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Fendis Voldteis em Vinhos Tintos

RESUMO

As leveduras DekkeralBrettanomyces sdo responséaveis pela formagdo de fendis
volédteis em vinhos tintos, tornando-se numa grande preocupacdo para a produgio
enoldgica a nivel mundial, devido a dificuldade em controlé-las.

Os fenéis voldteis sdo responsdveis por aromas desagraddveis nos vinhos tintos,
diminuindo a sua qualidade e resultando em grandes perdas econémicas.

Este trabalho teve como principal objectivo estudar um método de preparagdo de
amostra ¢ um método cromatografico para analisar e quantificar os principais fendis
volateis (4-etilfenol, 4-etilguaiacol, 4-etilcatecol, 4-vinilfenol e o 4-vinilguaiacol), em
meio sintético € em vinhos tintos comerciais. A preparagdo de amostras foi efectuada
através do método de extracg¢do liquido-liquido e a separagdo dos compostos foi
efectuada por cromatografia gasosa com detector de ionizagio de chama (GC-FID).

Os resultados obtidos permitem concluir que € possivel detectar e quantificar os
fendis volateis com este método, incluindo o 4-etilcatecol. O 4-etilfenol foi o composto

mais abundante nos vinhos tintos comerciais estudados.

Palavras — chave: Dekkera/Brettanomyces, vinho tinto, fenéis volateis, 4-etilcatecol,

método de extrac¢do liquido — liquido, cromatografia gasosa — GC-FID.
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Volatile Phenols in red wines

ABSTRACT

The yeasts Dekkera / Brettanomyces are responsible for the formation of volatile
phenols in red wine, becoming a major concern for the enological production worldwide
because of the difficulty in controlling them.

The volatile phenols are responsible for unpleasant aromas in red wines, reducing
its quality and resulting in great economic losses.

The main objective of this work was to study a sample preparation and a
chromatographic method to analyze main volatile phenols (4-ethylphenol, 4-
ethylguaiacol, 4-ethylcatechol, 4-vinylphenol and 4-vinylguaiacol) in synthetic wine
and red wines. Sample preparation was done by liquid-liquid extraction and compounds
separation was achieved by gas chromatography with flame ionization detector (GC-
FID)

Results showed that it is possible to detect and quantified volatile phenols with the
methodology proposed, including 4-ethylcatechol. 4-ethylphenol was the main

compound found in commercial red wines.

Key-words: Dekkera/Brettanomyces, red wine, volatile, phenols, 4-ehylcatechol,

method of extraction liquid — liquid, gas chromatography — GC-FID.
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GLOSSARIO DE ABREVIATURAS

4-EF - 4-Etilfenol

4-EG - 4-Etilguaiacol

4-EC - 4-Etilcatecol

4-VF — 4-Vinilfenol

4-VG - 4-Vinilguaiacol

4-VC - 4-Vinilcatecol

SBSE - extracgdo sorptiva com barra de agitacdo (stir bar sorptive extraction)
PDMS - polidimetilsiloxano

ELL - extracg¢do liquido-liquido

GC - cromatografia em fase gasosa (gas chromatography)
FID - detector de chama (flame ionization detector)

LOD - limite de detecgio (limit of detection)

LOQ - limite de quantificacdo (limit of quantification)

PI - padréo interno (3,4-dimetilfenol)
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I. INTRODUCAO

1. Caracteristicas Organolépticas de um Vinho

E reconhecida e comprovada a interac¢do entre o agro-ecossistema viticola e a
qualidade dos vinhos. O clima, o solo e a casta (figura 1) constituem os factores naturais
que determinam a tipicidade e qualidade dos vinhos produzidos numa regido viticola.
As técnicas culturais utilizadas pelos vitivinicultores visam harmonizar estes factores de
forma a optimiza-los numa perspectiva de obteng¢ao de um produto final aos mais baixos
custos de produgdo e com a mais elevada tipicidade e qualidade, proporcionando ao

vinho melhores caracteristicas organolépticas.

Casta

Técnicas
Culturais

Solo Clima

Figura 1 - Factores que influenciam a qualidade dos vinhos.
(Adaptado Fregoni, 1985)

Os processos de vinificagao (figura 2) sao outros factores muito importantes para a
qualidade de um vinho, e por sua vez, para as caracteristicas organolépticas. Esta fase ¢
de extrema importancia para o vinicultor, pois o trabalho feito pela viticultura, obtendo

uvas de boa qualidade, pode ser prejudicado pela ma condugdo dos processos

enolégicos.
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Vinho Branco Vinho Tinto

Uvas esmagadas e

prensadas
Clarificacao Uvas desengacadas e
Vindima esmagadas
Maceracio

. Esmagamento

Inoculacio de leveduras

Fermentac¢io ~ 15 °C Inoculacio de leveduras

Fermentacao ~ 20-25-30 °C

Fermenta¢ao Malolactica

Vinho removido das borras Envelhecimento em
barricas (opcional)
Clarificacao Estabilizagio
Envelhecimento em
barrica (opcional)
Fermentaciao Malolactica Envelhecimento
_(opcional) Filtracao
Estabilizacao
Filtracao

Engarrafamento | i Engarrafamento

Engarrafamento

k= e

Figura 2 — Revisao generalizada dos diferentes processos de vinificagdo de vinhos tintos e
brancos (Adaptado Bartowsky et al., 2009)

Introducio 2




Fendis Voliteis em Vinhos Tintos

Para o consumidor, os requisitos da qualidade estdo associados as caracteristicas
sensoriais intrinsecas do vinho, isto €, com o modo como o vinho agrada com a sua
aparéncia, olfacto e paladar, e com a sua imagem, que deriva de muitos aspectos tais
como o rétulo, os prémios atribuidos e o custo. Assim, um vinho com atributos
sensoriais reconhecidos e uma boa imagem a um prego competitivo serd considerado de
grande valor pelos consumidores (Francis et al., 2005).

Por isso, o produtor tem cada vez mais o papel de satisfazer as exigéncias do
consumidor, tentando obter vinhos arométicos, com cores limpidas e sabor apreciavel.

O conjunto das caracteristicas organolépticas de um vinho € realizado pela
apreciag@o da visdo, paladar e olfacto (Peynaud 1981).

A visdo € o sentido imediato, é o que caracteriza primeiro um vinho, pela sua cor,
limpidez e transparéncia.

