em 2.2.2., apés correc¢des de pH a 3,5, teor alcodlico a 12,5
% (v/v) e remocéo do sulfuroso livre. Cada amostra de 100 mL foi acondicionada num baléo
de Erlenmeyer de 100 mL rolhado com batoques de borracha perfurados por uma agulha
hipodérmica com algoddo, de modo a minimizar o contacto com o ar e perdas por
evaporacdo, mas permitindo a libertacdo de gas, eventualmente, produzido. Durante o
ensaio experimental, os baldes foram mantidos em camara termostatizada a 25 °C, sem

agitacao.

Inoculacédo

O in6culo descrito em 2.2.1 foi centrifugado (Centrifuge 5415 D) durante 7 minutos a
4 000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ressuspendeu-se o sedimento concentrado
num volume conhecido de Solucdo de Ringer, de modo a retirar todo meio YNB e lavar as
células através de uma segunda centrifugacdo. Tendo sempre em atencdo a
homogeneidade da suspenséo, de forma a introduzir em todas as amostras a mesma
concentracdo inicial de células, no volume (1 mL) de in6culo adicionado (Figura). Todos os
procedimentos apos a filtracdo das amostras foram realizados em condi¢bes de assepsia,

em camaras de fluxo, de modo a impedir ou minimizar a contaminag&o.

O crescimento microbiano foi acompanhado por contagem de unidade formadoras de
colénias (UFC/mL) em placas soélidas de GYP, através do método da gota (25 pL),
espalhamento com um volume de 100 pL, ambos em duplicado. As células metabolicamente
activas foram estimadas pelo método de contagem de células viaveis com azul-de-metileno

(Merck) num hemocitémetro.

2.3.2. Ensaios experimentais para a obtencao de superficies de resposta

Para este fim, foi preparado um conjunto de 17 amostras de 100 mL de vinho tinto
filtrado, para cada estirpe, com pH inicial de 3,5 e composicdo variavel de glucose, etanol e
SO, livre, como descrito na Tabela 2.7. Matriz factorial, combina¢fes dos factores Glucose,
Etanol e Sulfuroso Livreda matriz factorial, onde cada linha corresponde a uma amostra. Tal
como no ensaio experimental descrito em 2.3.1. os baldes de Erlenmeyer de 100 mL com
rolhas de borracha, foram mantidos em camara termostatizada a 25 °C, sem agitacdo
orbital, durante 60 dias. As rolhas foram, igualmente, perfuradas por agulhas hipodérmicas

com algodao.

A inoculacao foi realizada pelo procedimento ja descrito em 2.3.1.
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O desenvolvimento celular foi acompanhado por contagem de unidades formadoras
de coldnias (UFC/mL) pelo método da gota (20 pL) ou espalhamento (100 pL) em placas de
meio GYP, em duplicado. No final do ensaio, filtrou-se o volume total das amostras, nalguns
casos, foi necessério recorrer a filtracdo de volume varidvel conhecido durante o ensaio
experimental. Todas as operacdes foram conduzidas em ambiente de assepsia em camaras
de fluxo continuo. No caso particular da Dekkera bruxellensis, a viabilidade das células foi

acompanhada pelo estudo dos fendis volateis produzidos, nomeadamente o 4-etilfenol.

Figura 2.1. Contagem das unidades formadoras de colonias. A — Método da gota com varias diluigGes
na mesma placa. B — Filtragcdo de 10 mL de vinho tinto

2.4. Comparacao de resisténcia das estirpes

Ap6s a obtencdo dos modelos e das suas equacfes polinomiais foram calculadas as
gquantidades necessarias dos factores mais significativos para reduzir biomassa celular de
cada estirpe a 1 log UFC/mL. Foram elaborados quadros comparativos da resisténcia das
estirpes ao longo do tempo.

2.5. Teste

Utilizaram-se, ainda, 2 amostras de vinhos tintos e 2 amostras de vinhos brancos,
das regides do Vinho Verde, Alentejo e Bairrada, para confrontar com os resultados obtidos
a fim de validar o modelo ajustado. A caracterizacdo dos vinhos e sua composicdo
apresentam-se nas tabelas 2.3 e 2.4, respectivamente.

Tabela 2.3. Caracterizagdo das amostras de vinho usadas para validagédo

Amostras Castas Ano Regido
A Aragonez e Syrah 2010 Alentejo
B Cabernet Sauvignon e Casteldo da Bairrada 2004 Bairrada
C Antdo Vaz, Viogner, Verdelho, Sauvignon Blanc 2010 Alentejo
D Trajadura, Alvarinho, Loureiro 2009 Vinhos Verdes
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N&o foram corrigidos quaisquer parametros, excepto a neutralizagdo do SO, livre e 0
ajustamento do pH 3,5, de forma a avaliar o desenvolvimento celular em vinhos nas suas
condi¢Bes elementares. Foi acompanhado o desenvolvimento celular através de contagens

de colonias, expressas em Log UFC/mL.

Tabela 2.4. Composi¢éo dos vinhos-teste (validagdo)

Parametro quimico Método A B C D
Teor alcodlico volumétrico a 20 °C (%) NP 2143 13,6 15,3 12,6 11,6
Acidez total em &cido tartarico (g/L) NP 2139 5,0 4,7 51 6
Acidez fixa em éacido tartarico (g/L) NP 2141 4,4 3,8 4,7 5,8
Acidez volatil corrigida em &cido acético (g/L) NP 2140 0,52 0,72 0,33 0,16
pH Potenciometria 3,50 3,50 3,50 3,50
Anidrido sulfuroso livre (mg/L) NP 2220 9 10 9 7
Anidrido sulfuroso total (mg/L) NP 2220 93 78 105 114
Acucares (g/L) NP 2223 2,7 1,8 2,2 6
indice de fendis totais NP 2280 55,9 56,8 8,89 7,8
Intensidade da cor Glories, 1984 9,54 12,9 1,19 0,96
Tonalidade da cor Glories, 1984 0,834 1,127 - -
Brilho (%) 54,15 29,89 - -

2.6. Andlises quimicas

2.6.1. Andlises dos parametros enoldgicos convencionais
Foram realizadas diversas analises quimicas aos vinhos no laboratério Ferreira Lapa.
Os resultados encontram-se descriminados na Tabela 2.2. Composi¢cdo do vinho base e

rectificado, segundo as Normas Portuguesas correspondentes a cada método adoptado.

As medicdes relativas a cor dos vinhos foram executadas segundo os procedimentos
de Glories (1984) e Glories (1984 a), usando um espectrofotometro para medir a
absorvancia a 420, 520 e 620 nm usando uma célula de quartzo com 1 mm de comprimento.

Foram registadas a intensidade e tonalidade da cor.

2.6.2. Andlise por GC-FID - Quantificac&o de 4-etilfenol.
A extraccao do 4-etilfenol consiste na separacédo da fase orgénica que é recolhida
para andlise por cromatografia de gas, efectuada conforme o protocolo descrito por

Rodrigues et al. (2001). As extrac¢cBes foram realizadas em 6 momentos diferentes: 5, 15,
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20, 30, 45 e 60 dias ap6s a inoculacdo. Resumidamente, os fendis volateis foram extraidos
com uma solucdo de éter-hexano (1:1) (éter dimetilico, Merck e hexano, Merck) de 50 mL da
amostra diluida (1:2) depois de ajustar a pH 8 com NaOH (Merck). Para a quantificagéo foi
adicionado 0,5 mL de uma solucéo de 3,4-dimetilfenol (100 ppm diluido a 75% de etanol)
como padrdo interno, e 0,05 mL de uma solucdo de 4-etilfenol para facilitar a sua
identificacdo num GC-FID (Cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama)
Varian CP-3800 com COMBIPAL equipado com uma coluna Restek Stabilwax® (30 m; 0,25

mm ID; 0,25 um espessura da membrana/pelicula).

Detector

Sample inlet

Signal

|

Detector gas

-

Carrier gas ’

T

Figura 2.2. Representacdo esquematica dos componentes que constituem uma analise de GC.

Ao cromatdgrafo esta acoplado um computador equipado com o software Galaxie
GC Worldstation WS para Windows (Varians) que permite a obtencdo dos dados. O
cromatografo foi calibrado com solugbes padrdo de concentracbes conhecidas e as
amostras injectadas em duplicado. As condicbes do programa foram as seguintes:
temperatura inicial de 50 °C, elevando a temperatura a 10 °C min™, a segunda temperatura
de 215 °C, com segundo aumento a 20 °C min™ e temperatura final 250 °C durante 10 min.
As temperaturas do injector e detector foram, respectivamente, 230 e 250 °C. Foi usado
hidrogénio (H,) como gas de arrastamento a 76,5 kPa (2,0 mL/min). O volume de amostra

injectado foi 2 L.

2.6.3. Anélise por HPLC - Quantificagdo de agucares, acidos e alcoois

A andlise por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) foi realizada em 4
momentos do processo experimental, antes da inoculacdo correspondente ao dia 0, ao fim
de 15, 30 e 60 dias, momento em que se considerou o fim do procedimento experimental.
Por HPLC foram quantificados os compostos considerados importantes para avaliar o tipo

de metabolismo das leveduras e a sua evolugéo durante o processo de crescimento celular.
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Os constituintes analisados foram: &cido citrico, acido tartarico, glucose, frutose, &cido

sucinico, &cido lactico, glicerol, acido acético e o etanol.

S - Detector
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:
i
4-co|una/-:
b d T

6 - reservatono
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- >, : 7 - recetor de

( 7 = ~ Injector dados

1- Reservatorio
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Figura 2.3. Representacédo esquematica dos componentes que constituem uma analise por HPLC.

Para esta andlise foi retirado 1 mL de cada amostra para tubos de Eppendorf,
mantidos a -18°C. ApOs descongelacdo das amostras, foram removidas as células e
proteinas provenientes do crescimento celular, ap6s separacdo por centrifugacdo a 1200
rpm durante 10 minutos (Centrifuge 5415 D). O liquido translucido obtido foi filtrado com
seringas (Inserpor) e filtros de celulose de 0,2, 13 mm (Frilabo) e transferido para vials
rigorosamente identificados. Foram injectados 20 pL do filtrado, em duplicado, para
guantificacéo e integracdo, num sistema constituido por uma bomba isocratica (Waters 501),
uma coluna com separagdo por troca ionica e exclusdo por tamanho (8,0 x 300 mm, SH
1011, Shodex) mantida a 60 °C e um detector de indice de refracgdo (Waters 486, Waters
Corporation, Milford, MA). Como fase movel utilizou-se uma solucdo de H,SO, (2,5 mM), a
0,6 mL/min de caudal, preparada com agua MiliQ e previamente filtrada em membrana de

0,22 um (Milipore) e desgaseificada em bomba de vacuo e ultra-sons (P-Selecta).

Tabela 2.5. Parametros de calibragéo para quantificacdo de aclcares, acidos e alcoois

Composto TR (minutes) Equacéo r
Acido Citrico 10,36 y = 2x10°x + 1.846 1
Acido Tartarico 10,78 y = 2x10°x + 2.571 0.99
Glucose 11,57 y = 2x10°x + 2.728 0.999
Acido maélico 11,82 y = 2x10°x + 2.636 1
Frutose 12,28 y = 2x10°x + 2.726 1
Acido Succinico 13,85 y = 3x10°x + 1.754 1
Acido Léactico 14,87 y = 4x10°x + 3.549 1
Glicerol 15,36 y = 3x10°x + 12.02 1
Acido Acético 16,87 y = 3x10°x + 1.754 1
Etanol 22,74 y = 7x10°x + 123.1 1
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TR tempo de retencao; r? coeficiente de determinacao

Os resultados foram processados utilizando o software Empower Pro para Windows
gue permitiu efectuar de forma imediata a integracdo das areas dos picos cromatograficos.
Esta quantificacdo foi efectuada com base na construcéo de rectas de calibracdo (Anexo
VIl), para cada um dos referidos compostos, obtidas a partir de solu¢des padrdo com

concentracdes conhecidas.

2.7. Metodologia das superficies de resposta

Para avaliar o padrao de crescimento das leveduras de alteracdo em vinho foi usada
a metodologia de superficies de resposta. Com base em informagfes colhidas de leituras
bibliogréficas e a partir de ensaios prévios, foram definidas como variaveis independentes os
teores de glucose (g/L), etanol (% v/v) e anidrido sulfuroso livre (mg/L). O efeito dos trés
factores sobre o crescimento das leveduras foi estudado usando um delineamento composto
central rotacional (DCCR) com trés repeticdes no centro, de forma a proporcionar uma

estimativa da falta de ajustamento do modelo estatistico linear obtido (Montgomery, 1996).

O delineamento foi gerado através do software Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA) e os niveis das variaveis ambientais foram estabelecidos numa gama de condi¢es

representativas dos vinhos presentes no mercado.

O delineamento composto central rotacional completo, baseia-se em trés principios

de um delineamento experimental ideal (Meilgaard, et al., 1991):

1. num delineamento factorial completo 2", onde n é o nimero de variaveis testadas,
Ny, NUmeros de pontos centrais (com todos os factores no nivel 0) e,
3. pontos-estrela no eixo de cada variavel experimental a uma distancia a + 1,68 do centro
do delineamento (i.e. pontos com uma distancia axial de + a dos pontos centrais, para
um factor, enquanto os restantes dois factores se situam no nivel 0).
Nota: Estes pontos-estrela possibilitam considerar a rotatividade do delineamento,
permitindo extrair a mesma quantidade de informagéo (e consequentemente fazer predigées
com a mesma precisdo) em todas as direccdes da superficie ajustada (Myers &

Montgomery, 2002).

O numero total de pontos do delineamento foram N = 2" + 2n + n,, neste caso 17
tratamentos. As relagfes entre os niveis codificados e reais sdo apresentadas na tabela 2.6

cujos valores resultam da aplicacdo das seguintes equacoes.
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(MAX-MIN)

(tw)= —2 — (0) = MIN +

X

MAX—-MIN

> EFD=0)tw

O delineamento experimental completo foi realizado de forma independente para

cada levedura e monitorizado ao longo de 60 dias.

Tabela 2.6. Relacao entre valores reais e codificados dos factores ambientais usados no delineamento DCCR

Niveis
Variaveis Independentes Estrela mviﬁli(r;ro Centro m\gili%:o Estrela
-1,68 -1 0 1 1,68
Glucose (X1) (9/L) 2 3,6 6 8,4 10
Etanol (X2) (%) 12,5 11 10 14 15
SOz livre (X3) (mg/L) 0 8 20 32 40

A variavel dependente seleccionada foi a culturabilidade (UFC/mL). As variaveis
independentes escolhidas foram a glucose, X; (g/L); etanol, X, (% v/v); sulfuroso livre, X
(mg/L). A matriz factorial resultante da combinacdo das variaveis independentes para a

construcdo do modelo final € apresentada na tabela 2.7.

Tabela 2.7. Matriz factorial, combina¢des dos factores Glucose, Etanol e Sulfuroso Livre

Variaveis codificadas Variaveis originais
Amostra
X1 X2 X3 Glucose (g/L) Etanol (%) SOz livre (g/L)
1 -1 -1 -1 3,6 11,0 8
2 1 -1 -1 8,4 11,0 8
3 -1 1 -1 3,6 14,0 8
Delineamento factorial ‘ ! ! 1 84 14,0 8
> -1 -1 1 3,6 11,0 32
6 1 -1 1 8,4 11,0 32
7 -1 1 1 3,6 14,0 32
8 1 1 1 8,4 14,0 32
9 -1,68 0 0 2,0 12,5 20
10 1,68 0 0 10 12,5 20
Pontos axiais ou estrela t 0 1,68 0 6 10 20
12 0 1,68 0 6 15 20
13 0 0 -1,68 6 12,5 0
14 0 0 1,68 6 12,5 40
o 15 0 0 0 6 12,5 20
Repetlc;(:cfnstrda? Ponto 16 0 0 0 5 125 20
17 0 0 0 6 12,5 20
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Os dados de contagem de colbnias foram ajustados a equacgdes polinomiais de
segundo grau através de uma regressao linear mdltipla, segundo o critério dos minimos

quadrados, para descrever os efeitos lineares e quadraticos e das interac¢des das variaveis.

Yy =Bo+ L X+ ﬁnxlz + BX, + EQng + BsX3 + ,333)(32 + B12X1Xp + B13X1 X5 + BozXoX3 + €

T T T

Efeito Efeito Efeito da

linear quadratico interacao

onde y é o parametro modelado (crescimento, em UFC/mL), B, € termo de
intercepgao, Bi sao o0s coeficientes a serem estimados durante o ajustamento das
superficies de resposta (B8; € o coeficiente para o efeito linear de X;, B1; para o efeito
quadratico de X, 81, para a interaccdo entre variaveis X; e X, e assim por diante) e € € o
termo para erro. X;, X, e X3 séo as variaveis — os factores ambientais glucose (G), etanol (E)

e sulfuroso livre (S), respectivamente.

3.1. Método estatistico

Os resultados dos 17 ensaios do delineamento composto centra e rotacional foram
analisados usando o software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA). Foram analisados os efeitos
lineares (L) e quadréaticos (Q) dos factores, assim como o efeito das suas interac¢oes

lineares pela analise de variancia (ANOVA).

Os graficos tridimensionais e os respectivos graficos de contorno foram obtidos com
base no efeito nos niveis de dois par@metros e as suas interac¢des na culturabilidade das

leveduras mantendo o terceiro parametro nas suas concentracdes optimas.