O contacto do vinho com a boca, ou paladar, ¢ importante pois dele resultam as
impressdes da temperatura, da consisténcia, da viscosidade, da suavidade e do volume
(corpo). Sdo quatro os sabores basicos recebidos pelas papilas gustativas: o doce, o
4cido, o salgado e o amargo (Peynaud, 1981). Nio existe sensibilidade especifica para
estes sabores, mas existem regides especificas da lingua onde se apreciam cada um
destes sabores. O sabor doce € sobretudo perceptivel na ponta da lingua, o sabor 4cido
na parte inferior e lateral, o gosto salgado € sentido nos bordos e o gosto amargo €
apenas perceptivel na parte de tras da lingua. Numa zona que € apenas atingida quando
se engole (Peynaud, 1981).

O vinho possui os quatro sabores basicos, sendo o gosto doce provido do dlcool e
eventualmente pelo seu teor de aglicar; o gosto dcido pelos dcidos organicos; o gosto
salgado pelos sais e o gosto amargo pelos compostos fendlicos, como os taninos
(Peynaud, 1981).

O olfacto € um sentido que nos leva a um registo de uma imensiddo de aromas,
caracterizando o vinho pela sua intensidade, evolugio e caricter. O aroma de um vinho
descreve-se como a interacgdo do sabor e odor que cada individuo caracteriza como
uma experiéncia agraddvel ou ndo. Os aromas sdo compostos volateis, que sdo
perceptiveis através dos receptores de odor do 6rgédo olfactivo. O aroma tem a sua parte
fisico-quimica, mas o que realmente ¢ importante quando se consome o produto € o

efeito que exerce no consumidor (figura 3) (Ferndndez, 2004).
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Herbiaceo
Vinagre Pimentos
Mel Frutado
Café
Baunilha
Floral

Figura 3 — Alguns descritores que podem caracterizar o aroma de um vinho.
(Adaptado de Swiegers et al., 2005)

2. Aroma

O aroma de um vinho € de uma enorme complexidade devido a grande quantidade
de compostos que o compdem. Este aroma € o produto terminal de uma longa sequéncia
biol6gica, bioquimica e tecnoldgica e ndo apenas o produto da fermentacdo da uva
(Cordonnier ¢ Bayonove, 1978). Cada composto apresenta o seu proprio limite de
percepcdo olfactivo que, por sua vez, € condicionado pelo conjunto dos outros
compostos presentes no vinho (Patao, 2007).

E dificil determinar a influéncia sensorial individual de cada composto, uma vez que
os compostos interagem entre si, dando origem as caracteristicas organolépticas do
vinho. O aroma das uvas, do mosto e do vinho a que dé origem, sdo completamente
distintos e com a evolugdo deste mesmo vinho o aroma continua a sofrer alteragdes,
diferenciando-se dos aromas iniciais. Certos compostos volateis desaparecem, outros
ficam inalterados e observa-se a formag@o de alguns compostos pelas leveduras, através
de diferentes mecanismos (metabdlicos ou hidrélise enzimética) (Fernandez, 2004).

O aroma de um vinho pode ser classificado consoante a origem dos compostos que
o constituem (figura 4): Aroma Varietal — devido aos compostos existentes na uva,
Aroma Pré-Fermentativo — resultante da vindima, transporte, prensagem, maceragao €
clarificagdo; Aroma Fermentativo — compostos resultantes das fermentagoes €; Aroma
Pés-Fermentativo — que resultam das transformagdes ocorridas durante a conservagdo

e envelhecimento (Araujo, 2004).
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Aroma Varietal Aroma Pré-Fermentativo
Variedade : .
Solo ; » Maturagdo i » Mosto
Clima Tecnologia
bresnreennee * Aroma Primdrio === -

Aroma Pés-Fermentativo Aroma Secundario

e

: o, Aroma
Vinho +— ™ Fermentativo
. Vinho Jovem 4—— Fermentagoes
Aroma Terciario - Alcodlica
- Malolactica

Figura 4 — Relagido das diferentes etapas de vinificagdo com o tipo de aromas.
(Aradjo, 2004)

O aroma varietal e pré-fermentativo sdo também conhecidos por aroma primadrio, o
aroma fermentativo por secunddrio e o pds-fermentativo por aroma tercidrio, segundo

designacio proposta por Lepe (1995) e Peynaud et al (1997).

a) Aroma Varietal

O aroma varietal € caracteristico da variedade da uva e depende essencialmente do
solo, do clima, da fitotecnia, do estado sanitario e do grau de maturacao (Patdo, 2007).

Podem distinguir-se dois tipos de substancias especificas de variedade de uva: as
substancias odorantes que passam para o vinho sem transformagdes € que transmitem a
sua tipicidade e as substincias odoriferas susceptiveis de revelar um aroma tipico
durante a fermentacio e a conservacdo. Esta distingdo € importante pois introduz a
nogdo de precursor de aroma (Cordonnier e Bayonove, 1978), a qual justifica o facto de
castas neutras poderem dar origem a vinhos mais arométicos, com caracteristicas
particulares, indissocidveis da variedade (Bayonove et al., 1998; Ribéreau-Gayon et al.,

2000).
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a) Aroma Pré-fermentativo

Os aromas de origem pré-fermentativa formam-se desde a colheita das uvas até ao
inicio da fermentagdo alcodlica no decorrer das operagdes de recolha, transporte,
desengace, prensagem e maceragdo das uvas (Araijo, 2004).

Os efeitos mecénicos destes tratamentos vao permitir, ao dilacerar os bagos, que os
sistemas enzimadticos entrem em contacto com os substratos existentes, promovendo a
formagdo de alguns compostos aromdticos. Por outro lado, estes processos t€ém como
consequéncia a incorporagdo de oxigénio no meio, fornecendo o segundo substrato

implicado nas reacgdes de oxidagdo enzimética (Bayonove et al., 1998).

b) Aroma Fermentativo

A etapa fermentativa € o processo fundamental de conversdo do mosto de uva em
vinho e engloba duas importantes transformagdes bioldgicas: a fermentagdo alcodlica e
a fermentacio maloléctica.

Na primeira, comum a todos os vinhos, ha produgdo pelas leveduras de etanol e de
numerosos produtos secunddrios a partir dos aguicares do mosto. As leveduras mais
comuns sdo as espécies do género Saccharomyces, sendo uma das mais importantes a
Saccharomyces cerevisiae. Estas fornecem as enzimas necessdrias para o processo de
transformagdo dos agtcares (principalmente sacarose, glucose e frutose) em etanol
(Patdo, 2007). Este tem um papel fundamental na percepcdo olfactiva, quer pela
participagdo directa no odor, quer pela influéncia que exerce sobre os outros
constituintes do aroma ao fazer diminuir a polaridade do meio (Aradjo, 2004).

E durante esta etapa fermentativa que se forma a maioria dos constituintes
caracteristicos do aroma fermentativo, tais como alcoois, acidos gordos volateis e
respectivos ésteres, compostos carbonilados, sulfurados e azotados, lactonas e fendis
volateis (Bayonove et al., 1998).

Na fermenta¢io maloldctica, provocada por bactérias lacticas, principalmente
Oenococcus oeni € vérias espécies de Lactobacillus e Pediococcus, procura-se diminuir
o teor de acidez do vinho por conversdo do dcido mélico em 4cido lactico.

A fermentacdo maloldctica é um processo fermentativo secunddrio importante,

normalmente adoptado sé no caso dos vinhos tintos, pois para além da desacidificacio
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contribui para a complexidade do aroma dos vinhos e confere-lhes estabilidade

microbioldgica (Patdo, 2007).

¢) Aroma Pés-fermentativo

O aroma poés-fermentativo resulta das transformagSes ocorridas durante a
conservagdo e envelhecimento do vinho, devidas a um conjunto de reacgGes fisico-
quimicas de oxidag@o e de reducgdo (Oliveira, 2000) entre compostos aromadticos e
fendlicos, e de reacgdes de esterificagdo entre 4cidos e alcoois, que se traduzem numa
melhoria das caracteristicas organolépticas dos vinhos e na transformagio do aroma, o

qual se denomina de “bouquet” (Fernandez, 2004).

3. Modulacio do Aroma do Vinho por Accéio de Leveduras

Numerosos géneros e espécies de leveduras sdo encontrados durante a producio do
vinho. O pH baixo, o conteido elevado de agucares, as condi¢Ges anaerébias
rapidamente geradas e a presencga de iniimeros compostos, proporcionam um ambiente
favordvel ao crescimento de leveduras. A actividade metabdlica das leveduras pode ter
um elevado impacto na composi¢@o do vinho, e consequentemente no seu aroma e sabor
(Fleet, 2003; Gil et al., 1996; Lema et al., 1996; Romano et al., 2003). Na realidade,
alguns tipos de vinho dependem dos metabolitos de leveduras especificas, uma vez que
estes conferem ao vinho uma composi¢do quimica caracteristica. As leveduras que tém
impacto na composi¢do do vinho podem ser provenientes das uvas, da flora indigena
ou/e de vectores como os insectos (Fleet ef al., 2002). Os organismos encontrados no
vinho também podem resultar directamente da utilizacdo de preparagdes comerciais de
leveduras (Boulton et al., 1996).

Durante a fermentagfio alcodlica, as leveduras ndo s6 convertem os agicares em
etanol e dioxido de carbono mas também produzem uma gama de metabolitos volateis
sensorialmente importantes € que conferem ao vinho o seu caricter vinoso (Etiévant,
1991; Romano et al., 2003). Similarmente, durante a fermentagdo malol4ctica, as
bactérias ndo s6 providenciam a desacidificacdo, mas também contribuem para a

intensificagfio do sabor e aroma do vinho (Henick-Kling, 1993; Bartowsky et al., 2002).
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Os vinhos produzidos a partir de variedades de uvas especificas revelam um caricter
varietal, isto €, aromas diferentes que evocam essa variedade. Contudo, enquanto alguns
compostos odoriferos voléteis provém directamente dos componentes quimicos das
uvas, outros compostos sdo libertados e/ou modificados pela ac¢do de leveduras e
bactérias, sendo uma parte substancial das substincias aromdticas resultante das
actividades metabdlicas destes microorganismos. Assim, as leveduras e, em menor
extensdo, as bactérias t€tm uma importincia central no desenvolvimento do aroma do
vinho (Williams e al., 1989; Swiegers et al., 2005).

As leveduras sdao predominantes durante o processo complexo da vinificagdo. Dos
100 géneros de leveduras, representados por mais de 700 espécies, 16 estdo associados
com a vinificagdo: Brettanomyces e a sua forma perfeita Dekkera, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora ¢ a sua forma assexuada Kloeckera,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces (Pretorius
et al., 1999).

Nas fermentacGes espontineas existe um crescimento progressivo padrdo das
leveduras indigenas: as leveduras dos géneros Kloeckera, Hanseniaspora ¢ Candida
predominam nos estdgios iniciais, sendo gradualmente substituidas por diversas
espécies de Metschnikowia e Pichia nos estigios intermédios, nos quais o etanol atinge
um teor de 3 a 4 % (Fleet et al., 1993). Os ultimos estdgios das fermentacSes naturais do
vinho s3o dominados invariavelmente pelas estirpes Saccharomyces cerevisiae
tolerantes ao dlcool. Outras leveduras, tais como as espécies de Brettanomyces,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces, podem
também estar presentes durante a fermentacgdo e algumas podem afectar adversamente a
qualidade sensorial do vinho.

Entre todas as possiveis contaminagdes microbianas, as leveduras dos géneros
Dekkera e Brettanomyces sdo as mais temidas pelos vinicultores. De facto, estas
leveduras podem desempenhar um papel importante e negativo na evolugdo aromatica
do vinho (Chatonnet et al., 1992; Loureiro et al., 2003).

Estas leveduras podem ser encontradas na fermentagdo do mosto e no vinho.
Normalmente desenvolvem-se depois das fermentagdes alcodlica e maloléctica durante
o envelhecimento em cubas, barricas e garrafas (Farifia, 2007).

Os produtos metabdlicos resultantes da contaminacio pelas leveduras

Brettanomyces/Dekkera sdao fendis volateis, que incluem o 4-vinilfenol (4-VF), o 4-
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vinilguaicol (4-VG), o 4-etilfenol (4-EF), o 4-etilguaiacol (4-EG) e o 4-etilcatecol (4- |
ELC).

Os vinilfen6is sdo igualmente formados durante a fermentagdo alcodlica pelas
leveduras S. cerevisae, mas as leveduras Brettanomyces/Dekkera t€ém a capacidade de
transformar os vinilfen6is em etilfendis. Os etilfenéis fornecem ao vinho aromas
desagradéveis com elevadas consequéncias econdmicas aos vinhos. O composto mais

prejudicial, quando presente, € o 4-EF, cujo precursor € o dcido p-cumdrico (figura 5).