Aos modelos ajustados aplicou-se empiricamente o algoritmo de exclusdo sequencial
de modo a simplificar o0 modelo até obter um submodelo estatisticamente mais significativo.
Este procedimento visa excluir sequencialmente uma variavel, a partir de um modelo inicial
completo com varios preditores, cujo teste a estimativa do coeficiente B d4 menor
significAncia estatistica com base no p-value. Reajustando sequencialmente o submodelo
originado e, repetindo o procedimento até ndo existirem variaveis candidatas a sair. A
gualidade do ajustamento do submodelo final foi avaliada pelos coeficientes de
determinac&o (R?) e o ajustado (R?,) (Weisberg, 1985).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As leveduras de alteracdo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii,
Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces baili e Dekkera/Brettanomyces
bruxellensis foram escolhidas neste trabalho experimental por serem as leveduras de
alteracdo que aparecem mais frequentemente em vinho apés a sua fermentacdo (ex. no

engarrafamento) e que podem causar impacto sensorial e organoléptico.

4.1. Avaliacdo do crescimento em vinho a 12,5% de etanol

Dada a importancia do teor alcodlico do vinho na inibicdo do crescimento da
populagdo microbiana tornou-se essencial realizar um estudo preliminar inoculando as
estirpes em monocultura em vinho tinto com 12,5% de etanol, correspondente ao nivel O -
ponto central - usado no delineamento experimental da matriz factorial. Este estudo teve
como objectivo a avaliagdo da susceptibilidade/resisténcia individual de cada uma das
leveduras de alteracé@o Z. bailii ISA 2270, D. bruxellensis ISA 2211, S. pombe ISA 1190 e S.
ludwigii ISA 1083 através observagdo da culturabilidade e viabilidade por métodos de

contagem de coldnias em placa e observagdo microscopica com azul-de-metileno.

Os resultados deste ensaio estéo representados na figura 3.1. A partir da observagao
dos gréficos foi possivel denotar a grande similaridade de comportamento das estirpes face
ao etanol ao longo de todo o ensaio. Apés um periodo inicial de adaptagdo ao meio, todas
as estirpes recuperaram ou mantiveram a populagdo microbiana, com tendéncia a cessar o
seu crescimento ao fim de 24 — 48h. Apds o quarto dia todas elas apresentaram 0 mesmo
comportamento de diminuicdo da populacdo. Em todos os casos a populagdo aumenta de
10* UFC/mL, umas de forma mais acentuada que outras durante os dois primeiros dias de
inoculacdo, sendo que o maior crescimento corresponde a S. ludwigii (até préximo de 10°)
comecando ent&o a diminuir até atingir os valores da populacéo inicial de 10* UFC/mL no
qguarto dia. Ao fim do quinto dia todas as leveduras apresentam o mesmo numero de
unidades formadoras de colénias (10° UFC/mL) diminuindo ligeiramente até ao décimo

quinto dia correspondente ao final do ensaio.

Apesar de todas as estirpes apresentarem o mesmo comportamento perante o etanol
podemos distingui-las em termos de resisténcia/susceptibilidade. Assim da mais susceptivel
para a mais resistente temos D. bruxellensis ISA 2211, Z. bailii ISA 2270, S. pombe ISA
1190 e S. ludwigii ISA 1083.

Pode-se considerar o primeiro dia como periodo de adaptacdo ao etanol, verifica-se

que a estirpe mais resistente foi a S. ludwigii, que apresentou uma populacdo 10° que
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apesar da diminuicdo de uma poténcia ao fim de 24h, manteve-se estavel até ao terceiro
dia. A D. bruxellensis foi considerada a estirpe mais susceptivel, no entanto, apresentou
uma rapida adaptacao ao fim de 24h. A S. pombe apresentou um comportamento bastante
similar a Z. balilii, tendo contudo uma maior resisténcia, verificando-se um crescimento

populacional entre as 24 e 48h.

No entanto, ao comparar a viabilidade celular foi possivel observar maior nimero de
células viaveis desde o inicio do ensaio com tendéncia a aumentar até ao quinto dia a partir

do qual se tornaram incontaveis nas diluicbes usadas.
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Figura 4.1. Culturabilidade (A) e viabilidade (B) de leveduras de alteracdo em vinho a 12,5 % de etanol (—® )
S. pombe, (- ® ) S. ludwigii, ( —4 ) B. bruxellensis, (—* ) Z. bailii

Estes resultados revelaram que o etanol ndo inibe o crescimento das estirpes de
leveduras apos 48h de adaptacéo a 12,5 % de etanol. Demonstrando um decréscimo muito
acentuado do nimero de coldnias ao fim de 4 dias, até 10° UFC/mL correspondente &
adaptacdo ao meio e voltando & populacéo inicial 10* UFC/mL a qual se manteve até ao
final de 15 dias de ensaio. Foi possivel visualizar um grande aumento do nimero de células
viaveis, de 10° células/mL iniciais até 10 células viaveis/mL ao fim de 5 dias, a partir do qual
nao se apresentam resultados por ter sido impossivel proceder a contagem das células nas

diluicdes adoptadas.

4.2. Avaliacdo do crescimento em vinhos com diferentes teores de glucose, etanol e
sulfuroso livre através da metodologia de superficies de resposta

Os efeitos dos teores de glucose, etanol e sulfuroso livre sobre o crescimento das

leveduras estudadas foram obtidos pelo método das superficies de resposta, através de um

delineamento composto central e rotacional pelo RSM. Para a analise dos dados foram

utilizados os resultados da contagem de colénias dos ensaios de cada estirpe, apresentados

em logaritmo de base 10 dos valores médios de UFC/mL, que se podem encontrar no Anexo

[ll. Por serem muito extensos ndo foram incluidos neste capitulo de resultados. No software
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Statistica 7.0 foram calculados os efeitos lineares e quadraticos dos factores estudados
assim como as suas interacgdes lineares e a significancia de cada um deles. Para cada
conjunto de dados experimentais, foi gerado um modelo a partir do qual se construiram
superficies de resposta a 4-dimensfes. O algoritmo de pesquisa sequencial utilizado n&o
garante a identificacdo do “melhor submodelo”. Apenas identifica de forma que nao é
computacionalmente muito pesada, submodelos que se presume serem “bons”. Devem ser
usados com bom senso e cruzados com outras consideracdes (como por exemplo, o custo
ou dificuldade de obtencéo de cada variavel, ou o papel que a teoria relativa ao problema
em questdo reserva a cada preditor). A andlise estatistica ANOVA foi realizada ao nivel de
significancia a = 0,05, isto é a um nivel de confianca de 95%. Usando como referéncia o

valor de prova fixado 0,05 acima do qual o efeito do factor analisado néo € significativo.

Os efeitos lineares dos factores permitem fazer uma relagéo directa entre o sinal do
parametro associado e o resultado sobre a variavel resposta. Podem ser interpretados como
0 aumento ou diminuicdo (dependendo do sinal positivo ou negativo) da resposta quando o
factor altera em uma unidade. Se positivo, o efeito podera ser coadjuvante ao crescimento,
se pelo contréario for negativo, o factor exerce um efeito inibitério sobre a varidvel resposta.
Quanto aos efeitos quadraticos, dao origem a superficies que poderdo ser cbncavas se 0

parametro for positivo ou convexas quando o parametro é negativo.

O desempenho do modelo foi verificado pela estimagdo dos coeficientes de
regressdo. O coeficiente de determinacdo, R? indica-nos a percentagem de variabilidade da
resposta que pode ser explicada pelo modelo (varia entre 0 e 1). Os valores relativamente
elevados e proximos do R? e o coeficiente de determinacdo R? indicam um bom

ajustamento do modelo aos modelos experimentais de crescimento das leveduras

A determinacao da viabilidade das estirpes, nos diferentes ensaios, foi acompanhada
pela avaliagdo dos metabolitos produzidos ou consumidos no final do processo. Para se
obter uma base correcta de comparacdo foi realizada uma andalise aos compostos que
inicialmente compunham os ensaios. Os resultados desta analise, por serem muito

extensos, encontram-se no Anexo IX.

4.2.1. Zygosaccharomyces bailii

Os resultados experimentais dos 17 ensaios do Delineamento Composto Central e
Rotacional foram analisados estatisticamente através do programa Statistica 7.0. e séo
apresentados na tabela 8.1 do Anexo lll. Os efeitos lineares e quadréaticos dos factores,
assim como as suas interacgoes lineares, sobre o crescimento celular séo apresentados na

tabela 4.1. As superficies a 4 dimensdes, descritas por equagdes polinomiais de segundo
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grau em funcéo dos factores com efeitos significativos sobre a resposta, ou os factores cujo
efeito ndo pode ser ignorado apesar de ndo ser estatisticamente significativo, foram
ajustadas aos dados experimentais em diferentes momentos de incubacdo. Os elevados
valores de R? e R%, indicam um bom ajustamento dos modelos aos resultados experimentais
(tabela 4.2).

Como foram obtidas superficies de resposta a 4 dimensdes em funcdo dos trés
factores estudados, as superficies tiveram de ser representadas em dois gréficos
tridimensionais em fungé@o de dois factores mantendo o terceiro constante e com um valor
central (sulfuroso livre, 20 mg/L; glucose 6 g/L; etanol, 12,5 % v/v). Os graficos das
superficies de resposta do crescimento celular nos dias 2 e 30 em funcdo do anidrido

sulfuroso livre, etanol e glucose séo representados nas figuras 4.2 e 4.3, respectivamente.

O sulfuroso livre foi o Gnico factor com efeito linear negativo no dia 2, e mantendo-se
como factor inibidor ao longo do ensaio, responsavel pela morte imediata acima de 32 mg/L
(tabela 7.1, Anexo llII) como ilustram as curvaturas na figura 4.2 e ainda no Anexo X. Uma
resposta similar foi observada no dia 5 (Anexo X). No dia 30, o sulfuroso livre, apesar de nao
ser um factor estatisticamente significativo (p-value > 0,05), exerce um efeito quadratico
positivo importante como é possivel observar pela superficie céncava na figura 4.3. E de
notar que o teor de sulfuroso livre analisado no dia 60 de incubagéo é tdo diminuto que o
seu efeito pode ser considerado nulo. O efeito inibitério do sulfuroso observado no dia 30,
deve-se apenas a inibicdo nos anteriores dias de incubacgédo (tabela 8.1, Anexo Ill). Ainda
estatisticamente significativo, ao nivel de significancia a = 0,05, € o efeito da interacgéo
linear etanol e sulfuroso nos dias 2, 15 e 30 de incubacédo. O etanol exerceu um efeito linear
negativo a partir do dia 15 até ao final do ensaio estatisticamente significativo (p-value = 0).
A glucose ndo exerceu um efeito linear estatisticamente significativo ao longo de todo o

ensaio como se pode confirmar nas figuras 4.2 e 4.3.

De uma forma geral, os ensaios com uma exposi¢cdo de sulfuroso livre acima de 20
mg/L, apresentaram morte imediata das colonias sem posterior recuperagdo de crescimento.
A 20 mg/L, ou menos, houve uma diminuigdo gradual de colénias ao longo do ensaio
chegando a valores de Log UFC/mL inferiores a 1 (tabela 8.1, Anexo III).O efeito do etanol
sobre o crescimento foi ligeiramente inibitério actuando de forma gradual. Mesmo a
concentracdo maxima (15% v/v) s6 ao final de 20 dias de incubagédo se consegue a morte
celular (Log UFC/mL <1,00) como se pode observar na tabela 8.1 do Anexo Ill. No que
respeita ao efeito da glucose, foi observado um efeito quadratico negativo somente nos
primeiros momentos de incubacao (dias 2 e 5) como apresentado na tabela 4.1. Analisando
a tabela 8.1 do Anexo lll, a glucose parece ter um efeito coadjuvante sobre o crescimento
guando se mantém os teores de etanol e sulfuroso a um nivel central, atenuando os efeitos
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letais destes compostos. Quando comparamos 0S ensaios correspondentes aos niveis
minimo e maximo de glucose, observa-se um retardamento na morte celular no ensaio 10
que ocorre apenas ao 20° dia relativamente ao 9 com log UFC 1 logo ao 3° dia de
incubacao.

Entre os trés factores estudados o sulfuroso mostrou ser o efeito mais significativo na
inactivagao celular imediata, o que foi matematicamente confirmado pelo efeito linear
negativo na culturabilidade da populagdo observado no segundo dia de inoculacdo. Os
modelos polinomiais de segunda ordem, estabelecidos pelo delineamento composto central
e rotacional, foram bem ajustados aos dados experimentais (tabela 4.2). A equacé&o obtida
para o dia 60 apresenta um R? mais baixo, o que significa que o modelo apenas explica 76%
dos dados experimentais. Tendo em consideracdo que os coeficientes de determinacdo dos
modelos séo razoavelmente elevados, podemaos dizer que os modelos sdo muito bons isto é
que ha uma rejeicdo clara da hipétese de o modelo ser indtil. Ao longo do tempo o R?
diminui, segundo este coeficiente, 98% do modelo dia 2 é explicado pelos regressores
presentes, isto é, apenas 2% da variabilidade de y (crescimento populacional) ndo pode ser

explicado ou descrito pela variabilidade de x (factores).
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Dia 2 Dia 5 Dia 60
Factor Estimativa  Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p
Glucose g/L (L) 0,12 0,42 0,34 0,19 0,35 0,20 -0,03 0,93° 0,36 0,37
Glucose g/L (Q) -0,48 0,01% -0,91 0,01° -0,54 0,08 -0,14 0,69" -0,29 0,59°
Etanol % (L) 0,68 0,00? 0,07 0,82° -1,32 0,00* -1,98 0,00% -1,53 0,00°
Etanol % (Q) -0,44 0,02° -0,37 0,20 0,68 0,03* 1,54 0,00* 1,45 0,02°
SO, mg/L (L) 2,34 0,00? 2,72 0,00% -1,68 0,00* -1,17 0,00% -0,18 0,71°
SO, mg/L (Q) 1,22 0,00 0,77 0,01% 0,07 0,83° 0,35 0,20 -0,29 0,59°
Glucose x Etanol 0,04 0,86" 0,00 0,99° -0,03 0,94° 0,05 0,90° -0,14 0,82°
Glucose x SO, 0,06 0,80° -0,02 0,96" -0,18 0,66" 0,05 0,90° -0,62 0,24
Etanol x SO, 0,95 0,00° 0,08 0,85° 1,29 0,00 1,46 0,00° 0,71 0,18
% coeficientes significativos (valor p < 0,05); ® factores eliminados do modelo final
Tabela 4.2. Equacdes ajustadas pelo RSM para Zygosaccharomyces bailii ISA 2270
Tempo Equac&o Modelo R’ Ra
Dia 2 Log UFC = -8,633 + 0,535[G] - 0,042[G]? + 2,158[E] - 0,099[E]? - 0,264[S] - 0,004[S]* + 0,027[E][S] 0,98 0,96
Dia 5 Log UFC = 1,696 + 0,924[G] - 0,071[G]? + 0,001[E]? - 0,020[S] - 0,002[S]? 0,92 0,88
Dia 15 Log UFC = 39,867 + 0,642[G] - 0,047[G]? - 5,004[E] + 0,153[E]” - 0,528[S] + 0,037[E][S] 0,91 0,85
Dia 30 Log UFC = 75,616 - 10,216[E] + 0,349[E]? - 0,615[S] + 0,001[S]? + 0,041[E][S] 0,93 0,90
Dia 60 Log UFC = 57,869 + 0,348[G] — 8,815[E] + 0,327[E]? - 0,014[G][S] + 0,010[E][S] 0,76 0,64

[G] = glucose (g/L); [E] = etanol (% v/v); [S] = sulfuroso livre (mg/L)
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Figura 4.2. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de Z. bailii ISA 2270 em funcéo de
glucose, etanol e sulfuroso livre, no segundo dia de inoculagéo.
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Figura 4.3. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de Z. bailii ISA 2270 em funcéo de
glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 30 dias de ensaio.

Quanto a composicdo fisico-quimica, observou-se de uma geral a diminuicdo da
acidez volatil, o que se pode confirmar através dos resultados da andlise por HPLC na
tabela 8.1 do Anexo IX em que se observa um consumo de &cido acético (tabela 8.11 do
Anexo IX). Também o teor de sulfuroso livre diminuiu em todos os casos, que pode ter sido
combinado com outros compostos como a glucose, tendo em conta o aumento de sulfuroso
total verificado nalguns casos ou podera ter-se perdido por evaporacdo (volatilizacéo).

Quanto a cor do vinho, observou-se um acastanhamento no final do ensaio e perda de
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intensidade da cor, formando depdsito em todos os casos. De notar que os resultados das
andlises fisico-quimicas no final dos ensaios apresentam maior percentagem de erro
associado, uma vez que o volume de vinho foi muito menor que o inicial, e por isso

necessario proceder a diluicdo das amostras.

A partir das tabelas de resultados do HPLC foi possivel observar nitidamente o
consumo de frutose em todas as amostras assim como o consumo de &cido acético, como
ja foi referido. Parece ndo ter havido consumo de glucose mantendo-se semelhante ao

inicial assim como o teor de etanol e acidos citrico e tartarico.
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4.2.2. Schizosaccharomyces pombe
Para a Schizosaccharomyces pombe apenas se conseguiram obter bons modelos
em dois momentos iniciais da incubacdo, nomeadamente os dias 2, 5. Ainda para o dia 15

conseguiu-se obter um modelo razoavel com um R? de 0,73.

Em vinhos com elevadas concentracbes de etanol e sulfuroso livre, o sulfuroso
demonstrou ser o factor com efeito mais significativo na inactivagdo celular conduzindo a
morte populacional, o que foi estatisticamente confirmado pelo efeito linear negativo
bastante significativo, ao nivel de significancia a = 0,05, (tabela 4.4) sobre o crescimento
populacional ao fim de 7 dias de inoculacdo (tabela 8.2 do Anexo Ill). A superficie de
resposta que representa o crescimento celular em funcdo do SO, e etanol (figura 3.5)
ilustrou a contribuicdo dominante do efeito quadréatico positivo do SO, no modelo. O efeito
inibitorio do sulfuroso livre é bastante significativo (p-value = 0) ao longo de todo o ensaio,
em que S. pombe demonstrou uma diminui¢cdo da populacdo na presenca de concentracdes
inibitérias de sulfuroso livre (32 mg/L). A morte celular imediata foi apenas verificada nas
amostras com elevado teor de sulfuroso (40 mg/L), em que n&o houve recuperagdo do
crescimento mesmo apds um periodo de 30 a 60 dias, em que a concentracdo de sulfuroso

livre foi relativamente préxima de O (tabela 6.8).

S. pombe e S. cerevisiae mostraram mais resisténcia a conservantes como DMDC e
anidrido sulfuroso comparativamente a outras leveduras de alteracdo (Costa, et al., 2008).
S. cerevisiae parece sobreviver devido a sua inducdo ao estado viavel mas néo cultivavel,
como foi j& observado por (Divol e Lonvaud-Funel, 2005) em fermentacbes de mostos
botritizados. Além disso, nao foi ainda demonstrado o estado viavel mas ndo cultivavel em
S. pombe o que foi confirmado pelo ndo consumo de glucose até ao final do ensaio
experimental (tabela 6.13 do Anexo IX). Contrariamente ao esperado, a glucose nao
favoreceu o crescimento da populagéo, representando um factor de stresse com ligeiro
efeito inibitorio, perdendo, porém, a sua magnitude ao longo do tempo, o que foi confirmado

estatisticamente pela ANOVA.

Na tabela 4.4, é possivel observar os efeitos lineares negativos da glucose ao longo
dos 15 dias estudados. Podemos afirmar com 90% de confiangca que exerce um efeito
inibitério nos dias 2 e 5 (p-value < 0,10). A superficie de resposta do crescimento
populacional em funcdo da glucose e do sulfuroso mostra um efeito quadréatico da glucose,
exibindo uma forma cbncava nos dias 2 e 5 (figuras 4.4 e 4.5). O efeito linear negativo do
etanol sobre o crescimento mostrou que o aumento da sua concentracdo conduz a morte
celular a partir do dia 15, momento em que se torna estatisticamente significativo. O efeito
do etanol nado foi imediato como no caso do sulfuroso, mas lento, mantendo-se até ao final
do ensaio experimental sem recuperacao populacional. Todos estes factores mostraram um
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efeito linear negativo. Nas trés amostras relativas aos controlos, com todos os factores ao
nivel 0, isto €, a 6 g/L de glucose, 12% etanol e 20 mg/L SO, ndo houve crescimento o que
nos leva a concluir a ndo reprodutibilidade dos resultados.

Tabela 4.3. Resumo das estimativas e valores de prova (p) para factor do modelo para
Schizosaccharomyces pombe ISA 1190

Log UFC/mL Dia 2 Log UFC/mL Dia 5 Log UFC/mL Dia 15

Factor Estimativa Valorp Estimativa Valorp Estimativa Valor p
Glucose g/L (L) -0,33 0,10 -1,19 0,07 -0,35 0,58"
Glucose g/L (Q) 2,36 0,00° 2,06 0,01% 1,22 0,04%

Etanol % (L) -0,34 0,09 -0,60 0,32 -1,27 0,03%
Etanol % (Q) 2,50 0,00° 2,21 0,01° 1,01 0,08
SO, mg/L (L) -1,30 0,00, -1,47 0,03* -1,70 0,01°
SO, mg/L (Q) 1,02 0,00 0,42 0,52 0,22 0,75°
Glucose x Etanol 0,44 0,09 0,62 0,42 0,02 0,98°
Glucose x SO, -0,43 0,10 -1,38 0,10 -0,04 0,96"
Etanol x SO, -0,18 0,45 -0,27 0,74° 1,31 0,07

2 coeficientes significativos (valor p < 0,05);° factores eliminados do modelo final
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Tabela 4.4. Equacdes ajustadas para Schizosaccharomyces pombe ISA 1190

Tempo Equacdo do Modelo R? R,

Dia2 Log UFC = 103,783 — 3,197[G] + 0,209[G]* - 14,535[E] + 0,566[E]* — 0,091[S] + 0,004[S]* + 0,062[G][E] — 0,008[G][S] — 0,005[E][S] 0,98 0,95
Dia 5 Log UFC = 94,997 — 3,049[G] + 0,182[G]? — 13,208[E] + 0,499[E]? +0,026[S] + 0,002[S]? + 0,088[G][E] — 0,024[G][S] 0,82 0,64
Dia 15 Log UFC = 43,409 — 0,002[G]° — 5,260[E] + 0,164[E]* — 0,534[S] + 0,037[E][S] 0,73 0,61

[G] = glucose (g/L); [E] = etanol (% v/v); [S] = sulfuroso livre (mg/L)

Figura 4.4. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. pombe ISA 1190 em fungédo de glucose, etanol e sulfuroso livre, no segundo dia de inoculacéo.
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Figura 4.5. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. pombe ISA 1190 em fungédo de
glucose, etanol e sulfuroso livre, apés 5 dias de inoculacéo.
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Figura 4.6. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. pombe ISA 1190 em fungédo de
glucose, etanol e sulfuroso livre, apés 15 dias de inoculagéo.

A actividade S. pombe no vinho levou a reducao dos &cidos méalico e tartarico. Uma
vez que o vinho experimental usado ndo possuia um nivel detectavel de acido malico, ndo
foi possivel medir alterac6es deste composto. No entanto, observou-se uma alteracao de 55
— 70% do &cido tartarico ao fim de 30 dias. (Gao & Fleet, 1995) observou uma reducédo de
23% de acido tartarico, dependendo da estirpe. Ainda (Snow & Gallander, 1979) observou
em varios vinhos fermentados por Schizosaccharomyces uma reducdo média da acidez total
de 33% devido a degradacdo dos acidos malico e tartarico. Além disso, foi observada uma
reducdo de 30 a 60% sob condi¢cdes permissiveis ao crescimento. Além da degradacao dos
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acidos maélico e tartarico, o principal efeito negativo de Schizosaccharomyces é a elevada
producao de &cido acético durante a fermentacao alcodlica (Benito, et al., 2012). No entanto,
nao foi observado nenhum aumento da concentracao de 4cido acético durante os 60 dias de
incubacdo. Pelo contrério, houve uma reducéo até 80%. Os acidos que afectam o pH do
vinho sdo o malico, lactico, tartarico, acético e citrico, sendo que o pH do normalmente varia
de 2,8 a 4,0 (Kalathenos, et al., 1995).0 género Schizosaccharomyces possui propriedades
metabdlicas interessantes que podem ser usadas na producéo de vinho branco. No entanto,
dada a producéo de acido acético, a utilizacdo de Schizosaccharomyces ndo é adpotada

uma vez que leva a formacéo de defeitos aromaticos (Benito, et al., 2013).

4.2.3. Dekkera/Brettanomyces bruxellensis

As tabelas 4.7 e 4.8 mostram os efeitos de cada factor sobre o crescimento e as
equacdes das superficies de respostas ajustadas aos dados experimentais,
respectivamente. Foram incluidos nas equac¢des dos modelos os efeitos significativos (p <
0,05) e os efeitos com intervalo de confianga menor que o seu desvio padrdo. Entre os trés
factores estudados o sulfuroso mostrou ser o efeito mais significativo na inactivagao celular
imediata, o que foi matematicamente confirmado pelo efeito linear negativo na
culturabilidade da populagdo observado no segundo dia de inoculagdo. Os modelos
polinomiais de segunda ordem, estabelecidos pelo delineamento, foram bem ajustados aos
dados experimentais com R?s bastante elevados (tabela 4.8), em que nunca menos do que

81% e até 92% da variabilidade dos resultados € explicada pelas equa¢des dos modelos.

Pela observacdo da tabela da culturabilidade da estirpe (tabela 8.3, Anexo llI)
podemos observar que os controlos estudados revelaram diferentes comportamentos, o que

nos leva a concluir a ndo reprodutibilidade dos resultados.

Comparando com as restantes estirpes estudadas, revelou-se a estirpe mais
susceptivel. E uma estirpe particularmente sensivel ao sulfuroso sendo imediatamente
inibida quando usadas concentracdes de 20 mg/L de sulfuroso livre. A andlise de variancia
realizada sobre os dados da culturabilidade de D. bruxellensis mostraram pequenos valores
dos valores de prova (p < 0,001) do efeito linear negativo do sulfuroso livre, apontando para

um efeito inibidor bastante significativo a 99% de confianga.

Houve crescimento da populacdo a 8 mg/L de sulfuroso, no entanto apenas nos
baldes com 11% de etanol. Assim existe uma interac¢do dos factores, sulfuroso e etanol, na
inibicdo da estirpe. Assim as condi¢des ideais verificadas sdo vinhos com teores de etanol
entre 11 a 12,5% e sulfuroso inferior a 20 mg/L, sendo que s6 se verificou crescimento em

baldes com 8 mg/L de sulfuroso livre e, para o maximo de etanol apresentado foi usado
| 47



Resultados e discussao

vinho adi¢@o de sulfuroso o que pode levar a crer que as células de Dekkera ndo crescem

em vinhos com mais de 11% etanol.

Estatisticamente, foi possivel confirmar que a glucose ndo teve efeito sobre o
crescimento assim como as interac¢des dos outros factores com a glucose. O sulfuroso tem
um grande impacto na inibigéo celular, mas o seu efeito vai diminuindo ao longo do tempo,
facto que pode ser explicado pela combinagéo do sulfuroso livre com outros compostos ou a
sua volatilizagdo. Ao longo do tempo vai aumentando a intensidade do efeito de etanol
acompanhado por uma significAncia cada vez maior, ou seja, obtivemos maiores estimativas
para os parametros linear e quadratico e respectivos valores de prova. A resisténcia ao
etanol e sulfuroso depende da estripe e fase de crescimento (Agnolucci, et al., 2010), da

composicao do vinho e teor de nutrientes.

Em vinhos tintos observou-se morte na fase inicial e um crescimento sequencial
também descrito por Grbin & Henschke (2000) e Du Toit, et al. (2005). Fugelsang e
Zoecklein (2003) ndo denotaram a existéncia de uma fase inicial de morte, provavelmente
porque a contagens de viaveis foi determinada semanalmente. O mecanismo fisiolégico por
detras da fase inicial de morte pode ser metabolicamente diferente do da fase final de morte
devido a proporcdo significativamente maior de células metabolicamente activas,
evidenciando a presenga de populacdes activas mas nado cultivaveis na fase final de

declinio.
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Dia 2 Dia 5 Dia 15 Dia 30
Factor Estimativa  Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p
Glucose g/L (L) -0,79 0,17 -0,06 0,91° -0,07 0,91° -0,06 0,92° 0,00 0,99"
Glucose g/L (Q) 1,27 0,05 -0,96 0,11 -2,26 0,00° -3,31 0,00% -2,99 0,00°
Etanol % (L) -0,74 0,19 -1,47 0,01° -1,35 0,022 -1,52 0,01* -1,50 0,01°
Etanol % (Q) 0,11 0,89 -0,50 0,38 -2,26 0,00° 3,31 0,00* -2,99 0,00°
SO, mg/L (L) -1,86 0,01° -2,57 0,00° -2,52 0,00% -2,75 0,00* -2,64 0,00°
SO, mg/L (Q) 1,96 0,00% 1,09 0,08 -0,59 0,32 -1,55 0,03° -1,35 0,05°
Glucose x Etanol 0,44 0,54 0,10 0,89° 0,12 0,88" 0,11 0,90° 0,00 0,99°
Glucose x SO, 0,09 0,91° 0,10 0,89° 0,12 0,88" 0,11 0,90° 0,00 0,99
Etanol x SO, 1,92 0,02 1,96 0,01° 2,31 0,00 2,59 0,00 2,57 0,00
2 Coeficientes significativos (valor p < 0,05); ° factores eliminados do modelo ajustado
Tabela 4.6. Equacéo dos melhores modelos ajustados para Dekkera bruxellensis ISA 2211
Tempo Equacdo Modelo R? Ra
Dia 2 Log UFC = 27,137 — 1,516[G] + 0,113[G]* — 1,335[E] — 1,034[S] + 0,007[S]* + 0,054[E][S] 0,81 0,68
Dia 5 Log UFC = 21,976 — 0,003[G]” - 0,975[E] — 0,025[E]* — 1,008[S] + 0,005[S]* + 0,055[E][S] 0,88 0,81
Dia 15 Log UFC = -19,718 — 0,006[G]” + 5,813[E] — 0,303[E]* — 0,970[S] + 0,001[S]* + 0,065[E][S] 0,90 0,83
Dia 30 Log UFC = -38,623 — 0,009[G]” + 9,103[E] — 0,443[E]* — 1,004[S] — 0,001[S]* + 0,073[E][S] 0,92 0,87
Dia 60 Log UFC = -32,174 — 0,007[G]” + 8,008[E] — 0,399[E] — 1,000[S] + 0,073[E][S] 0,91 0,84

[G] = glucose (g/L); [E] = etanol (% v/v); [S] = sulfuroso livre (mg/L)
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Figura 4.7. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de D. bruxellensis ISA 2211 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, no segundo dia de inoculagéo.
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Figura 4.8. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de D. bruxellensis ISA 2211 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 30 dias de inoculagéo.

Os gréficos das superficies de resposta do crescimento celular em funcdo do
sulfuroso e glucose (figuras 4.7 e 4.8, e ainda no Anexo Xl) ilustram a contribuigcdo
dominante do efeito quadratico do sulfuroso para o modelo, mostrando que o aumento do
teor de sulfuroso promove o decréscimo da populacdo de Dekkera/Brettanomyces assim
como o etanol, deste modo a interaccdo destes dois factores influencia o crescimento. Até
ao final do ensaio, a morte populacional e consequentemente a producdo de 4-etilfenol
foram significativamente dependentes do teor de sulfuroso (efeitos linear e quadratico). O
tipo de configuracdo das superficies de resposta mantém-se do dia 15 ao 60, superficies
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convexas no caso de SO, vs etanol, quanto maior o teor de etanol e sulfuroso menor a
populacdo de Dekkera bruxellensis, sendo o limite de crescimento a 20 mg/L e 11-12,5%
etanol confirmando o que j4 foi dito anteriormente, a glucose confirma-se sem efeito nos
graficos, excepto para o dia 2 apresentando uma superficie concava. Também neste dia a
superficie de resposta tem uma configuracdo cobncava e portanto diferentes dos restantes
para etanol e sulfuroso apresentando um leve crescimento no maximo dos parametros,

possivelmente devido ao periodo de adaptacéao.

Ao contrério das estirpes Z. bailii e S. pombe, 0 R? dos modelos vdo aumentando ao
longo do tempo, sendo que os melhores modelos séo os referentes aos dias 30 e 60.

Os resultados demonstram que o aumento do grau alcodlico contribui para uma
rapida morte celular de Dekkera, ocorreu sempre morte celular rapida nos vinhos com 14%
etanol e que vinhos com baixos teores de alcool e sulfuroso séo altamente susceptiveis ao

crescimento de Dekkera.

Pela observacdo da tabela 8.12 do Anexo IX de resultados do HPLC constatou-se
um consumo de acucares, e um ligeiro aumento de glicerol e etanol. Através dos resultados
das andlises fisico-quimicas aos vinhos, verificou-se um aumento da acidez volatil nos
baldes onde houve crescimento populacional, e nos restantes manteve-se ou houve uma

reducdo. O pH manteve-se ao longo de todo o ensaio.

A partir da observagéo dos gréficos referentes aos fenois volateis, nomeadamente ao
4-etilfenol, uma vez que nado foram detectados outros compostos, sO foi detectado nos
baldes 1, 2, 6, 13, 14, 15, 16 e 17. De facto, os baldes 1, 2 e 13 correspondem aqueles onde
houve sempre populagdo microbiana. Quanto aos balfes 6 e 15 a producdo de 4-etilfenol
nao foi significativa uma vez que ndo chega ao limiar de detecc¢éo (< 600 ppb). No caso do
baldo 16 temos uma producédo até 1000 ppb de 4-etilfenol, exactamente nos tempos em que

houve crescimento.

A analise dos resultados referentes aos ensaios 14 e 17 parecem indicar que as
leveduras entram num estado fisiol6gico designado como “viavel mas ndo cultivavel”,
caracterizado pela incapacidade das células se dividirem no meio de cultura, embora
continuem vivas e mantendo alguma actividade celular e metabdlica (Millet e Lonvaud-
Funel, 2000). Confrontando os gréaficos 4-EF no Anexo VII e os resultados de HPLC -
consumo de glucose, producédo de etanol e glicerol na tabela 8.12, denota-se que ndo houve
crescimento (inibicdo imediata), mas para além da producao de 4-etilfenol na ordem de 1000
e 600 ppb, respectivamente, verificou-se consumo de glucose, acido succinico e acido

lactico entre 30 e 60 dias, assim como consumo de acido acético, e pequena producado de
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etanol. Seria necessario recorrer a outros testes como o FISH para confirmar esta

suposicao.