Acido p-cumadrico

- ]

Aroma a suor a
cavalo

-

Figura 5 — Formacao do 4-etilfenol pela espécie Brettanomyces bruxellensis (Adaptado
Bartowsky, E. J. er al., 2009)

4. Dekkera/ Brettanomyces

As leveduras Brettanomyces e Dekkera sdo descritas na literatura como parte da
microflora de muitos produtos fermentados como o vinho, a cerveja, a cidra, (Greenwalt
et al., 2000; Martens et al., 1997; Morrissey et al., 2004; Silva et al., 2004; Teoh et al.,
2004; Wyder et al., 1997), os lacticinios (Cosentino et al., 2001), o azeite (Coton et al.,
2006) e refrigerantes (Kolfschten e Yarrow, 1970).

As Brettanomyces e Dekkera podem-se desenvolver durante o envelhecimento de
vinho tintos (Froudiere e Larue, 1988) mesmo depois do engarrafamento. Raramente se
encontram estas leveduras durante a fermentag@o alcodlica do mosto (Wright e Parle,
1973). Alguns estudos indicam a presenca anormal de Brettanomyces em bagos de uvas
e em armazéns de vinho (Penyaud e Domercq, 1956) e mais comum em cubas, bombas

e em equipamentos que sao dificeis de esterilizar (Fugelsang, 1998).

Introducio 9




Fendis Voléteis em Vinhos Tintos

A deterioracdo atribuida as D.bruxellensis no vinho inclui a producio de sedimentos
ou formagdo de “névoa” (van der Walt e van Kerken, 1958), a formacdo de odores
desagraddveis (Grbin e Henschke, 2000; Snowdon et al., 2006), de 4cido acético e
acetato de etilo (Scheffers, 1961; Freer et al., 2003), de 4cidos gordos volateis (Spaepen
e Verachtert, 1982; Fugelsang et al, 1993) e a producdo de fendis voléteis (Chatonnet et
al., 1992).

As leveduras do género Brettanomyces/Dekkera sao microrganismos responsaveis
por aromas desagraddveis em alguns vinhos tintos. Estas leveduras tém capacidade de
produzir o 4-EF e o 4-EG a partir dos acidos hidroxicinamicos (4cido p-cumdrico e
acido ferdlico). Mais recentemente, a literatura referencia o 4-EC como sendo resultante
de contaminagdes com estas espécies de leveduras (Ribéreau-Gayon, 2006).

Brettanomyces/Dekkera spp. foram desde sempre isoladas a partir de vinhos,
predominantemente de vinhos tintos. Ndo € tdo frequente isolar estas leveduras a partir
de vinhos brancos (Licker et al., 1998; Dias et al., 2003b), sendo a perda de viabilidade
e as pequenas quantidades de etilfendis nestes vinhos atribuidas a eficiéncia do diéxido
de enxofre em condi¢des de pH baixo para eliminar estas espécies (Loureiro e Malfeito-

Ferreira, 2006).

4.1 Caracteristicas Morfologicas do Género Dekkeral/Brettanomyces

4.1.1 Dekkera

Este género apresenta, ao microscopio, células esferoidais a elipsoidais, muitas
vezes ogivais. Podem também ser cilindricas ou alongadas (figura 6). A reproducio
vegetativa ocorre por gemiparidade e exibe pseudomicélio. Na reproducgdo sexuada os
ascos sao evanescentes € possuem um a quatro ascosporos que apresentam um formato
de chapéu ou esférico com uma borda tangencial. Como caracteristicas gerais podem ser
enumeradas o seu lento crescimento, a curta duracdo de vida em placas, o aroma
caracteristico, a forte producdo de 4cido acético a partir de glucose, o estimulo da
fermentacdo pelo oxigénio molecular e a exigéncia de uma fonte externa de vitaminas

(www.cnpuv.embrapa.br/publica/documentos/doc041.pdf).
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Figura 6 - Células alongadas e esferoidais de Dekkera bruxellensis
(Barnett et al., 1990).

4.1.2 Brettanomyces

O género Brettanomyces nao forma ascos, ou seja, trata-se da forma imperfeita do
género Dekkera. Como tal, ndo possui fase sexuada e, portanto, ndo forma ascosporos.
A sua reprodugdo ocorre pelo processo de gemiparidade. Pode formar pseudomicélio e
micélio ramificado dando uma visdo unicelular por ndo apresentar septos nem
invaginacdes.

As células apresentam-se de forma esferoidal, subglobosas a elipsoidais, ogivais,
cilindricas e alongadas (figura 7) e, a semelhanca das do género Dekkera, também
possuem, em geral, um crescimento lento e um tempo de vida curto. As restantes
caracteristicas s3o as mesmas definidas anteriormente para o género Dekkera

(www.cnpuvembrapa.br/publica/documentos/doc041.pdf).

Figura 7 — Imagem de uma estirpe de Brettanomyces por microscépio 6ptico (ampliagao:
1000x) (Sudrez et al., 2007)
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4.2Espécies do Género Dekkera e Brettanomyces

Como podemos ver na tabela 1 e 2, as espécies destes géneros ndo sdo definidas de

forma consensual.

Tabela 1 — Diferentes espécies de Dekkera definidas por diferentes autores e diferentes métodos
(www.cnpuv.embrapa.br/publica/documentos/doc041.pdf).

Campbell Van der Clark- Smith Barnet et Molina et
1973) Walt Walker (1990) al. (1990) al. (1993)
Analise (1984%) (1987) Homologia Morfologia  Analise de

numérica Morfologia Andlisede /Enzima / Fisiologia Rrna

/ Fisiologia mtDNA

D. anomala - - 3 + i +
D. bruxellensis + + + + + +
D. intermedia - + & T 5 :
D. custersiana - - - - + E
D. naardenensis - - 2 £ g T

Tabela 2 — Diferentes espécies de Brettanomyces definidas por diferentes autores e diferentes
métodos (Www.cnpuv.embrapa.br/publica/documentos/doc041.pdf).