7

O sulfuroso € um factor quimico de stresse que se tem demonstrado induzir as
estirpes de Dekkera ao estado “viavel mas nao cultivavel” em vinho (Agnolucci, et al., 2010;
Du Toit, et al., 2005). A rapida actividade antimicrobiana do anidrido sulfuroso em B.
bruxellensis foi bem descrita por (Du Toit, et al., 2005), que observou o estado VBNC em
vinho com 0,25 - 0,8 mg/L de SO, molecular, o que corresponde a aproximadamente a 7,5 —
24 mg/L de SO, livre. Contrariamente (Barata, et al., 2008), ao analisar uma variedade de
estirpes de B. bruxellensis, ndo observou a existéncia de populacdes activas mas néo

cultiviveis apoés a adi¢cdo de SO, ao vinho.

A dificuldade em obter resultados de comportamento comparaveis com vinhos
laboratoriais equivalentes corresponde a observacdo empirica que alguns vinhos, com
etanol semelhante e valores de pH, parece ser mais vulneravel a contaminacéo de levedura
que outros. Em particular, vinhos brancos induzem completamente morte celular quando
realizados em paralelos com vinhos tintos (Barata, et al., 2008). Ainda, a auséncia do defeito
“suor de cavalo” em vinhos brancos (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006) pode ser explicado
pela sua resisténcia ao crescimento de D. bruxellensis. O crescimento em vinhos brancos sé

pode ser alcangado reduzindo o teor alcodlico ou elevando o pH para valores irreais.

4.2.4. Saccharomycodes ludwigii

De todas, revelou ser a estirpe mais resistente. Devido a sua grande capacidade de
adaptacdo e resisténcia, alguns modelos ndo foram facilmente ajustados aos dados
experimentais por terem associados coeficientes de determinagdo muito baixos. Os modelos
obtidos para os dias 5, 15 e 30 ndo séo considerados bons modelos, uma vez que tanto os

coeficientes R? serem muito pequenos, existe ainda, uma grande diferenca entre R? e R?,

Os trés controlos idénticos revelaram a reprodutibilidade dos resultados, todos eles
com uma reducdo inicial da populacdo mas com capacidade de recuperacdo bastante
rapida, houve porém um controlo mais resistente (17). Resistente tanto ao etanol como ao
sulfuroso, quando em concentragfes individuais elevadas. No entanto, quando se
conjugaram elevados teores dos dois compostos houve uma inibicdo imediata, mas com
capacidade de recuperacao (14% etanol e 32 mg/L sulfuroso). A 15% de etanol e 20 mg/L
houve inibicdo ao fim de 3 mas recuperou o crescimento ao 7° dia. Embora na validacéo

revelou-se susceptivel em vinho com 15,3% de etanol.

| 52



Resultados e discussao

Assim como ja foi dito anteriormente, confirmou-se pelo tratamento estatistico e
superficies de resposta obtidas que o sulfuroso exerce um grande efeito nos primeiros dias
de inoculagéo, perdendo o seu efeito inibidor ao longo do tempo de ensaio, como se pode
observar na tabela 4.10 e nas figuras das superficies de resposta (figuras 4.9, 4.10 e Anexo
XIl), no dia 2 apresenta uma superficie ligeiramente cébncava passando a linear negativa e
com um declive cada vez menos pronunciado. O etanol foi o efeito com algum significado e
com maior impacto sobre a populacdo microbiana nos dias 5 e 60. A glucose néo produz

qualquer efeito sobre o crescimento da microbiota.

Quanto ao resultado das analises fisico-quimicas cuja tabela se apresenta no anexo
V, ndo foi possivel avaliar a diferenca de pH devido a uma avaria do potenciémetro. No
entanto, foi possivel observar uma pequena reducdo da acidez volatil, ou seja, houve
consumo do &cido acético confirmado nos resultados do HPLC (Anexo), assim como de
acido citrico, tartarico e lactico para além da glucose acompanhada de uma ligeira produgéo

de etanol.
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Tabela 4.7. Resumo das estimativas e valores de prova (p) para factor do modelo para Saccharomycdes ludwigii ISA 1083

Resultados e discussao

Log UFC/mL Dia 2

Log UFC/mL Dia 5

Log UFC/mL Dia 15

Log UFC/mL Dia 30

Log UFC/mL Dia 60

Factor Estimativa  Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p
Glucose g/L(L) 0,05 0,93" 0,434 0,63° -0,63 0,45 -0,08 0,79° -0,24 0,35
Glucose g/L(Q) -1,69 0,00? -1,64 0,08 -0,59 0,56" 0,31 0,26 0,15 0,65"

Etanol %(L) -0,79 0,09 -1,78 0,03% -1,02 0,24 -0,53 0,05 -0,83 0,012
Etanol %(Q) 0,45 0,37 -0,69 0,44 -0,61 0,49 0,09 0,80° 0,11 0,75"
SO, mg/L(L) -3,87 0,00% -3,50 0,00% -1,22 0,17 0,49 0,07 0,29 0,27
SO, mg/L(Q) -0,03 0,97° -0,61 0,49 -0,18 0,89° 0,38 0,17 0,02 0,96°
Glucose x Etanol -0,14 0,86° -0,19 0,87° 0,46 0,74° 0,27 0,40 0,61 0,09
Glucose x SO, 0,04 0,95° -0,27 0,82° -2,60 0,032 0,09 0,82° 0,36 0,30
Etanol x SO, 0,615 0,30 0,42 0,72° -0,21 0,88" -0,37 0,25 -0,80 0,03%
# Coeficientes significativos (valor p < 0,05); ® factores eliminados do modelo ajustado
Tabela 4.8. Equacéo dos melhores modelos ajustados para Saccharomycodes ludwigii ISA 1083

Tempo Equac&o Modelo R? Ra
Dia 2 Log UFC = 46,975 — 0,004[G]” - 5,897[E] + 0,211[E]* — 0,380[S] + 0,017[E][S] 0,91 0,76
Dia 5 Log UFC = 14,781 + 0,004[G]* — 0,712[E] + 0,005[E]* — 0,162[S] 0,68 0,57
Dia 15 Log UFC = -15,743 + 0,787[G] + 3,096[E] — 0,138[E]* + 0,225[S] — 0,046[G][S] 0,55 0,20
Dia 30 Log UFC = 4,699 + 0,013[G]* + 0,116[E] + 0,106[S] + 0,001[S]* — 0,014[G][E] — 0,011[E][S] 0,62 0,40
Dia 60 Log UFC = 10,608 - 1,260[G] - 0,347[E] + 0,257[S] + 0,087[G][E] + 0,006[G][S] - 0,023[E][S] 0,71 0,53

[G] = glucose (g/L); [E] = etanol (% v/v); [S] = sulfuroso livre (mg/L)
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Da observacéo das superficies de resposta, confirmou-se o efeito linear negativo do

anidrido sulfuroso livre até ao 5° dia. O efeito linear do etanol sempre negativo ao longo de
todo o ensaio experimental.
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Figura 4.9. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. ludwigii ISA 1083 em funcéo
de glucose, etanol e sulfuroso livre, no segundo dia de inoculagéo.

o
P

=

=

D AR BT TR
=
SRR BT SRR
=

- =

-4

- =

Figura 4.10. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. ludwigii ISA 1083 em fungéo
de glucose, etanol e sulfuroso livre, apés 30 dias de inoculagao.
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4.2.5. Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae revelou-se susceptivel em vinho com mais de 20 mg/L
de sulfuroso e 12,5% de etanol independentemente do teor de glucose, isto é, ndo
representa um factor nutricional a ter em consideracdo. Pela observagcédo da tabela 8.5 do
Anexo lll com os resultados populacionais € possivel concluir que para os parametros
maximos testados existe morte imediata 40 mg/L de sulfuroso livre, 15% de etanol e 10 g/L
de glucose. Ao longo do tempo, o etanol foi um factor que se foi tornando bastante
significativo estatisticamente (tabela 4.13). Pelo contrario, o efeito do sulfuroso tem grande
significado estatistico no inicio do ensaio experimental (p = 0) até aos dias 30 e 60, facto
gue pode ser explicado pelo efeito de combinacdo do sulfuroso com outros compostos ou

volatilizacdo, como foi ja referido para outras leveduras.

O efeito linear negativo do etanol pode ser observado nas superficies de resposta
apresentadas nas figuras 4.11 e 4.12, assim como o seu efeito quadratico positivo dando
origem a superficies concavas, assim como o sulfuroso. E igualmente possivel observar a
perda de efeito do sulfuroso ao longo do tempo nas mesmas figuras e Anexo Xlll. S.
cerevisiae, usada em fermentagfes vinarias, é relativamente mais tolerante ao etanol e
anidrido sulfuroso que D. bruxellensis. Existem estirpes mais sensiveis ao etanol (em
presenca de 8% (v/v) de etanol). Esta maior susceptibilidade pode explicar a auséncia
destas espécies em vinhos, como sugerido por (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).
Conterno, et al. (2006) mostrou também que 35 estirpes de D. bruxellensis cresceram na
presenca de 10% (v/v) de etanol, mas ndo foram testadas concentracbes mais elevadas.
Acredita-se que a tolerancia ao etanol é o principal factor limitante ao crescimento da
levedura em vinhos. Quanto a D. bruxellensis, os resultados de (Barata, et al., 2008) em
meio sintético indicaram entre 14,5 até 15% (v/v) pode ser considerado o nivel maximo que
permite a sua proliferagdo em vinhos. Embora, ndo tenha sido possivel o crescimento de
células em vinhos ajustados a 14% (v/v) de etanol e pH 3,50 em condi¢des laboratoriais,
observaram crescimento em vinho comercial com 13,8% (v/v) e pH 3,42 em barricas de
carvalho. O que sugere que em condicdes de adega as células estdo melhor adaptadas a
possiveis ambientes de stresse. Em geral, estes valores de tolerancia estdo de acordo com
a auséncia de D. bruxellensis isoladas de vinhos tintos com maior teor de etanol e de vinhos
fortificados (como revisto por Loureiro e Malfeito-Ferreira (2003)). Esta observacdo também
em concordancia com a experiencia empirica de vinho sherry em que aumentando o etanol
para 15% (v/v) previne o crescimento de D. bruxellensis mas permite o desenvolvimentos
das estirpes da levedura formadora de véu S. cerevisiae (Ibeas, et al., 1997). Assim, embora
relativamente tolerante ao etanol, D. bruxellensis deve ser considerada como mais sensivel

gue S. cerevisiae.
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Log UFC/mL Dia 2

Log UFC/mL Dia 5

Log UFC/mL Dia 15

Log UFC/mL Dia 30

Log UFC/mL Dia 60

Factor Estimativa  Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p Estimativa Valor p
Glucose g/L(L) 0,02 0,97 -0,10 0,90" -0,56 0,18 -0,04 0,95 0,17 0,76
Glucose g/L(Q) 0,60 0,35 0,29 0,75° 0,22 0,69° 0,66 0,28 0,69 0,22

Etanol %(L) -0,75 0,16 -1,75 0,012 -2,36 0,00% -3,11 0,00* -2,73 0,00
Etanol %(Q) 1,39 0,042 2,06 0,01% 1,25 0,022 1,57 0,022 1,94 0,00
SO, mg/L(L) -3,90 0,00* -3,80 0,00* -2,10 0,00% -0,89 0,09 0,82 0,09
SO, mg/L(Q) 2,11 0,01° 1,70 0,02% 1,43 0,012 1,22 0,06 0,47 0,39
Glucose x Etanol 0,07 0,93° -0,22 0,81° 0,55 0,29 0,79 0,23 -0,04 0,96
Glucose x SO, -0,16 0,85° 0,16 0,86" -0,11 0,85° -0,35 0,65" 0,04 0,96
Etanol x SO, 0,21 0,81° 0,74 0,32 1,13 0,05 0,14 0,86" -0,35 0,64
2 Coeficientes significativos (valor p < 0,05); ° factores eliminados do modelo ajustado
Tabela 4.10. Equacgédo dos melhores modelos ajustados para Saccharomyces cerevisiae ISA 1000
Tempo Equacio Modelo R’ Ra
Dia 2 Log UFC = 50,728 + 0,002[G]* - 6,712[E] + 0,258[E]* - 0,428[S] + 0,007[S]? 0,89 0,83
Dia 5 Log UFC = 92,232 — 12,663[E] + 0,466[E]° — 0,664[S] + 0,006[S]? + 0,021[E][S] 0,88 0,82
Dia 15 Log UFC = 73,618 — 1,097[G] — 8,970[E] + 0,283[E]? — 0,690[S] + 0,005[S]* + 0,078[G][E] + 0,032[E][S] 0,92 0,86
Dia 30 Log UFC = 64,432 + 0,017[G]? — 8,696[E] + 0,310[E]* — 0,182[S] + 0,004[S]? — 0,016[G][E] 0,86 0,77
Dia 60 Log UFC = 71,480 + 0,005[G]? — 10,370[E] + 0,378[E]? + 0,005[S] + 0,001[S]? 0.85 0,78

[G] = glucose (g/L); [E] = etanol (% v/v); [S] = sulfuroso livre (mg/L)
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Figura 4.11. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S .cerevisiae ISA 1000
em fun¢éo de glucose, etanol e sulfuroso livre, no segundo dia de inoculagéo.
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Figura 4.12. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S .cerevisiae ISA 1000
em funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apés 30 dias de inoculagao.
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5. COMPARACAO DE RESISTENCIA ENTRE ESPECIES

A partir das equacdes obtidas pelos modelos ajustados aos dados experimentais foi
possivel comparar a resisténcia de cada estirpe ao etanol e sulfuroso (factores com efeitos
mais significativos estatisticamente). Recorrendo apenas a substituicdo das varidveis por
valores considerados de forma a obter um log UFC/mL =1, isto €, qual o valor necessario

para levar a inactivacao celular de cada estirpe.

Nas tabelas seguintes estdo representados os resultados da afericdo. Foram

substituidos os parametros pelos seguintes valores:
Log UFC/mL = 1; Glucose = 10; Sulfuroso Livre = 20; Etanol = 12,5% vl/v
consoante o parametro a avaliar.

E de notar que as equagdes polinomiais de segundo grau, muitas vezes originam
duas respostas possiveis, resultado da sua natureza quadratica. Nas tabelas sdo
apresentados os resultados que parecem fazer algum sentido e que se aplicam as hipéteses
apresentadas. Sendo no final, um resultado de aplicabilidade matemética e podera dar
origem a grandes diferengas quando aplicados a casos reais. Ainda ndo sédo apresentados
resultados no caso de ndo existir solugdo da equacéao.

Interpretando os resultados, de uma forma geral, quanto maior foi o teor necessario

do factor a aferir maior é a resisténcia as condigbes do meio.

Tabela 5.1. Teor de Sulfuroso livre necessério para inibir o crescimento (Log UFC/mL = 1) em vinho
com 10 g/L de glucose €12,5% v/v de etanol

2 5 15 30 60
Z. bailii 38,17 34,00 29,67 85,59 83,68
S. pombe - 44,88 29,15 - -
D. bruxellensis - 21,53 31,84 32,60 44,37
S. ludwigii 28,84 37,42 35,17 - -
S. cerevisiae 47,05 59,55 - - -

Pela observacdo dos resultados da tabela 5.1 podemos confirmar que os modelos
obtidos para o dia 30 e 60 ndo se ajustam de uma forma satisfatoria os dados do efeito do
sulfuroso. Como foi explicado anteriormente, este composto poder-se-a ter combinado ou
volatilizado de forma que o modelo exibira sempre um teor superior ao que seria realmente
necessario. A obtencdo de bons resultados depende também do bom ajustamento do

modelo sugerido pelo R2.
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Assim como podemos observar, os resultados relativos a Saccharomycodes ludwigii
ndo sdo proximos dos esperados, o que pode ser explicado pelo valor de R? relativamente
baixo. Os modelos explicam apenas 50-60% da variabilidade da resposta pode ser descrita
pelos factores estudados, isto €, 40-50% dos resultados podem-se dever ao efeito de outros
factores.

Contudo, podemos concluir que serd sempre necessario maior teor de sulfuroso para
inibir o crescimento celular no inicio da contaminacdo. A D. bruxellensis confirma-se como a
mais susceptivel, sendo necessario adicionar menor teor de sulfuroso para a sua
inactivacdo celular, relativamente as restantes leveduras. A Z. baili, S. pombe e S.
cerevisiae revelam-se, como esperado, mais resistentes ao etanol.

5.2. Teor de etanol necessario para inibir o crescimento (Log UFC/mL) em vinhos com 10 g/L de
glucose e 20 mg/L de sulfuroso livre

2 5 15 30 60

Z. bailii 19,15 - - 14,69 -

S. pombe - - - - -
D. bruxellensis 17,24 12,84 13,91 14,03 14,26

S. ludwigii - 17,52 16,46 - -

S. cerevisiae - 13,5 14,68 15 -

No caso de resisténcia ao sulfuroso, conclui-se que a S. ludwigii € a mais resistente,
sendo necessario mais teor de etanol para inibir o seu crescimento em vinhos com 20 mg/L.
A Dekkera bruxellensis continua a revelar-se como a mais susceptivel. A Z. bailii assim

como a S. pombe sao bastante resistentes ao sulfuroso.