Campbell Van der Clark- Smith Barnet et al.
(1973) Walt (1984%) Walker (1990) (1990)
Analise Morfologia (1987) Homologia  Morfologia
numérica / Fisiologia  Analise de / Enzima / Fisiologia
mtDNA
B. abstinens - + + o :
B. anomalus + + + + +
B. bruxellensis + + - + L
B. clausenii + + o + -
B. custersianus + + + + +
B. custersii + + + o el
B. intermedius - + & i -
B. lambicus + + + + :
B. naardenensis + + + + +
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A taxonomia do género Brettanomyces tem sofrido inimeras reclassificagdes ao
longo dos anos, a partir das espécies que foram inicialmente identificadas. Actualmente
o conjunto de cinco espécies pertencentes aos géneros Brettanomyces e Dekkera sao:
Brettanomyces custersianus, Brettanomyces naardenensis, Brettanomyces nanus, B.
anomalus e B. bruxellensis (Kurtzman e Fell, 2000; Cocolin et al., 2004). As espécies
telemorfas (forma perfeita) sdo conhecidas pelas ultimas duas espécies, Dekkera
anomalus e Dekkera bruxellensis, respectivamente (Kurtzman e Fell, 2000). Das cinco
espécies actualmente conhecidas, especialmente as espécies Brettanomyces bruxellensis
(Dekkera bruxellensis), estao associadas com o vinho (Egli e Henick-Kling, 2001;
Stender et al., 2001; Cocolin et al., 2004), embora o isolamento de B. anomalus
(Dekkera anomalus) e Brettanomyces custersianus no vinho tenha sido descrito em dois
casos (Querol et al., 1990; Esteve-Zarzoso et al., 2001). Dias et al. (2003a) refere que
poucas investigacdes t€m incidido nas espécies de Brettanomyces, mas que estas nao
tém nenhum papel fundamental na contamina¢do de vinhos e que nenhuma espécie
deste género foi encontrada a produzir mais do que 1 mg/L de 4-EF.

Com os avangos em métodos baseados em ADN, as recentes investigagdes
relacionadas com o vinho incluem D. anomala com a espécie predominante D.
bruxellensis, uma vez que os métodos convencionais mostraram dificuldade em
diferenciar estas duas espécies (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Embora as
classificacOes taxondmicas actuais sugiram que o género Dekkera deve ser usado em
referéncia com a espécie bruxellensis e anomala (Boekhout et al., 1994), existem
muitas discrepancias e alguns autores preferem utilizar frequentemente a nomeacao
tecnicamente incorrecta de B. bruxellensis e B. anomalus quando se referem as
leveduras Dekkera num contexto sobre vinhos. Isto € atribuido ao facto de que a forma
sexual ou esporulada, ainda nao foi encontrada no vinho.

Alguns autores defendem que a separac@o de Brettanomyces e Dekkera nao tem
sentido, porque as actuais técnicas moleculares de ADN nao revelam disting@o entre a
forma anamorfa e telemorfa (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Este facto pode
explicar a razdo pela qual € comum depararmo-nos com o0 uso de
“Brettanomyces/Dekkera spp”, em pesquisas bibliograficas sobre vinhos.

Apesar destas controvérsias, as leveduras da espécie Dekkera bruxellensis, ou a sua
anamorfa Brettanomyces bruxellensis, sdo responsaveis por sérias perdas econémicas na
inddstria do vinho devido a sua capacidade de contaminar os vinhos através da

producdo de etilfenéis (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Estes compostos
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aromdticos sdo produzidos por estas leveduras em quantidades significativas (Chatonnet
et al., 1992). Para além destes, os géneros Brettanomyces e Dekkera produzem uma
larga variedade de outros compostos voldteis com repercussdes olfactivas significativas

(Suérez et al., 2007) (figura 8).

Tetra-hidropiridines
2-acetil-1,4 5, 6-fetra-hidropiridina
Fendis Volateis

4-¢tilcarecol
Lactonas / 4-etilguaiacol
3-damascenona \ 4-ctilfencl

’

Esteres et

Decanoato de etilo

Produtes de degradagéo Acidos
da oxidagde lipidica Acético

Acidos gordos de cadeia média
I '

Octandico

Dodecandico

Cis-2-nonenal %muf:rico
Trans-2-nonenal i sovalérico
Alcoois 2-metilbutirico
2-feniletanc]
Lsoamilico

Figura 8 — Compostos produzidos pelo metabolismo de leveduras dos géneros
Brettanomyces/Dekkera. (Adaptado de Suérez, R. et al., 2007)

5. Precursores dos Fenois Volateis

5.1 Acidos Hidroxicinamicos

Os é4cidos hidroxicindmicos, que se encontram nos vacuolos das células das
peliculas e polpas (Ribéreau-Gayon, 1965) sob a forma de ésteres tartaricos, libertam-se
para o mosto durante o esmagamento das uvas (Harris et al., 2008). Usualmente estes
compostos encontram-se individualmente em concentracdes baixas, mas colectivamente
tém um papel importante no aroma e gosto do vinho (Allen, 1994), estando implicados
no aparecimento de fendis voldteis, com as consequentes alteragdes aromadticas dos
vinhos.

Na figura 9 encontram-se representados os 4cidos cinamicos mais importantes, o

acido fertlico, o 4cido p-cumdrico e o dcido cafeico.
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(0]
H=— CH— c<
OH
=
i | R=H  Ac. p-cumdrico
= ,
! R R=0OH Ac.cafeico
OH R=OMe Ac. fertlico

Figura 9 — Estrutura quimica dos 4cidos cinAmicos (Cabrita ef al., 2003).

5.2 Conversao dos Acidos Hidroxicinamicos em Fenois Volateis

Uma vez libertos, os dacidos hidroxicindmicos no mosto ou no vinho, sao
convertidos em derivados de vinilfendis e de etilfenéis dependendo da presenga de
populagGes microbianas com crescimento especifico (Malfeito-Ferreira et al, 2009).

A origem dos fend6is volateis envolve a ac¢do sequencial de duas enzimas (figura
10) no substrato dcido hidroxicindmico (4cido p-cumdrico, dcido ferulico e 4cido
cafeico). A cinamato descarboxilase transforma o acido hidroxicindmico (Edlin ez al.,
1998), no correspondente vinilfenol, que por sua vez € reduzido por uma vinilfenol
redutase dando origem ao etilfenol correspondente (Heresztyn, 1986a; Chatonnet et al.,

1992; Hesford et al., 2004).

Vigticacho Conservacao
OH OH
Z R R
™ Esterase Cinamato E:' Vinilfenol ﬁ:
v ‘,:" descarboxilase redutase
coon

/
o
HOOCYl\
Co0
OH

Esteres tartaricos dos Acidos hidroxicinamicos

acidos cinamicos

Vinilfendis Etilfendis

»  4-etilfenol

R=H: 4cido p-cutdrico —— Acido p-cumirico —— 4-vinilfenol
R=OCH: 4cido fertarico —— Acido ferilico —» 4-vinilguaiacol —»  4-etilguaiacol
R=0H: 4cido caftarico > Acido cafeico —® 4.vinilcatecol —® 4-etilcatecol

Figura 10 - Conversao dos dcidos hidroxicinimicos em vinilfendis e etilfendis.
(Adaptado Oelofse, A. et al., 2008)
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A descarboxilagdo sequencial dos dcidos (p-cumdrico, ferrilico e cafeico) e
reducgdo dos vinis (fenol e guaiacol) a etis (fenol, guaiacol e catecol), pelas leveduras do
vinho, foram demonstradas em D. bruxellensis e P. guilliermondii (Barata et al., 2006).
Dias et al. (2003b) e Martorell et al. (2006) verificaram que P. guilliermondii produz
niveis altos de etilfen6is em meio sintético. No entanto, ndo consegue fazé-lo em vinhos
(Barata et al., 2006). Estas leveduras também podem converter 4-VF em 4-EF na
auséncia dos 4cidos hidroxicindmicos.

A producio de 4-EF, nos vinhos, depende do crescimento das populagdes de
leveduras. Como P. guilliermondii ndo se desenvolve nos vinhos com teores médios de
12% de etanol, ndo € provavel que produza quantidades significativas de 4-EF durante a
maturacdo do vinho (Malfeito-Ferreira et al, 2009). Em relagc@o a D. bruxellensis nao se
desenvolve em vinhos brancos, explicando a assim a auséncia de defeitos fendlicos
neste tipo de vinhos (Malfeito-Ferreira et al., 2001).

As leveduras da espécie Dekkera bruxellensis apresentam capacidade cinamato
descarboxilase e vinilfenol redutase sob condigdes enoldgicas sendo esta a espécie
considerada uma levedura indesejdvel capaz de produzir elevadas concentragdes de 4-
EF (Suérez et al., 2007).

Inicialmente, a presenca de etilfendis no vinho foi atribuido a bactérias lacticas. De
facto, estas sdo capazes de produzir quantidades significativas de vinilfenéis em meio
sintético, mas em condi¢des enoldgicas estas bactérias apenas produzem pequenas
quantidades destes compostos (Sudrez et al., 2007).

Outras leveduras presentes no vinho, como Saccharomyces cerevisae, Pichia spp.,
Torulaspora spp. e Zygosaccharomyces spp. sdo capazes de produzir 4-VF, mas nédo o
reduzem a 4-EF (Dias et al., 2003a). Durante a fermentagdo, S. cerevisae podera
produzir derivados de vinilfendis devido a presenca de enzimas cinamato descarboxilase
(Chatonnet ef al., 1992, 1993a), mas devido a presenca dos polifendis nos mostos tintos,
as enzimas estdo inactivas (Chatonnet et al., 1992). Algumas espécies de leveduras que
contaminam o mosto t€ém capacidade de formar vinilfendis (Dias et al., 2003a) mas a
sua contribui¢@o para o conteido de vinilfendis nos vinhos s6 € relevante quando nio
sdo inibidas pela S. cerevisae (Barata et al., 2006).

Na tabela 3, podemos verificar os diferentes microrganismos relacionados com a

producgdo de fendis volateis na inddstria do vinho.
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Tabela 3 — Actividade metabdlica dos microrganismos responséveis pela formagio de fenéis
voléteis. (Adaptado de Malfeito-Ferreira, M. et al, 2009).

Espécies

Funcao

Actividade Metaboélica

Aspergillus niger®

Moldes para producao de

enzimas comerciais

Activa a cinamoil esterase libertando

4cidos hidroxicindmicos para o mosto.

Saccharomyces cerevisiae®

Levedura de fermentagdo

Activa a cinamato descarboxilase
produzindo vinilfendis em mosto branco

fermentado.

Dekkera bruxellensis®

Levedura de contaminagao

Activa a cinamato descarboxilase e
vinilfenol redutase produzindo etilfenéis

em meio sintético, mosto e vinho.

Pichia guilliermondi’

Levedura de contaminagio

Activa a cinamato descarboxilase e
vinilfenol redutase produzindo etilfendis

em meio sintético € mosto.

C. albidus, C. laurentii, C.
stellata,
C. wickerhamii, D.
hanseniil,
H. anomala, H. uvarum, K.
apiculata,
K. thermotolerans, M.
pulcherrima,
P. guilliermondii,
P. membranifaciens, R.
rubra,
S. pombe, Z. bailii®

Leveduras de contaminagdo

Activa a cinamato descarboxilase

produzindo vinilfenéis em meio sintético e

no mosto.

Lactobacillus spp.,

Pediococcus spp.”

Bactérias lacticas de

fermentacdo e contaminagdo

Activa a cinamato descarboxilase e
vinilfenol redutase produzindo etilfenéis

em meio sintético.

QOenococcus oenii,
Lactobacillus
plantarum®

Bactérias lacticas de

fermentacao

Activam a cinamoil esterase libertando
4cidos hidroxicindmicos livres no vinho

tinto.

**Dugelay et al. (1993)

b Chatonnet et al. (1989);
bdBarata et al. (2006)
b¢eShinohara et al. (2000);

¢ Heresztyn (1986); Chatonnet ef al. (1995); Rodrigues ef al. (2001)

“¢ Dias et al. (2003a, 2003b)
¢ Chatonnet et al. (1992);

T Cavin et al. (1993); Couto et al. (2006)
£ Hern4ndez et al. (2007); Cabrita et al. (2007)

Introducio

17



Fendis Volateis em Vinhos Tintos

Embora o crescimento de D. bruxellensis, num meio com glucose seja mais lento
do que o observado para outras leveduras, a taxa de conversdo do 4cido p-cumdrico em
4-FF € dependente da fonte de carbono e energia existente, verificando-se taxas mais
elevadas em presenga de glucose e etanol (Dias et al., 2003b). A conversdo dos outros
cidos hidroxicindmicos pelas leveduras ainda n3o foi profundamente estudada. A
maioria dos estudos estiio relacionados com o metabolismo do 4cido p-cumadrico, mas a
conversdo dos 4cidos feriilico e cafeico podem ndo ser igualmente eficientes, como
demonstrado em meio sintético, para D. bruxellensis (Heresztyn 1986a), S. cerevisae
(Chatonnet et al., 1989) e D. anomala (Edlin et al., 1995). Sabendo que o 4cido cafeico
¢ mais abundante que o 4cido p-cumdrico nos vinhos, seria de esperar que 4-EC teria
uma maior concentragdo que o 4-EF, mas os poucos resultados publicados ndo
corroboram esta hip6tese (tabela 4). D. bruxellensis embora utilizando o 4cido cafeico
(Heresztyn, 1986a), ndo produz 4-EC com a mesma eficiéncia que produz 4-EF nos
vinhos. Pois apesar da abundancia do 4cido cafeico nos vinhos e da sua semelhanga
estrutural com a dos outros 4cidos hidroxicinimicos, as leveduras possuem maior
afinidade para a conversdio dos 4cidos p-cumdrico e ferilico nos etilfendis

correspondentes (Patao, 2007).