Também nesta tabela podemos observar que é necessario maior teor inicial para

inactivar as células em todas as leveduras, a excep¢ao da S. cerevisiae.
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6. TESTE
As observacdes resultantes do teste realizado com 4 vinhos nas suas condicdes
elementares encontram-se nas tabelas 5.1 a 5.4. Os resultados das contagens de coldnias

em placas séo apresentados em Log UFC/mL.

Para tipo de vinho analisado é apresentada uma tabela onde podemos observar e
comparar o comportamento de cada estirpe. De forma geral, confirma-se a resisténcia da
Saccharomycodes ludwigii ao etanol cuja inactivacdo celular apenas ocorre em vinho tinto
com 15,3% v/v o fim de 5 dias (tabela 5.2) e a susceptibilidade da Dekkera bruxellensis que
nao cresceu em nenhum tipo de vinho branco ou tinto. Se por um lado confirmamos que a
D. bruxellensis é uma levedura sensivel uma vez que ocorreu sempre morte imediata, por
outro ndo nos foi possivel através deste teste validar os modelos obtidos. Os vinhos que
poderiam reunir as condigdes necessarias ao crescimento de Dekkera bruxellensis seriam o
C e D, pela gama de teores de etanol e anidrido sulfuroso que apresentam, mas trata-se de
vinho branco em ambos os casos, e pela bibliografia constata-se que é raro o crescimento

neste tipo de produto.

6.1. Teste vinho A —tinto com 2,7 g/L glucose; 13,6% v/v etanol; 9 mg/L sulfuroso livre (Log UFC/mL)

0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60

Zb. 476 4,50 4,47 4,26 4,13 4,08 3,23 3,28 204 <1,00 <1,00 <1,00
S.p. 4,58 4,53 4,42 4,36 4,34 4,07 3,92 3,57 285 <1,00 <1,00 <1,00
Db. 529 <100 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
SIl. 482 4,73 4,51 4,38 4,63 4,15 4,10 4,31 4,20 4,05 4,15 5,50
S.c. 4,99 5,07 4,95 4,69 5,18 4,08 3,08 1,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00

6.2. Teste vinho B — tinto com 1,8 g/L glucose; 15,3 v/v etanol; 9 mg/L sulfuroso livre (Log UFC/mL)

0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60

Zb. 462 428 2,78 2,90 2,30 2,78 2,06 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
S.P- 453 3,58 3,98 <1,00 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
Db. 530 <1,00 <100 <100 <1,00 <100 <1,00 <100 <1,00 <1,00 <100 <1,00
Sl 496 453 3,83 3,60 3,81 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
SC. 512 395 4,35 4,28 <1,00 3,08 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00

A Z. ballii e S. cerevisiae mostraram maior susceptibilidade nas amostras de vinho
branco. Os resultados apresentados na tabela 6.2 mostraram que a Z. baili demonstra

maior resisténcia ao efeito do etanol que a S. ludwigii, ao contrario do que se esperava.
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6.3. Teste vinho C — branco com 2,2 g/L glucose; 12,6 % v/v etanol; 9 mg/L sulfuroso (Log UFC/mL)

0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60

ZDb.
S.p.
D.b.
S.I.
S.c.

482 391 <100 2,90 3,08 <1,00 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
4,48 3,26 3,70 <1,00 <1,00 2,78 1,81 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
528 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <100 <100 <1,00 <1,00
491 4,37 4,15 4,10 3,86 3,38 3,37 4,12 4,88 4,49 4,29 5,00
507 <100 <100 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00

6.4. Teste vinho D — branco com 6 g/L glucose; 11,6% v/v etanol; 7 mg/L sulfuroso livre (Log UFC/mL)

0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60

Z.b.
S.p.
D.b.
S.l.

S.c.

4,75 4,27 4,34 4,16 4,16 2,30 1,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
4,62 4,02 4,25 3,08 <1,00 3,98 2,77 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
537 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <100 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
497 451 3,92 3,99 3,76 3,76 4,16 5,80 5,71 5,43 5,38 5,562
515 3,99 3,78 3,68 3,53 3,20 2,15 <1,00 <100 <100 <100 <1,00

A partir destes dados podemos concluir que os modelos obtidos para todas as

Y

leveduras sdo optimistas face a realidade. Resolvendo as equagbes em ordem a vy, a

resposta é superior aos valores observados, tanto nas amostras do delineamento como nos

vinhos usados no teste. No entanto, existem varios factores que inibem o crescimento das

leveduras e conduzem & sua inactivagdo celular. Ainda a interaccdo destes factores

reduzem a capacidade de proliferacdo das leveduras nos vinhos.
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7. CONCLUSOES
A abordagem da metodologia das superficies de resposta visou explicar o
comportamento das leveduras de alteracdo em funcdo do anidrido sulfuroso, etanol e

glucose através de um delineamento composto central rotacional.

Observando as estimativas ou efeitos dos diferentes factores relativamente ao
crescimento das leveduras em estudo foi possivel concluir que estas séo significativamente

inibidas pelo efeito do sulfuroso e etanol assim como pela interaccéo destes factores.

Comparando os resultados de crescimento obtidos, foi possivel concluir que a S.
ludwigii foi a mais resistente aos factores inibidores sulfuroso e etanol. A D. bruxellensis
revelou-se a mais susceptivel das leveduras apesar de ter demonstrado uma capacidade de
resisténcia progressivamente maior ao longo do tempo. Demonstrou ainda uma grande
diversidade de comportamentos. Foi possivel observar tal como Du Toit, et al. (2005) a
existéncia populacdes de células activas mas nédo cultivaveis apés a adicdo de anidrido
sulfuroso em ensaios com Dekkera bruxellensis. A glucose ndo favoreceu o crescimento das

leveduras, tenho ainda revelado capacidades inibitorias acima de 8,4 g/L.

Ao contrario de Du Toit, et al. (2005) que recomenda que se mantenha um teor de 20
— 35 mg/L de sulfuroso livre em vinho a granel para prevenir o crescimento de D.
bruxellensis, a partir dos resultados obtidos aconselha-se assim como Ribéreau-Gayon, et
al. (2006) aconselha-se um nivel minimo de 30 mg/L de sulfitos livre a pH 3,5 para eliminar
células viaveis de D. bruxellensis, ou mesmo até como Barata, et al. (2008) que sugere uma
concentracdo de anidrido sulfuroso superior para evitar o crescimento celular. Esta diferenca
pode ser explicada pelo facto de se terem usado populagbes de leveduras adaptadas a
vinho, a razdes de contaminacio relativamente elevadas (aproximadamente 10° UFC/mL)
em condi¢cdes semi-aerébias em frascos de Erlenmeyer. Assim, o nivel de 1 mg/L de sulfito
molecular deve ser considerada como um critério para utilizacdo de anidrido sulfuroso
quando os endlogos se confrontam com um grande crescimento de D. bruxellensis e
corresponde a experiencia em adega na prevencdo de infeccdes graves. Para evitar o
desenvolvimento celular das restantes estirpes deve ser mantida a dose de anidrido
sulfuroso recomendado acima. No entanto, para S. ludiwgii a estirpe mais resistente neste
trabalho, como j& foi referido, deve-se elevar a concentragédo de sulfuroso ou combinar com
teores elevados de etanol. Uma vez que é bastante resistente poderda ser necessario
proceder a outras técnicas de tratamento, como o tratamento, térmico por exemplo, num

raro caso de contaminacao.

E essencial adoptar um método de acompanhamento regular das leveduras de

alteragdo para construir um historial de contaminacdo, mesmo quando 0s resultados
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microbianos de controlo sdo nulos, porque o crescimento pode iniciar-se quando as
condicbes se tornam favoraveis, principalmente no caso de contaminacdo com
Dekkera/Brettanomyces bruxellensis. O mecanismo fisiolégico subjacente a este recurso
ndo € ainda conhecido. Uscanga, et al. (2000) admitiu a hipotese de que a sua
sobrevivéncia era um resultado de excepcional resisténcia a condicbes minimas de
nutrientes. Os resultados confirmam os de Barata, et al. (2008) de que D. bruxellensis néo é
mais resistente que S. cerevisiae aos principais inibidores como etanol e anidrido sulfuroso e
assim, provavelmente, os mecanismos subjacentes a capacidade de sobrevivéncia a
ambientes pobres em nutrientes é a chave para explicar a sua proliferacdo quando o meio

envolvente se torna menos stressante.

A técnica de metodologia de resposta revelou ser uma técnica bastante vantajosa,
dando origem a resultados bastante abrangentes, rapidos que exigem a analise de poucas
amostras. E uma ferramenta bastante Gtil para endlogos, depois da validag&do e optimizag&o

dos modelos.

E ainda necessario confirmar estes resultados, de forma a conduzir a modelos mais
precisos e aplicaveis nas praticas enoldgicas. Deverdo ainda ser adoptadas outras técnicas
de FISH de forma a confirmar os estados “viavel mas ndo cultivavel” da Dekkera

bruxellensis.
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Anexos

9.1. Anexo |- Composicao dos meios utilizados

Meio GYP
Componentes Quantidade (g)
Extracto de levedura (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) 5
Peptona (Biokar) 5
Glucose (Copam, Loures) 20
Agar-agar (Iberagar, Coina) 20
Agua desmineralizada 1000 ml

Esterilizacdo a 121 °C, 15 min e arrefecimento em banho termostatizado a 50 °C (P-Selecta,
Barcelona, Espanha).

Meio YNB (Yeast Nitrogen Base, base para classificacdo de leveduras)

Componentes Quantidade (g)
YNB (Difco, EUA) 6,7
Glucose 20
Etanol 10 %
Agua desmineralizada 1000 ml

Esterilizacao por filtragdo com membrana de acetato de celulose de porosidade 0,22 um e 47 mm de
didmetro (Milipore, Massachusetts, EUA), apos ajuste pH a 3,5 (+ 0,05), por adicdo de uma solucdo
de HCI (1 M).
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9.2. Anexo Il - Acertos parametros de cada amostra

Anexos

Valores finais Acertos
Adicbes ) Adicdo
Amostra Glucose Etanol Sulfuroso livre A(\Eultr:::?)r;tg Vinho Base Sol. Ac. Tartarico Glucose Solugéo MK (mg/mL) IPT Aumento a ;-gir(lligﬁar Tanino
(g/L) % (vIv) (mg/L) (g/L) (mL) (59g/L) (9) 5,04 12,60 20,16 25,2 Provavel IPT (g (9)
1 3,6 11,01 8 1,7 71,80 32,20 0,213 1 39,39 14,27 0,95 0,100
2 8,4 11,01 8 6,5 71,80 32,20 0,813 1 39,39 14,27 0,95 0,100
3 3,6 13,99 8 1,7 91,24 12,76 0,213 1 50,05 3,61 0,27 0,029
4 8,4 13,99 8 6,5 91,24 12,76 0,813 1 50,05 3,61 0,27 0,029
5 3,6 11,01 32 1,7 71,80 32,20 0,213 1 39,39 14,27 0,95 0,100
6 8,4 11,01 32 6,5 71,80 32,20 0,813 1 39,39 14,27 0,95 0,100
7 3,6 13,99 32 1,7 91,24 12,76 0,213 1 50,05 3,61 0,27 0,029
8 8,4 13,99 32 6,5 91,24 12,76 0,813 1 50,05 3,61 0,27 0,029
9 2 12,5 20 0,1 81,52 22,48 0,013 1 44,72 8,94 0,61 0,064
10 10 12,5 20 8,1 81,52 22,48 1,013 1 44,72 8,94 0,61 0,064
11 6 10 20 4,1 65,22 38,78 0,513 1 35,78 17,89 1,18 0,124
12 6 15 20 4,1 97,83 6,17 0,513 1 53,66
13 6 12,5 0 4,1 81,52 22,48 0,513 44,72 8,94 0,61 0,064
14 6 12,5 40 4,1 81,52 22,48 0,513 1 44,72 8,94 0,61 0,064
15 6 12,5 20 4,1 81,52 22,48 0,513 1 44,72 8,94 0,61 0,064
16 6 12,5 20 4,1 81,52 22,48 0,513 1 44,72 8,94 0,61 0,064
17 6 12,5 20 4,1 81,52 22,48 0,513 1 44,72 8,94 0,61 0,064
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9.3. Anexo lll - Tabelas crescimento

Tabela 9.1. Culturabilidade Zygosaccharomyces bailii (Log UFC/mI) ao longo do tempo (dias)

Anexos

Glucose Etanol SOslivre 0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60
1 3,6 11,0 8 4,42 4,17 4,51 4,44 4,39 4,31 4,44 4,15 3,82 3,69 4,02 1,26
2 8,4 11,0 8 4,44 4,35 4,44 4,44 4,44 4,36 4,38 4,28 4,26 3,76 3,82 2,78
3 3,6 14,0 8 4,37 4,76 4,42 4,34 4,27 4,17 4,00 2,90 1,30 <1,00 <1,00 <1,00
4 8.4 14,0 8 4,34 4,37 4,39 4,44 4,28 4,20 3,99 3,20 1,60 <1,00 <1,00 1,07
5 3,6 11,0 32 4,68 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
6 8,4 11,0 32 4,46 2,90 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
7 3,6 14,0 32 4,48 3,68 2,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
8 8.4 14,0 32 4,52 3,58 2,90 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
9 2.0 125 20 4,49 3,89 3,56 <1,00 1,90 1,78 1,65 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
10 10 12,5 20 4,54 4,25 4,03 3,20 3,33 3,09 3,13 2,88 2,00 <1,00 <1,00 <1,00
11 6 10 20 4,49 4,81 3,53 2,60 3,05 2,97 2,86 3,66 4,35 4,93 5,63 5,53
12 6 15 20 4,50 4,30 4,18 3,51 3,58 3,45 3,35 2,98 2,08 <1,00 <1,00 <1,00
13 6 12,5 0 4,63 4,46 4,51 4,52 4,32 4,27 4,31 4,00 3,66 2,45 2,26 <1,00
14 6 12,5 40 4,43 3,53 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
15 6 12,5 20 4,49 4,43 4,41 4,18 4,06 3,82 3,65 3,31 2,48 <1,00 <1,00 <1,00
16 6 12,5 20 4,56 4,42 4,21 3,73 3,53 3,41 2,72 1,90 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
17 6 12,5 20 4,51 4,40 4,36 4,10 3,93 3,81 3,63 3,28 2,26 <1,00 <1,00 <1,00
A 2,7 13,6 9 4,76 4,50 4,47 4,26 4,13 4,08 3,23 3,28 2,04 <1,00 <1,00 <1,00
B 1,8 15,3 10 4,62 4,28 2,78 2,90 2,30 2,78 2,06 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
C 2,2 12,6 9 4,82 3,91 <1,00 2,90 3,08 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
D 6 11,6 7 4,75 4,27 4,34 4,16 4,16 2,30 1,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
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Tabela 9.2. Viabilidade das células Schizosaccharomyces pombe (Log UFC/mI) ao longo do tempo (dias)

Anexos

Glucose Etanol SO;livre 0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60
1 3,6 11,0 8 6,44 5,47 5,56 5,08 4,78 5,28 5,28 5,23 5,28 5,20 5,07 3,58
2 8,4 11,0 8 6,51 5,40 5,38 4,52 5,70 4,79 4,90 5,08 5,55 5,23 5,20 5,72
3 3,6 14,0 8 6,56 5,42 5,27 4,16 2,30 4,51 4,58 4,58 3,51 2,54 2,26 6,00
4 8,4 14,0 8 6,58 5,49 5,43 4,97 4,79 4,77 4,87 4,54 3,58 2,66 1,81 <1,00
5 3,6 11,0 32 6,51 5,44 3,92 4,23 4,83 4,60 4,72 1,30 1,48 <1,00 5,00 6,37
6 8,4 11,0 32 6,53 5,46 3,79 3,30 3,89 2,60 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
7 3,6 14,0 32 6,52 5,61 3,83 3,45 4,38 3,00 2,90 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
8 8,4 14,0 32 6,53 5,36 3,48 2,90 3,13 3,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 3,64
9 2,0 12,5 20 6,63 5,49 4,72 4,39 4,02 3,97 4,06 3,76 2,60 3,26 2,00 2,80
10 10 12,5 20 6,65 5,42 4,30 3,78 3,20 2,78 2,60 2,60 1,74 1,74 1,40 2,19
11 6 10 20 6,84 5,47 4,67 4,48 4,38 4,26 3,98 3,89 3,72 3,23 2,30 5,81
12 6 15 20 6,41 5,54 4,38 4,09 3,90 3,56 3,08 2,78 1,18 1,18 <1,00 <1,00
13 6 12,5 0 6,56 5,32 3,79 3,38 3,82 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
14 6 12,5 40 6,54 5,60 <1,00 <1,00 1,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
15 6 12,5 20 6,54 5,40 <1,00 <1,00 2,27 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
16 6 12,5 20 6,58 5,24 <1,00 <1,00 1,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
17 6 12,5 20 6,55 5,60 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
A 2,7 13,6 9 5,29 4,58 4,53 4,42 4,36 4,34 4,07 3,92 3,57 2,85 <1,00 <1,00
B 1,8 15,3 10 5,30 4,53 3,58 3,98 <1,00 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
C 2,2 12,6 5,28 4,48 3,26 3,70 <1,00 <1,00 2,78 1,81 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
D 6 11,6 5,37 4,62 4,02 4,25 3,08 <1,00 3,98 2,77 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
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Tabela 9.3. Viabilidade das células Dekkera bruxellensis (UFC/mI) ao longo do tempo (dias)