Tabela 4 - Variagio da concentragio dos 4cidos hidroxicindmicos - dcido cafeico e é4cido p -
cumdrico (mg/L). (Adaptado de Malfeito-Ferreira et al, 2009).

Cafeico  p - Cumdrico Observacoes

2.36-9.95 287-11.21 6 Vinhos tintos sem

envelhecimento®
0-31.2 0-7.1 41 Vinhos tintos novos®
047 0.24 Vinho tinto antes FMLS
6.90 2.31 Vinho tinto depois FML®

# Pérez-Margarifio, S. e Gonzalez-San José, M. L.(2007)
b Makris, D. P. et al. (2006)
€ Cabrita, M. 1. et al. (2007)
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6. Fenois Volateis

De entre os indimeros compostos voldteis existentes nos vinhos, os fendis volateis
aparecem em concentragdes pequenas. No entanto, devido ao seu odor, t€m grande
influéncia nas caracteristicas sensoriais do vinho. Distinguem-se duas formas de
producdo de fendis volateis, sendo uma a formagdo enzimética através dos precursores
do vinho e outra através da migragdo de compostos da madeira para o vinho durante o
envelhecimento em barricas. Entre os fendis volateis, o vinilfenol e etilfenol sdo os mais
importantes. Provenientes da descarboxilagdo dos 4cidos hidroxicindmicos, estes
compostos sio responsaveis pelos aromas desagraddveis do vinho (Malfeito-Ferreira et
al, 2009).

Os vinhos brancos contém quantidades varidveis de vinilfendis ¢ ndo cont€ém
etilfen6is. Ao contrdrio dos vinhos tintos, que s6 contém pequenas quantidades de
vinilfendis e tem concentracdes varidveis de etilfenéis (Ribéreau-Gayon et al., 2006)

(tabela 5).

Tabela 5 — Concentracao de etilfenol e vinilfenol nos diferentes tipos de vinhos (pg/L.)
(Adaptado Chatonnet, P. et al., 1992, 1993b)

Fendis Volateis Vinhos Brancos | Vinhos Rosés | Vinhos Tintos
4-vinilfenol
Minimo 73 3 0
Maiéximo 1150 215 111
4-vinilguaiacol
Minimo 15 4 0
Maximo 496 75 57
4-etilfenol
Minimo 0 0 1
Mai4ximo 28 75 6047
4-etilguaiacol
Minimo 0 0 0
Maiximo 7 15 1561
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6.1 Estrutura quimica

A estrutura quimica dos fendis voléteis € caracterizada por um anel fenol € um
radical com diferentes elementos (figura 11). Os principais fendis dos vinhos sdo 4-VF,
4-VG e 4-VC e as suas respectivas formas reduzidas 4-EF, 4-EG e 4-EC. Estas
moléculas aparecem nos vinhos a diferentes concentragcdes, sendo os vinilfendis
associados aos vinhos brancos e o etilfendis aos vinhos tintos (Malfeito - Ferreira et al,

2009).

N
HO HO
R
R=H 4-yinitenol R=H 4-etitfenol
R= OH 4-vinikcatecol R=0OH 4-etilcatecol
R=OCH; 4-viniiguaiacol R-OCH; 4-etiiguaiacol

Figura 11 - Estrutura quimica dos fenéis volateis (Adaptado de Patdo, 2007).

6.2. Influéncia dos Fenéis Volateis no Aroma do Vinho

O efeito sensorial de um composto volatil pode ser positivo ou negativo para o
vinho, dependendo do seu aroma e concentragdo. Nos vinhos ndo € facil definir um
efeito benéfico ou prejudicial devido a mistura de odores de diferentes compostos que
sao perceptiveis de maneira diferente do que um unico composto, existindo um efeito
matriz na percep¢do. Além disso, a rejei¢do de um odor ocorre em maior concentracao
do que a detecgao, o que conduz a diferentes limiares de percepgio e detec¢do (Malfeito
- Ferreira et al, 2009).

O limiar de percepgdo de compostos odoriferos € convencionalmente considerado a
concentragdo minima em que a sua presenga numa solugdo modelo contendo 4lcool €
detectavel por 50% do painel de provadores. O limiar de reconhecimento de um
composto odorifero corresponde ao seu limiar de percep¢do no vinho (Ribéreau-Gayon
et al., 2006).

Com limiares de percepcdo de 420 pg/L numa mistura em que a concentracdo de 4-

VF € dez vezes superior ao 4-VG nos vinhos brancos € 720 pg/L numa mistura com
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igual concentragdo de 4-EF e 4-EG nos vinhos tintos, estes compostos prejudicam
facilmente o vinho (Malfeito - Ferreira et al, 2009).

Os vinilfendis e etilfendis sdo responsaveis por certos defeitos do aroma no vinho.
Os fendis com aromas desagraddveis sdo o 4-VF e 4-EF. O 4-VG e 4-EG sdo muito
menos desagradaveis, mas infelizmente estdo sempre associados com o 4-VF e o 4-EF,
respectivamente. O impacto no aroma dos dois vinilfendis e dos dois etilfendis devem
ser considerados em conjunto, na propor¢do em que estio presentes no vinho (Ribéreau-
Gayon et al., 2006).

As concentragdes de 4-EF podem, em alguns casos, alcangar algumas mg/L,
transmitindo ao vinho um cheiro a “estdbulo”. Mesmo em pequenas concentragdes, 600-
700 pg/L, os etilfendis alteram o aroma do vinho. O odor pode ser menos desagradével,
mas de igual forma disfarca o frutado e o bouquet tirando o “cardcter” ao vinho
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). As sensagdes de boca sdo também alteradas pelo
aumento de notas metélicas (Coulter et al., 2004).