Anexos

Glucose Etanol SO livre 0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60
1 3,6 11,0 8 6,44 5,10 5,72 6,44 5,73 5,12 5,36 5,08 5,86 6,13 6,40 6,14
2 8,4 11,0 8 6,51 3,98 3,95 4,52 5,29 4,70 4,67 4,94 5,39 5,51 5,97 6,12
3 3,6 14,0 8 6,56 <1,00 2,30 2,88 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
4 8,4 14,0 8 6,58 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
5 3.6 11,0 32 6,51 <1,00 3,00 3,25 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
6 8,4 11,0 32 6,53 <1,00 <1,00 2,34 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
7 36 14,0 32 6,52 <1,00 3,00 2,60 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
8 8,4 14,0 32 6,53 <1,00 2,30 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
9 2,0 12,5 20 6,63 <1,00 2,60 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
10 10 125 20 6,65 <1,00 2,83 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00  <1,00
11 6 10 20 6,84 <1,00 <1,00 2,38 <1,00 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
12 6 15 20 6,41 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
13 6 12,5 0 6,56 6,45 6,38 6,56 6,82 6,78 5,79 5,60 5,73 5,65 5,98 5,62
14 6 12,5 40 6,54 <1,00 <1,00 2,38 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
15 6 12,5 20 6,54 <1,00 <1,00 2,75 <1,00 3,45 3,96 4,59 5,20 6,19 6,07 5,30
16 6 12,5 20 6,58 <1,00 <1,00 2,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 3,90 6,51 6,26 6,13
17 6 12,5 20 6,55 <1,00 <1,00 3,20 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
A 2,7 13,6 9 5,29 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
B 1,8 15,3 10 5,30 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
C 2,2 12,6 5,28 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
D 6 11,6 5,37 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
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Tabela 9.4. Viabilidade das células Saccharomycodes ludwigii (UFC/mI) ao longo do tempo (dias)

Anexos

Glucose Etanol SO; livre 0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60
1 3,6 11,0 8 5,64 5,73 6,25 6,20 6,18 6,12 5,87 5,62 5,81 5,41 5,83 6,15
2 8,4 11,0 8 5,61 5,91 6,44 6,20 6,37 6,44 6,33 5,92 5,79 5,30 5,13 4,41
3 3,6 14,0 8 5,67 5,29 5,29 4,97 5,01 5,66 4,98 5,15 5,30 4,95 5,05 5,34
4 8,4 14,0 8 5,66 4,92 4,93 4,88 4,78 4,81 4,85 5,09 5,82 6,03 5,58 5,08
5 3,6 11,0 32 5,62 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 2,01 4,48 5,56 6,60 6,86 6,73 7,16
6 8.4 110 32 5,50 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 6,89 6,38
7 3,6 14,0 32 5,62 1,30 <1,00 1,30 1,17 1,60 2,02 2,84 5,30 5,66 5,89 5,00
8 8.4 140 32 5,60 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 2,02 1,73 <1,00 5,81 5,90 5,20
9 2,0 12,5 20 5,57 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 1,30 <1,00 3,51 5,69 5,93 5,15
10 10 12,5 20 5,54 1,60 1,30 2,15 3,35 4,03 5,91 6,55 6,52 5,76 5,61 5,68
11 6 10 20 5,53 4,19 5,05 6,08 6,15 6,72 6,48 6,42 6,22 6,03 5,85 6,00
12 6 15 20 5,54 1,60 3,30 <1,00 <1,00 <1,00 3,51 1,20 3,12 4,10 4,97 4,70
13 6 12,5 0 5,62 5,60 5,75 5,86 5,92 5,91 5,86 5,73 5,45 5,72 6,02 5,45
14 6 12,5 40 5,48 3,30 1,30 <1,00 1,60 2,04 3,00 4,90 5,75 5,82 5,73 5,00
15 6 12,5 20 5,42 1,30 <1,00 1,60 1,30 <1,00 2,92 3,94 5,60 5,78 5,43 5,73
16 6 12,5 20 5,90 2,97 2,96 2,85 3,56 4,50 4,82 5,62 5,68 5,18 5,73 5,38
17 6 12,5 20 5,93 4,53 4,78 5,41 5,41 5,46 4,99 5,32 5,38 4,82 5,06 4,98
A 2,7 13,6 9 4,82 4,73 4,51 4,38 4,63 4,15 4,10 4,31 4,20 4,05 4,15 5,50
B 1,8 15,3 10 4,96 4,53 3,83 3,60 3,81 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
C 2,2 12,6 9 4,91 4,37 4,15 4,10 3,86 3,38 3,37 4,12 4,88 4,49 4,29 5,00
D 6 11,6 4,97 4,51 3,92 3,99 3,76 3,76 4,16 5,80 571 5,43 5,38 5,52
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Tabela 9.5 - Viabilidade das células Saccharomyces cerevisiae (UFC/ml) ao longo do tempo (dias)

Anexos

Glucose Etanol SO;livre 0 1 2 3 4 5 7 11 15 20 30 60
1 36 11,0 8 572 5,91 5,85 6,01 6,11 6,34 6,39 6,01 5,66 5,78 5,09 3,58
2 g4 11,0 8 5,86 5,86 6,03 6,37 6,36 6,47 5,97 572 4,78 4,62 4,21 3,58
3 36 14.0 8 5,51 5,41 5,28 4,53 4,61 5,31 4,76 4,73 2,30 1,54 <1,00 <1,00
4 ga 14,0 8 5,66 5,60 575 5,39 4,82 4,53 4,19 3,95 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
5 36 11,0 32 5,64 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 1,54 2,56 3,63 5,28 5,52 5,24
6 g4 11,0 32 575 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 3,23 5,40
7 3,6 14,0 32 5,85 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 2,05
8 g4 14.0 32 573 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 2,05
9 2,0 12,5 20 5,72 4,30 1,30 1,18 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
10 19 125 20 5,70 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 1,60 <1,00 2,72 1,60
11 6 10 20 5,62 4,60 3,53 5,60 6,20 6,36 6,73 6,29 4,78 5,10 5,28 514
12 6 15 20 5,60 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
13 6 12,5 0 5,68 5,51 5,58 5,60 573 535 535 5,60 5,30 5,64 4,30 <1,00
14 6 12,5 40 5,56 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
15 6 12,5 20 5,51 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
16 6 1255 20 5,86 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 1,18
17 6 12,5 20 5,98 <1,00 <1,00 1,30 <1,00 <1,00 1,30 <1,00 1,18 1,65 1,81 2,20
Aad 136 ° 4,99 5,07 4,95 4,69 5,18 4,08 3,08 1,78 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
B 18 153 10 5,12 3,95 4,35 4,28 <1,00 3,08 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
c 22 12,6 ° 5,07 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
D 6 116 5,15 3,99 3,78 3,68 3,53 3,20 2,15 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
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9.4. Anexo V - Composicéao fisico - quimica de cada estirpe

Tabela 9.6. Composigao fisico-quimica dos vinhos inoculados com Zygosaccharomyces bailii ISA 2270

Anexos

Zygosaccharomyces bailii ISA 2270 Final 60 dias

Parametro quimico Inicial Ajustado 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17
Acidez volatil corrigida em acido acético (g/l) 0,64 0,62 048 042 066 060 054 054 030 024 027 024 027 030 030 033 030 0,30
pH 3,50 3,59 3,31 3,30 3,55 3,52 3,30 3,30 3,55 3,55 3,42 3,20 3,42 3,45 3,44 3,45 3,46 3,44
Anidrido sulfuroso livre (mg/l) 10 9 4 4 5 5 5 6 3 7 6 6 7 6 6 6 6 6
Anidrido sulfuroso total (mg/l) 38 38 31 34 4 45 51 48 56 59 54 43 47 47 60 49 50 48
indice de fendis totais 54,3 36,6 40,1 47,9 49,0 533 51,1 50,0 51,6 51,4 49,7 41,6 49,3 50,0 53,1 49,2 49,7
Intensidade da cor 0,482 0,517 0,804 0,829 0,781 0,763 0,839 0,853 0,825 0,638 0,704 0,739 0,797 0,835 0,813 0,801
Tonalidade da cor 1,140 1,077 1,166 1,147 1,136 1,104 1,248 1,117 1,12 0,919 1,099 1,167 1,118 1,136 1,103 1,108
Brilho (%) 295 33,038 2892 30,2 31,67 3333 3048 3347 32,14 4295 33,44 29,25 3245 31,39 33,19 32,89

Tabela 9.7. Composicao fisico-quimica dos vinhos inoculados com Saccharomyces cerevisiae ISA 1000
Saccharomyces cerevisiae ISA 1000 Final 60 dias

Parametro quimico Ajustado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Acidez volatil corrigida em acido acético (g/l) 0,69 0,48 0,49 0,55 0,61 0,58 0,49 0,56 0,56 0,55 0,49 0,49 0,56 0,55 0,56 0,56 0,56 0,56
pH 3,44 3,51 3,50 3,50 3,49 3,50 3,49 3,47 3,47 3,49 3,48 3,52 3,49 3,50 3,46 3,46 0,35 0,35
Anidrido sulfuroso livre (mgfl) 9 6 10 6 10 8 10 13 10 16 6 13 26 6 10 10 6 6
Anidrido sulfuroso total (mg/l) 78 42 45 45 42 46 45 45 45 45 42 48 58 35 42 45 35 45
indice de fendis totais 56,3 36,5 39,9 37,8 40,4 44,2 47,9 48,0 47,1 45 47,9 42,4 48,1 38,4 49,6 47,4 47,8 47,7
Intensidade da cor 0,750 0,425 0,549 0,572 0,646 0,576 0,667 0,793 0,805 0,673 0,801 0,523 0,875 0,565 0,836 0,838 0,833 0,765
Tonalidade da cor 1,150 0,964 0,909 0,940 0,963 0,903 0,907 0,951 0,954 1,040 1,014 0909 0,938 0,996 0,951 0,997 1,000 1,012
Brilho (%) 39,32 41,93 42,08 40,88 42,94 43,45 41,67 4151 37,08 37,82 41,94 42,24 3834 4143 3886 38,64 38,16
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Tabela 9.8. Composicao fisico-quimica dos vinhos inoculados com Schizosaccharomyces pombe ISA 1190

Anexos

Schizosaccharomyces pombe ISA 1190

Final 60 dias
Parametro quimico Ajustado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Acidez volatil corrigida em écido acético (g/l) 0,58 042 021 045 045 020 045 052 046 034 040 033 052 040 040 040 039 045
pH 3,50 3,52 3,54 3,53 3,53 3,53 3,52 3,51 3,49 3,51 3,48 3,48 3,49 2,20 2,35 2,15 2,15 2,30
Anidrido sulfuroso livre (mg/l) 9 7 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 6 6 6 6 6 6
Anidrido sulfuroso total (mg/l) 44 36 31 30 33 36 33 27 35 28 33 31 32 31 32 30 31 32
indice de fenéis totais 57,6 490 471 449 501 640 653 484 548 378 410 328 521 629 630 571 614 626
Intensidade da cor 0,764 0772 0661 0804 0950 0,818 0848 0907 0925 0637 0745 059 1,141 1,033 1,156 0942 1,107 1,073
Tonalidade da cor 0,828 1,030 0,946 0,940 0,947 <li00 1,043 0,897 0,906 0,888 0,894 0,856 0,764 0,903 0,762 0,783 0,765 0,764
Brilho (%) 358 39,09 39,86 4055 36,7 3541 4354 4169 42,76 43,27 45,07 43,51 55,07 5486 52,69 5522 54,88
Tabela 9.9. Composic¢éao fisico-quimica dos vinhos inoculados com Saccharomycodes ludwigii ISA 1083
Saccharomycodes ludwigii ISA 1083 Final 60 dias
Parametro quimico Inicial Ajustado 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Acidez volatil corrigida em Acido acético (gffy ~ 0:56 058 058 040 041 038 025 042 045 029 047 041 033 041 040 040
pH 3,40 3,50
Anidrido sulfuroso livre (mg/l) 32 9 13 11 10 10 11 11 10 8 8 12 10 10 10
Anidrido sulfuroso total (mg/l) 86 44 170 101 56 68 72 80 51 75 68 78 54 52 68
indice de fendis totais 58,9 57,6 41,0 46,8 42,6 45,1 45,2 44,6 48,2 44,9 42,0 37,9 48,0 46,3 42,1 43,0
Intensidade da cor 0,753 0,764 0,539 0,709 0,710 0,817 0,68 0,774 0,850 0,852 0,734 0,511 0,514 0,802 0,688 0,627 0,616
Tonalidade da cor 0,868 0,828 0,903 0,788 0,870 0,842 0842 0,878 0,855 0,856 0,842 0,860 0,907 0821 0,864 0,864 0,862
40,89 48,42 42,75 44,44 459 42,5 44,01 44,03 44,84 44,42 41,56 45,84 43,83 43,73 43,61

Brilho (%)
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Tabela 9.10. Composicéo fisico-quimica dos vinhos inoculados com Dekkera bruxellensis ISA 2211

Anexos

Dekkera bruxellensis ISA 2211

Final 60 dias

Parametro quimico Inicial 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Acidez volatil corrigida em 4cido acético () 058 105 082 051 054 048 038 048 044 045 040 034 051 105 057 057 096 043
pH 3,50 3,52 3,49 3,48 3,49 3,48 3,50 3,49 3,48 3,48 3,49 2,23 2,26 3,54 3,48 3,48 3,81 3,48

Anidrido sulfuroso livre (mg/L) 9 6 8 6 8 8 1 10 8 7 6 8 7 7 6 8 8 6

Anidrido sulfuroso total (mg/L) 44 46 45 45 52 65 49 53 48 45 47 46 53 42 44 53 44 43
indice de fendis totais 57,6 49,7 49,4 49,1 49,0 53,4 37,8 53,7 47,1 56,9 60,8 62,3 51,7 41,6 42,3 38,2 40,8 42,6
Intensidade da cor 0,764 0,64 0,657 0,755 0,693 0,722 0,622 0,829 0,786 0,714 0,762 0,724 1,103 0,712 0,723 0,598 0,691 0,737
Tonalidade da cor 0,828 0983 0,916 1,027 099 1073 0975 0,997 095 1,058 1,072 0855 0681 0,88 0,871 0,840 0,876 0,894
39,66 43,34 37,98 39,65 3503 40,49 3947 41,74 3594 3524 51,09 59,74 4499 43,12 46,18 4562 44,71

Brilho (%)
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Anexos

9.7. Anexo VIII - Curvas de calibracio do HPLC para determinacdo das

concentracGes dos compostos.
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Anexos

9.8. Anexo IX-Evolucdo das concentra¢cdes dos compostos por andlise de HPLC
Tabela 9.11. Resultados de HPLC - Zygosaccharomyces bailii ISA 2270

Amostra Condigdo inicial Tempo Ac. Citrico Ac. Tartarico Glucose Frutose A.Succinico Ac. Lactico Glicerol Ac.Acético Etanol
0 0,429 1,819 3,566 0,533 1,087 2,254 7,202 0,360 10,676

1 G-3,6 15 0,428 3,347 3,631 0,591 1,100 1,933 7,265 0,355 10,445
E-11 30 0,347 0,944 2,842 0,208 0,268 0,702 4,596 0,132 11,162

S-8 60 0,372 1,328 3,734 0,775 0,811 0,331 1,150 1,090 7,690
0 0,584 1,953 8,333 0,672 0,944 1,866 6,871 0,320 10,390
2 G-84 15 0,577 3,322 2,683 0,616 1,088 1,902 7,020 0,329 10,304
E-11 30 0,539 1,185 5,686 - 0,807 1,125 4,737 0,161 10,079

S-8 60 0,379 0,984 5,301 - 0,843 0,848 4,351 0,120 10,127
0 0,559 0,933 3,566 0,662 1,240 2,488 9,050 0,497 13,080

3 G-3,6 15 0,485 1,474 3,570 0,663 1,365 2,396 8,995 0,413 12,841
E-14 30 0,485 0,876 2,823 0,191 0,347 0,910 5,879 0,176 14,329

S-8 60 0,369 0,557 2,750 - 0,843 0,854 6,589 0,120 14,106

0 0,664 1,113 8,344 0,563 1,173 2,342 8,580 0,433 13,202
a G-84 15 0,602 1,483 8,363 0,700 1,313 2,319 8,705 0,396 12,484
E-14 30 0,704 1,147 5,777 - 1,098 1,541 6,154 0,348 13,606

S-8 60 0,652 1,241 8,937 - 1,236 1,211 9,743 0,149 13,626

0 0,476 1,390 3,588 0,632 0,943 1,905 7,047 0,326 10,317

5 G-3,6 15 0,182 2,393 3,451 0,172 0,672 1,740 7,043 0,325 10,139
E-11 30 0,145 0,786 2,789 - 0,264 0,728 4,463 0,158 10,376

S-32 60 0,462 1,040 6,263 - 0,791 0,959 7,043 0,138 10,881

0 0,586 1,421 8,242 0,664 0,922 1,840 6,799 0,316 10,392

6 G-84 15 0,499 1,600 5,741 - 0,806 1,163 4,838 0,133 10,637
E-11 30 0,582 1,121 5,751 - 0,904 1,288 4,990 0,301 10,640

S-32 60 0,542 1,181 8,726 - 0,996 1,057 7,702 0,152 9,952

0 0,538 1,227 3,622 0,639 1,173 2,371 8,816 0,388 12,999
7 G-3,6 15 0,165 1,144 3,463 0,189 0,821 2,165 8,850 0,376 12,690
E-14 30 0,673 1,280 2,970 - 1,115 1,853 6,458 0,361 10,893
S-32 60 0,627 1,316 3,894 - 1,272 1,388 10,205 0,177 11,534

0 0,595 1,098 8,377 0,816 1,187 2,358 8,611 0,443 12,872

8 G-84 15 0,656 1,548 8,627 0,700 1,360 2,364 8,904 0,409 12,889
E-14 30 0,681 1,156 5,772 - 1,102 1,962 6,158 0,354 12,644

S-32 60 0,644 1,151 3,597 - 1,110 0,783 7,835 0,184 12,381
0 0,395 1,349 1,970 0,475 0,954 2,108 8,080 0,374 11,300

° G-20 15 0,264 1,950 1,988 0,607 1,228 2,176 8,188 0,375 12,238
E-12,5 30 0,588 1,315 2,051 0,609 1,016 1,823 5,861 0,337 10,521

S-20 60 0,630 1,200 1,948 0,128 0,385 1,737 3,401 0,139 11,368
0 0,596 1,421 10,032 0,758 1,069 2,119 7,719 0,400 10,740

10 G-10 15 0,333 1,843 10,312 0,365 0,976 1,961 7,844 0,351 10,707
E-12,5 30 0,637 1,349 7,034 - 1,057 1,837 5,749 0,337 9,089

S-20 60 0,590 1,116 10,595 - 1,122 1,237 5,366 0,172 11,197

0 0,476 1,825 6,088 0,610 0,876 1,737 6,386 0,305 8,610

1 G-6 15 0,384 3,290 6,111 0,531 0,861 1,650 6,522 0,305 9,149
E- 10 30 0,496 1,301 3,283 - 0,898 1,017 3,110 0,169 9,998

S-20 60 0,361 1,269 2,666 - 0,687 0,769 4,862 0,120 10,569

0 0,514 1,488 5,506 0,652 1,058 2,129 7,864 0,356 10,823

12 G-6 15 0,317 2,132 5,645 0,567 1,089 2,067 8,145 0,365 10,641
E-15 30 0,604 1,223 4,315 - 1,038 1,858 5,712 0,376 12,212

S-20 60 0,530 1,221 5,814 - 1,025 1,210 5,494 0,186 11,325

0 0,549 1,516 6,071 0,635 1,118 2,227 8,100 0,422 10,423

13 G-6 15 0,281 2,222 6,184 0,578 1,091 2,072 8,150 0,371 11,343
E-12,5 30 0,381 0,852 4,287 - 0,784 1,443 5,469 0,259 11,552
S-0 60 0,565 1,226 4,063 - 1,074 1,270 5,580 0,190 11,100

0 0,561 1,371 5,942 0,653 1,033 2,082 7,689 0,532 10,531

14 G-6 15 0,353 1,489 6,114 0,472 0,880 1,873 7,946 0,343 11,089
E-12,5 30 0,371 0,876 4,348 - 0,801 1,439 5,497 0,282 11,941

S-40 60 0,574 1,290 3,829 - 1,109 1,324 5,620 0,190 11,528
0 0,538 1,474 6,137 0,601 1,051 2,107 7,857 0,383 10,980
15 G-6 15 0,487 1,619 6,240 0,570 1,077 2,025 8,131 0,392 11,434
E-12,5 30 0,370 0,897 4,396 - 0,802 1,444 5,519 0,281 11,822

S-20 60 0,591 1,307 3,952 - 1,182 1,424 5,994 0,211 10,459

0 0,284 1,908 6,259 0,627 1,232 2,138 8,067 0,395 12,849

16 G-6 15 0,460 1,632 6,211 0,640 1,189 2,088 7,998 0,404 12,372
E-12,5 30 0,598 1,154 4,487 - 1,065 1,771 5,746 0,354 11,481

S-20 60 0,559 1,165 3,822 - 1,094 1,353 5,691 0,213 12,738

0 0,595 1,872 6,310 0,627 1,234 2,148 8,085 0,402 12,125
G-6 15 0,473 1,684 6,226 0,561 1,046 1,977 7,952 0,385 11,154

1 E-12,5 30 0,581 1,238 4,113 - 1,363 1,841 5,873 0,385 11,213
S-20 60 0,540 1,195 3,469 - 0,983 1,244 5,636 0,214 10,922
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Anexos

Tabela 9.12. Resultados de HPLC - Dekkera bruxellensis ISA 2211

Amostra Condigdo inicial Tempo Ac. Citrico Ac. Tartarico Glucose Frutose A. Succinico Ac. Lactico Glicerol Ac.Acético Etanol

0 0,706 3,420 3,514 0,763 1,510 1,510 7,510 0,431 10,559

1 G-3,6 15 0,393 2,873 1,187 0,237 1,343 1,343 7,081 0,310 10,030
E-11 30 0,366 2,234 0,371 0,120 0,395 0,395 7,320 0,144 10,795

S-8 60 0,395 1,464 0,737 0,124 0,299 0,299 7,333 0,310 10,626

0 0,754 3,288 9,353 0,511 1,506 1,506 7,523 0,420 10,716

2 G-84 15 0,371 2,621 0,330 0,109 1,197 1,197 6,829 0,268 10,782
E-11 30 0,237 1,574 1,130 0,346 0,452 0,452 7,515 0,130 11,849

S-8 60 0,378 1,565 1,995 0,364 0,540 0,540 8,108 0,293 11,724

0 0,825 2,871 3,601 0,615 1,819 1,819 9,243 0,502 13,921

3 G-3,6 15 0,524 1,991 1,124 0,423 1,739 1,739 8,692 0,383 13,909
E-14 30 0,684 1,340 2,109 - 0,756 0,756 9,685 0,130 14,590

S-8 60 0,757 1,511 2,431 0,339 1,026 1,026 10,203 0,214 14,446

0 0,860 2,597 10,016 0,631 1,366 1,866 9,496 0,517 13,826

a G-84 15 0,540 2,018 1,094 0,430 1,769 1,769 8,795 0,392 13,840
E-14 30 1,206 1,674 4,980 - 0,953 0,953 9,930 0,148 14,329

S-8 60 0,758 1,608 2,113 0,346 0,973 0,973 10,424 0,285 14,998

0 0,740 3,290 3,347 0,848 1,485 1,485 7,416 0,433 11,702

5 G-3,6 15 0,246 2,563 2,278 0,361 1,209 1,209 6,771 0,313 11,126
E-11 30 0,364 2,166 2,174 - 0,658 0,658 7,533 0,123 11,185

S-32 60 0,367 1,515 2,004 0,194 0,496 0,496 7,353 0,118 11,245

0 0,699 3,338 9,517 0,513 1,516 1,516 7,629 0,405 10,514

6 G-84 15 0,497 3,215 7,435 0,215 1,354 1,354 6,498 0,344 10,537
E-11 30 0,368 1,651 4,636 - 0,669 0,669 7,664 0,121 10,906

S-32 60 0,371 1,413 4,644 0,195 0,498 0,498 7,460 0,110 11,092

0 0,537 1,155 2,928 0,604 1,791 1,791 8,945 0,380 14,362

7 G-3,6 15 0,564 1,206 2,577 0,453 1,717 1,717 8,431 0,407 13,815
E-14 30 0,702 1,091 2,588 - 0,793 0,793 9,447 0,136 15,146

S-32 60 0,753 1,537 3,224 0,335 1,058 1,058 10,117 0,216 14,154

0 0,519 1,167 1,053 0,806 1,778 1,778 8,886 0,392 13,510

s G-84 15 0,592 1,219 7,923 0,721 1,774 1,774 8,708 0,428 13,561
E-14 30 0,353 0,922 0,729 0,127 0,645 0,645 9,399 0,166 13,851

S-32 60 0,358 1,367 1,313 0,217 0,985 0,985 9,833 0,207 14,021

0 0,492 2,900 0,965 0,741 1,641 1,641 8,156 0,375 12,322

9 G-2,0 15 0,509 2,182 0,897 0,408 1,564 1,564 7,674 0,376 12,234
E-12,5 30 0,191 1,295 0,940 0,116 0,584 0,584 8,535 0,114 11,629

S-20 60 0,657 1,627 0,580 0,289 0,873 0,873 8,891 0,146 12,882

0 0,538 3,234 11,390 0,254 1,654 1,654 8,222 0,380 12,293

10 G-10 15 0,562 2,198 9,661 0,238 1,586 1,586 7,760 0,378 11,957
E-12,5 30 0,632 1,431 11,127 - 0,849 0,849 8,644 0,136 11,030

S-20 60 0,605 1,508 1,862 0,203 0,519 0,519 7,213 0,200 13,230

0 0,985 3,583 5,152 0,829 1,277 1,277 6,167 0,306 9,896

1 G-6 15 0,436 3,350 5,106 0,809 1,261 1,261 6,130 0,306 9,332
E-10 30 0,856 1,687 3,475 0,272 0,619 0,619 6,674 0,190 9,460

S-20 60 0,609 1,710 3,531 0,340 0,670 0,670 6,880 0,131 9,124

0 1,395 3,328 6,019 1,197 1,850 1,850 9,467 0,388 15,341

1 G-6 15 0,913 1,781 5,925 0,272 1,936 1,936 9,552 0,446 15,352
E-15 30 1,217 1,725 4,367 0,337 0,914 0,914 10,125 0,134 14,737

S-20 60 1,261 1,649 4,456 0,431 1,001 1,001 10,308 0,155 14,678

0 0,497 2,963 5,950 0,385 1,642 1,642 8,182 0,367 12,725

13 G-6 15 1,202 3,427 5,537 0,227 1,566 1,566 7,881 0,396 12,803
E-12,5 30 0,334 1,048 1,260 0,237 0,608 0,608 8,499 0,210 13,331

S-0 60 0,414 1,542 1,194 0,384 1,115 1,115 9,715 0,433 12,973

0 0,430 2,136 5,387 0,236 1,494 1,494 7,884 0,336 12,864

14 G-6 15 1,163 3,301 5,439 0,222 1,510 1,510 7,565 0,376 12,485
E-12,5 30 0,656 1,496 3,571 - 1,084 1,084 8,900 0,157 12,567

S -40 60 0,631 1,493 2,771 0,371 0,967 0,967 9,282 0,237 13,117

0 0,540 3,254 6,054 0,409 1,660 1,660 8,327 0,365 12,107

15 G-6 15 1,197 3,367 5,559 0,225 1,556 1,556 7,870 0,382 12,446
E-12,5 30 0,730 1,443 3,108 - 1,017 1,017 8,763 0,157 12,695

S-20 60 0,580 1,503 2,740 0,384 1,082 1,082 9,142 0,227 12,498

0 0,427 2,388 5,430 0,380 1,489 1,489 7,875 0,332 12,507

16 G-6 15 1,173 3,308 5,440 0,218 1,505 1,505 7,671 0,371 12,816
E-125 30 0,434 1,285 2,284 - 0,930 0,930 8,861 0,213 12,903

S-20 60 0,413 1,258 1,767 0,380 0,820 0,820 9,043 0,352 12,164

0 0,371 2,744 5,416 0,395 1,467 1,467 8,245 0,325 12,196

17 G-6 15 0,525 2,380 5,545 0,223 1,592 1,592 7,830 0,385 11,956
E-12,5 30 0,466 1,423 4,200 - 1,076 1,076 8,853 0,283 12,367

S-20 60 0,541 1,349 2,310 0,296 0,776 0,776 8,704 0,135 13,162
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Tabela 9.13. Resultados de HPLC - Schizosaccharomyces pombe ISA 1190

Anexos

Amostra Condigdo inicial Tempo Ac. Citrico Ac. Tartdrico Glucose Frutose A. Succinico Ac. Lactico Glicerol Ac. Acético Etanol
0 0,475 3,264 3,149 0,368 0,861 1,459 7,130 0,321 10,903

1 G-3,6 15 0,521 0,309 2,689 0,390 0,170 1,371 6,441 0,345 9,953
E-11 30 0,555 2,215 1,227 - 0,632 0,589 7,647 0,119 11,079

S-8 60 0,322 1,659 1,180 0,261 0,221 0,392 7,546 0,121 10,972

0 0,440 3,235 8,692 0,381 0,734 1,405 7,196 0,309 11,138

2 G-84 15 0,618 0,700 4,302 0,567 0,297 1,541 6,734 0,310 11,090
E-11 30 0,825 2,642 1,584 - 0,865 0,676 7,786 0,118 11,455

S-8 60 0,174 1,328 1,342 0,364 0,237 0,346 7,261 0,167 11,440

0 0,551 3,433 3,432 0,449 1,063 1,797 8,850 0,375 13,893

3 G-3,6 15 0,781 0,988 2,578 0,344 0,747 0,695 10,433 0,350 13,601
E-14 30 0,977 1,340 1,785 0,322 0,763 0,722 4,890 0,131 14,628

S-8 60 1,139 2,956 0,608 - 1,149 0,854 9,635 0,139 14,384

0 0,580 3,367 9,000 0,450 1,066 1,304 8,929 0,375 13,928

4 G-84 15 0,750 0,999 8,770 0,331 0,685 0,616 10,022 0,337 13,564
E-14 30 1,195 1,325 9,996 0,170 1,087 0,891 9,749 0,140 14,038

S-8 60 1,051 2,545 2,965 - 0,736 0,672 9,724 0,133 14,495

0 0,488 3,351 3,021 0,367 0,863 1,454 7,079 0,325 11,015

B G-3,6 15 0,636 0,758 2,490 0,264 0,513 0,461 7,674 0,269 11,168
E-11 30 0,383 1,159 1,212 0,416 0,292 0,438 7,393 0,115 11,200

S-32 60 0,466 1,771 1,364 0,461 0,226 0,353 7,295 0,132 11,290

0 0,365 2,943 7,936 0,100 0,559 1,266 6,909 0,306 10,737

6 G-84 15 0,614 0,760 8,317 0,268 0,513 0,454 7,866 0,258 10,796
E-11 30 0,571 1,161 8,910 - 0,592 0,634 7,524 0,128 11,145

S-32 60 0,583 1,771 1,501 0,377 0,599 0,604 7,717 0,129 11,772

0 0,554 3,453 3,793 0,455 1,080 1,844 9,094 0,378 13,855

7 G-3,6 15 0,497 0,568 2,256 0,236 0,442 0,500 9,908 0,313 13,586
E-14 30 1,190 1,350 2,093 - 1,099 0,953 9,827 0,149 13,843

S-32 60 1,167 2,036 2,213 - 1,146 0,993 10,338 0,141 13,786

0 0,573 3,295 9,311 0,477 1,075 1,808 8,962 0,377 13,655

8 G-84 15 0,679 0,824 3,943 0,196 0,282 4,370 10,004 0,205 13,351
E-14 30 0,348 1,234 4,257 - 0,671 0,687 9,507 0,130 13,816

S-32 60 1,211 2,021 3,873 - 1,175 0,973 10,025 0,145 14,663

0 1,182 3,093 1,796 0,551 1,141 1,646 8,304 0,450 12,312

° G-2,0 15 0,684 0,788 1,148 - 0,241 0,419 9,272 0,299 12,153
E-12,5 30 0,198 0,951 0,779 0,547 0,401 0,548 8,361 0,144 12,742

S-20 60 0,358 0,420 1,488 0,317 0,313 0,462 8,245 0,161 12,286

0 1,195 3,015 11,073 0,550 1,136 1,640 8,219 0,453 12,225

10 G-10 15 0,788 1,694 9,717 0,196 0,254 0,411 8,798 0,296 12,333
E-12,5 30 0,633 1,017 10,873 0,167 0,686 0,695 8,600 0,128 12,652

S-20 60 0,184 1,423 1,912 - 0,324 0,465 8,339 0,117 12,268

0 0,957 3,458 6,351 0,452 0,930 1,352 6,722 0,380 9,994

1 G-6 15 0,723 3,204 5,226 0,492 0,697 0,558 6,864 0,238 8,601
E-10 30 0,561 1,413 1,561 0,619 0,325 0,504 7,024 0,109 10,074

S-20 60 0,427 1,636 1,621 0,396 0,276 0,535 7,046 0,122 9,934

0 1,516 2,290 6,559 0,679 1,402 20,160 10,204 0,532 14,705

12 G-6 15 1,022 3,063 6,726 0,579 0,677 0,826 11,214 0,302 14,139
E-15 30 1,313 1,253 8,103 - 1,183 0,102 10,558 0,155 14,726

S-20 60 1,223 1,892 3,791 - 1,177 1,062 4,605 0,159 14,273

0 1,237 3,605 6,139 0,592 1,179 1,659 8,485 0,476 12,286

13 G-6 15 0,633 0,707 2,387 0,795 0,301 0,364 9,142 0,358 11,698
E-12,5 30 1,137 1,948 7,850 0,359 1,085 0,842 9,140 0,146 11,935

S-0 60 1,134 1,858 3,968 0,422 1,134 0,862 9,116 0,149 12,034

1] 1,237 3,587 6,130 0,584 1,167 1,652 8,398 0,466 12,548

14 G-6 15 0,753 1,785 5,833 0,189 0,243 0,423 9,169 0,286 12,198
E-12,5 30 1,113 1,548 7,747 0,331 0,998 0,874 8,827 0,151 12,774

S-40 60 1,089 1,678 3,723 0,373 1,027 0,879 8,712 0,154 12,576

0 1,224 3,511 6,172 0,592 1,157 1,622 8,314 0,460 12,687

15 G-6 15 0,771 2,406 3,395 - 0,248 0,427 9,495 0,254 11,879
E-12,5 30 1,087 1,920 3,849 0,365 1,044 0,850 8,912 0,154 12,751

S-20 60 1,043 1,886 3,877 0,393 0,983 0,772 8,663 0,126 12,460

0 1,220 3,557 6,901 0,587 1,151 1,617 8,318 0,463 12,772

16 G-6 15 0,867 2,213 6,595 0,338 0,466 1,589 9,630 0,289 12,190
E-12,5 30 1,114 1,921 3,930 0,367 1,060 0,834 8,953 0,149 12,929

S-20 60 1,080 1,929 3,957 0,397 1,011 0,792 8,785 0,092 12,520

0 1,223 3,508 6,849 0,576 1,141 1,607 8,229 0,464 12,277

17 G-6 15 0,864 3,066 6,340 - 0,942 0,690 9,234 0,272 12,038
E-12,5 30 1,140 1,621 3,634 0,331 1,033 0,820 8,949 0,148 11,661

S-20 60 1,102 1,903 4,004 0,354 0,976 0,839 8,887 0,117 10,905
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Tabela 9.14. Resultados de HPLC - Saccharomyces cerevisiae ISA 1000

Anexos

Amostra Condigo inicial Tempo Ac. Citrico Ac. Tartdrico Glucose Frutose A.Succinico Ac. Lictico Glicerol Ac. Acético Etanol
0 0,699 2,869 3,794 0,566 0,302 1,819 7,197 0,327 11,177

1 G-3,6 15 0,577 0,604 3,797 0,368 0,218 1,486 6,617 0,318 10,596
E-11 30 0,393 1,837 2,258 0,530 0,799 1,199 8,167 0,273 12,168

s-8 60 0,359 1,511 1,538 0,415 0,496 0,572 7,899 0,217 12,069

0 0,888 1,966 8,196 - 0,675 0,975 7,788 0,122 11,598

2 G-84 15 0,610 0,658 4,039 0,396 0,231 1,637 7,103 0,331 11,537
E-11 30 0,425 1,772 3,378 0,684 0,845 1,300 8,647 0,273 12,389

5-8 60 0,318 1,372 1,750 0,568 0,224 0,369 7,714 0,138 11,428

0 0,658 2,029 3,909 0,623 0,344 2,453 9,134 0,398 14,337

3 G-3,6 15 0,607 2,036 3,050 0,526 0,329 2,087 8,920 0,380 13,907
E-14 30 0,487 1,622 2,162 - 1,012 1,598 10,529 0,312 14,984

S-8 60 0,219 0,645 1,587 - 0,366 0,656 9,591 0,160 14,129

0 1,014 2,147 9,329 0,774 0,457 2,569 9,402 0,410 13,830

a G-84 15 0,916 2,656 8,261 0,708 0,392 2,188 8,898 0,387 13,699
E-14 30 0,833 1,508 4,661 - 0,989 1,579 10,324 0,316 14,960

5-8 60 0,235 0,627 1,268 N 0,371 0,735 9,661 0,147 13,520

o 0,740 2,366 3,795 0,558 3,020 1,888 7,215 0,330 11,438

5 G-3,6 15 0,493 3,007 3,407 0,481 0,260 1,729 7,056 0,325 11,009
E-11 30 0,400 1,769 3,362 0,581 0,916 1,282 8,479 0,274 11,807

S-32 60 0,426 1,731 1,551 0,520 0,754 1,042 8,178 0,146 11,149

o 0,783 2,245 8,593 0,566 0,303 1,885 7,259 0,329 10,786

6 G-84 15 0,736 3,028 8,492 0,575 0,312 1,731 7,170 0,326 11,680
E-11 30 0,399 1,830 5,117 - 0,823 1,289 8,491 0,274 11,733

S-32 60 0,461 1,613 1,541 548,000 0,871 1,119 8,559 0,290 11,075

0 1,043 2,311 4,474 0,776 0,463 2,468 9,594 0,417 13,942

7 G-3,6 15 0,935 2,815 4,310 0,763 0,445 2,296 9,323 0,403 13,994
E-14 30 0,470 1,569 2,439 B 1,027 1,558 10,310 0,302 14,768

S-32 60 0,757 1,022 1,974 - 0,694 1,088 10,014 0,246 14,470

0 1,028 2,199 9,157 0,767 0,447 2,310 10,313 0,403 13,708

8 G-84 15 0,919 2,732 8,792 0,751 0,430 2,206 9,096 0,393 13,954
E-14 30 0,468 1,536 4,869 - 1,016 1,550 10,188 0,315 14,824

S-32 60 0,752 0,964 5,074 - 0,684 9,130 9,880 0,239 14,490

0 0,800 0,955 3,116 1,643 1,027 0,619 10,291 0,375 12,169

9 G-20 15 0,833 3,627 1,621 0,676 0,374 2,045 8,434 0,369 12,421
E-12,5 30 0,318 1,211 1,129 0,120 0,301 0,726 8,499 0,146 13,209

S-20 60 0,529 1,132 0,954 0,145 0,317 0,631 8,737 0,145 12,803

0 0,988 1,630 9,912 - 0,720 1,077 8,600 0,132 13,400

10 G-10 15 0,586 2,435 9,925 0,549 0,279 1,877 8,150 0,356 13,307
E-12,5 30 0,443 1,649 7,135 - 0,911 1,404 9,233 0,294 12,840

S-20 60 0,205 0,872 4,972 - 0,310 0,617 8,611 0,154 13,024

0 0,711 2,518 5,815 B 0,734 0,439 7,843 0,307 10,250

1 G-6 15 0,581 3,359 4,166 0,382 0,219 1,508 7,235 0,308 10,545
E-10 30 0,305 1,770 2,015 0,870 0,619 0,956 7,311 0,155 10,997

S-20 60 0,446 1,633 1,539 0,475 0,687 0,889 7,514 0,143 9,756

0 1,125 2,436 7,160 - 1,192 0,697 12,266 0,419 14,668

12 G-6 15 1,008 2,679 6,926 0,388 0,977 0,673 11,792 0,436 15,332
E-15 30 1,338 1,459 4,715 0,167 1,125 1,699 11,153 0,344 15,489

$-20 60 1,388 1,136 3,412 B 1,089 1,404 11,021 0,339 15,554

0 0,887 2,321 6,712 - 1,043 0,602 10,120 0,367 12,621

13 G-6 15 0,881 3,619 1,460 - 1,028 0,603 10,037 0,383 12,761
E-12,5 30 1,116 1,812 1,465 - 1,109 1,397 9,658 0,327 13,778

S-0 60 0,928 1,407 1,330 0,612 0,945 1,202 9,541 0,326 13,468

0 0,955 2,273 6,723 - 1,025 0,619 10,267 0,365 12,663

14 G-6 15 0,854 2,789 6,489 - 1,008 0,593 9,773 0,352 12,309
E-12,5 30 0,410 1,789 4,187 - 0,920 1,368 9,136 0,242 13,498

S-40 60 1,088 1,528 4,193 B 0,868 1,097 9,053 0,224 13,211

0 0,935 2,258 6,636 - 1,010 0,600 10,059 0,359 12,273

15 G-6 15 0,895 2,836 6,709 B 1,001 0,592 10,027 0,360 12,327
E-12,5 30 0,800 1,774 4,152 - 0,996 1,443 9,303 0,315 13,106

S-20 60 1,107 1,594 4,305 - 0,907 1,145 9,218 0,329 13,311

o 0,923 2,316 6,891 - 1,018 0,600 10,417 0,365 12,396

16 G-6 15 0,859 2,705 6,522 - 0,994 0,585 9,692 0,350 12,099
E-12,5 30 0,313 1,855 4,008 B 1,016 1,409 9,385 0,265 12,824

S-20 60 0,214 0,823 3,055 - 0,669 8,722 8,722 0,144 12,240

o 0,933 2,358 6,825 - 1,037 0,616 10,323 0,371 12,326

17 G-6 15 0,887 2,793 6,524 0,515 0,651 0,606 9,879 0,361 12,437
E-12,5 30 0,791 1,900 3,820 B 1,088 1,390 8,971 0,309 12,971

S-20 60 0,971 1,755 3,884 - 0,969 1,378 10,740 0,311 12,341
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Tabela 9.15. Resultados de HPLC - Saccharomycodes ludwigii ISA 1083

Anexos

Amostra Condigdo inicial Tempo Ac. Citrico Ac. Tartdrico Glucose Frutose A.Succinico Ac. Lactico Glicerol Ac.Acético Etanol
0 0,430 3,059 4,286 - 1,018 1,443 7,115 0,318 11,386

1 G-3,6 15 0,495 2,989 2,136 0,355 0,830 1,336 6,908 0,303 12,292
E-11 30 0,439 1,137 1,450 0,506 0,241 0,298 7,078 0,112 13,352

S-8 60 0,856 1,105 1,090 0,463 0,802 0,581 7,148 0,094 12,450

o 0,448 3,440 9,034 - 1,003 1,412 6,937 0,316 11,483

2 G-84 15 0,535 3,454 2,001 0,368 0,886 1,366 7,004 0,339 11,337
E-11 30 0,350 1,376 1,598 0,530 0,231 0,252 6,631 0,539 12,891

S-8 60 0,769 1,177 1,498 0,657 0,247 - 6,839 1,268 12,502

o 1,122 2,915 3,994 0,363 1,009 1,696 8,986 0,365 13,746

3 G-3,6 15 0,556 1,894 2,348 0,448 1,079 1,763 8,936 0,382 14,934
E-14 30 0,508 1,519 2,060 0,302 0,931 0,446 6,602 0,224 16,330

S-8 60 1,021 1,485 1,938 - 0,875 0,792 9,150 0,330 14,978

o 1,329 3,065 10,200 - 1,287 1,818 9,022 0,380 14,162

4 G-84 15 0,594 1,720 5,161 0,416 1,012 1,651 8,473 0,362 14,880
E-14 30 0,541 1,129 1,503 0,210 0,677 0,861 9,570 0,212 16,402

S-8 60 1,076 1,469 0,605 0,129 1,030 0,901 9,453 0,171 15,181

o 0,299 3,043 3,115 - 0,792 1,352 7,103 0,304 11,265

5 G-3,6 15 0,493 3,378 1,528 0,645 0,847 1,381 6,899 0,288 11,536
E-11 30 0,427 1,538 1,883 0,254 0,734 0,935 7,434 0,200 12,809

S-32 60 0,990 1,574 1,554 0,318 1,142 0,883 4,454 0,175 11,739

0 0,460 3,358 9,118 - 1,000 1,416 6,966 0,316 11,184

6 G-84 15 0,502 3,285 8,919 0,374 0,832 1,423 6,873 0,306 11,377
E-11 30 0,446 1,548 2,995 0,271 0,781 1,057 8,022 0,147 12,430

S-32 60 0,909 1,389 1,749 0,271 0,908 0,719 7,492 0,100 11,875

0 0,804 2,329 2,721 0,337 0,672 1,476 8,421 0,327 14,464

7 G-3,6 15 0,572 1,773 2,703 0,444 1,044 1,798 8,801 0,370 14,366
E-14 30 0,496 1,526 2,040 0,299 0,916 1,133 9,705 0,168 16,037

S-32 60 1,083 1,441 1,947 - 1,119 0,958 9,619 0,166 15,234

0 1,358 2,643 10,164 - 1,305 1,843 9,144 0,386 14,194

8 G-84 15 0,583 1,689 9,538 0,450 1,040 1,776 8,737 0,365 14,456
E-14 30 0,504 1,493 3,366 0,298 0,930 1,288 9,891 0,174 15,509

$-32 60 1,156 1,568 2,073 - 1,248 1,427 10,026 0,273 14,980

0 0,294 2,661 0,601 0,420 0,661 1,425 7,939 0,313 12,326

9 G-20 15 0,637 1,761 2,001 0,401 0,939 1,612 7,812 0,331 12,716
E-12,5 30 0,448 1,425 1,838 0,275 0,824 1,115 8,616 0,174 14,528

S-20 60 1,022 1,327 1,824 - 1,169 1,102 8,769 0,358 14,213

) 0,510 3,230 11,446 - 1,187 1,671 8,203 0,356 12,324

10 G-10 15 0,397 2,480 0,740 0,120 0,659 1,381 7,619 0,297 13,298
E-12,5 30 0,459 1,485 1,858 0,271 0,905 1,205 9,045 0,167 14,329

S-20 60 0,991 1,351 1,736 0,219 0,905 0,958 8,601 0,165 13,657

0 0,443 3,702 6,542 - 0,960 1,350 6,616 0,307 9,779

1 G-6 15 0,314 2,929 0,562 0,112 0,526 1,081 6,029 0,244 11,080
E-10 30 0,512 1,460 3,559 0,300 1,032 1,430 6,068 0,250 16,874

S-20 60 0,786 1,540 1,807 0,219 0,807 0,725 6,540 0,195 11,345

o 0,307 1,550 6,305 0,462 1,043 1,761 9,366 0,376 15,431

12 G-6 15 0,584 1,462 5,721 0,455 1,094 1,850 9,204 0,381 16,037
E-15 30 0,344 1,803 2,777 0,226 0,650 0,828 6,834 0,189 11,834

S-20 60 1,164 1,488 2,227 - 1,105 1,284 10,351 0,181 16,002

s} 0,512 2,268 6,350 0,396 0,925 1,557 7,425 0,335 12,355

13 G-6 15 0,359 2,454 0,311 0,117 0,638 1,339 7,540 0,327 12,873
E-12,5 30 0,526 1,488 4,231 0,328 1,080 1,530 10,668 0,310 16,792

S-0 60 1,011 1,347 3,114 0,240 1,208 0,955 8,793 0,323 13,350

o 0,500 1,743 6,052 0,363 0,846 1,466 7,116 0,306 12,636

14 G-6 15 0,467 2,570 0,775 0,258 0,793 1,464 7,739 0,310 13,523
E-12,5 30 0,368 1,715 0,689 0,267 0,896 1,114 8,582 0,179 13,783

S-40 60 1,021 1,470 0,606 251,000 1,076 0,905 8,961 0,149 14,137

0 0,735 1,819 6,360 0,384 0,900 1,551 7,574 0,317 12,368

15 G-6 15 0,538 2,984 4,919 0,219 0,928 1,547 7,752 0,330 13,320
E-12,5 30 0,437 1,635 3,129 0,268 0,862 1,164 9,037 0,156 13,029

S-20 60 1,020 1,459 1,826 0,165 1,064 1,052 8,900 0,169 12,795

0 0,669 1,430 6,486 - 0,746 0,991 8,436 0,126 12,508

16 G-6 15 0,371 2,449 0,541 0,117 0,644 1,371 7,748 0,318 12,344
E-12,5 30 0,445 1,613 3,209 0,286 0,934 1,266 9,417 0,184 13,601

S-20 60 1,001 1,357 3,031 0,235 1,038 0,852 8,752 0,169 12,672

0 0,551 1,986 6,116 0,410 0,961 1,661 8,004 0,352 12,836

17 G-6 15 0,372 2,525 0,512 0,118 0,653 1,374 7,847 0,328 12,609
E-12,5 30 0,418 1,857 7,260 0,288 0,921 1,224 9,115 0,234 13,753

S-20 60 0,968 1,389 0,589 0,217 1,021 0,859 8,572 0,163 14,087
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9.9. Anexo X — Superficies de resposta de Zygosaccharomyces bailii
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Figura 9.1. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de Z. bailii ISA 2270 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 5 dias de inoculacéo.
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Figura 9.2. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de Z. bailii ISA 2270 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, ap6s 15 dias de inoculagao.
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Figura 9.3. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de Z. bailii ISA 2270 em
funcdo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 60 dias de inoculacéo.

| 98

Anexos



Anexos

9.10. Anexo Xl — Superficies de resposta de Dekkera bruxellensis
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Figura 9.4. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de D. bruxellensis ISA 2211
em funcgéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 5 dias de inoculagéo.
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Figura 9.5. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de D. bruxellensis ISA 2211
em funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 15 dias de inoculagéo.
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Figura 9.6. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de D. bruxellensis ISA 2211
em fungéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 15 dias de inoculagéo.
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9.11. Anexo Xll — Superficies de resposta de Saccharomycodes ludwigii
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Figura 9.6. . Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. ludwigii ISA 1083 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 5 dias de inoculacao.
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Figura 9.7. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. ludwigii ISA 1083 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, ap6s 15 dias de inoculagao.
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Figura 9.8. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. ludwigii ISA 1083 em
funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 60 dias de inoculagéo
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9.12. Anexo Xlll — Superficies de resposta de Saccharomyces cerevisiae

SRR BT SR

Figura 9.9. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. cerevisiaelSA 1000
em funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 5 dias de inoculagao
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Figura 9.10. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. cerevisiae ISA 1000
em funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 15 dias de inoculagdo
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Figura 9.11. Superficies de resposta ajustadas do crescimento populacional de S. cerevisiae ISA 1000
em funcéo de glucose, etanol e sulfuroso livre, apds 60 dias de inocula¢éo
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