ConcentracOes elevadas de 4-etilfenol no vinho tinto estfo associadas com aromas
desagraddveis descritas como “couro”, “suor a cavalo”, “estdbulo”, “verniz”
(Chatonnet, P. et al., 1993b; Chatonnet, P. ef al., 1992; Rodrigues, N. et al., 2001). O
limiar de percepcdo deste composto € de 230 pg/L. segundo Chatonnet et al (1990) e
Lopez et al., (2002) atribui outro valor para o limiar de percepgdo deste composto, 440
pg/L. Pequenas concentragdes de 4-EF podem ser aprecidveis em vinhos. Foram
descritos (Licker et al., 1999) vinhos contendo caricter Brett em que as concentragdes
de 4-EF variavam entre 3,0 ¢ 0.68 mg/L.

O 4-etilguaiacol afecta menos o aroma do vinho, mas estd também relacionado
com o “cardcter Brett” de vinhos adulterados e estd associado com expressoes
descritivas como “bacon” ou “fumado” e “especiarias” (Ribéreau-Gayon et al., 2006). O
limiar de percepc¢do deste composto € de 47 ug/L, segundo Chatonnet et al., (1990) e 33
ug/L segundo Lopez et al., (2002).

Recentemente tem vindo a ser estudado um composto que também origina aromas
desagraddveis, o 4-etilcatecol, que foi encontrado num vinho contaminado associado
com Brettanomyces (Hesford et al., 2004). Este composto resulta de uma reaccio
endbgena, durante o processo de vinificagdo do vinho, em que o &cido cafeico €
descarboxilado em 4-VC e subsequente reduzido em 4-EC pelas Brettanomyces

anomalus e Brettanomyces bruxellensis (Edlin et al., 1995; Porret et al., 2004). O 4-EC
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tem vindo a ser descrito com aroma a cavalo, com limiar de percep¢do, no vinho, na
ordem dos 50 pg/L (Hesford et al., 2004).

O facto dos precursores do 4-EC, dcido cafeico e os seus €steres, estarem presentes
em elevadas concentra¢des nos vinhos e o limiar de percep¢ao do 4-EC (descrito como
tendo um odor fendlico semelhante ao 4-EF) sdo de 50 pg/L (Porret et al., 2004) faz
com que a sua influéncia na contaminagdo fendlica nido deva ser negligenciada.
Eventuais discrepancias entre detecgdo sensorial e a concentracdo de 4-EF e 4-EG
podem ser explicados pelo facto do 4-EC estar presente.

A baixa concentragio, o 4-vinilfenol ¢ o 4-vinilguaiacol, podem ter inofensivas e
desejdveis propriedades aromaticas, como por exemplo “picante” (Harris et al., 2008),
“cravo”, “madeira” e “doce” (Maga, 1978; Heresztyn, 1986; van Beek e Priest, 2000).
Quando estdo presentes a concentragdes mais altas do que 725p/L, o seu aroma e sabor
sdo prejudiciais para a qualidade do vinho, e elevada quantidade de 4-VF esta
geralmente associado a “medicinal” e aromas fendlicos desagraddveis (Chatonnet et al.,
1993b).

Defeitos no aroma de um vinho atribuidos aos fendis volateis sdo relativamente
comuns. Chatonnet et al., (1993b) estudaram 100 vinhos (maioria franceses), de
diferentes herdades e colheitas, que foram classificadas de acordo com o contetido em
fendis voldteis. Quase um terco dos vinhos analisados tinha concentragdes de fendis
volateis acima do limiar de percepg¢ao.

Na figura 12, encontra-se alguns descritores, utilizados pelos consumidores, na

identificagdo dos fenéis voldteis de um vinho contaminado.

Fruta madura

Animal Fumo
Couro Borracha
Estrebaria Verniz

Aadeira velha

Figura 12 - Diferentes percepgdes aromaticas dos consumidores em relagdo a um vinho
contaminado com fendis volateis (Adaptado de Swiegers, J. H. et al., 2005).
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A presenca do 4-vinilcatecol, produto esperado da descarboxilagdo do acido
cafeico, nos vinhos nio tem sido até a data muito referida na literatura apesar da
abundancia do seu precursor (Larcher et al., 2008).

As concentracdes e os limiares de percepcdo dos fendis voldteis (tabela 6),
especialmente os etilfendis variam substancialmente e a percepcdo de cada aroma €
fortemente influenciada pelo tipo de vinho, tipo de casta e das habilidades perceptivas

do consumidor (Oelofse et al., 2008) (figura 12).

Tabela 6 - Valores dos limiares do aroma de cada fenol volatil no vinho
(Adaptado Curtin et al., 2005).

Concentra¢iono | Limiar do aroma Descritor do
Composto ~
vinho tinto (pg/L) | (pg/L) f Aroma
“a-vinilfenol | 8843 | 440%600%* | Medicinal
4-vinilguaiacol | 0.2-15 33%/110%* | Cravo
4-etilfenol 118-3696 { 30-60%* Suor a cavalo
4-etilguaiacol | 1-432 ' 20%%* " Pimenta, cravo
4-etilcatecol ' 27-427 10* Medicinal, estdbulo

*vinho modelo, **vinho tinto, ***4gua

6.3. Factores Responsaveis pela Formacao de Fenoéis Volateis

A formagio de fendis voldteis no vinho depende da presenca de precursores e da
existéncia de Brettanomyces/Dekkera (Gerbeaux et al., 2000).

Estas leveduras sdo resistentes as condi¢des do vinho, tal como elevadas
concentragdes de etanol, auséncia de oxigénio e pH dcido (Carrillo e Tena, 2006).

Gerbeaux et al., (2000) também mostraram que diferentes estirpes de
Brettanomyces bruxellensis variam na sua capacidade de produzir fendis voliteis,
embora esta seja sempre maior quando a concentragdo de dlcool € menor (a produgéo ¢
maior a 12% v/v que a 14% v/v) e elevadas temperaturas (por exemplo, a produgdo ¢
maior a 18°C que a 13°C). E atribuida pouca significancia ao pH do vinho ou a presenca
de agucares residuais. Em termos préticos, o vinho € considerado “seco” quando os

acdcares residuais sdo inferiores a 5 g/L e esta quantidade de agicar ndo foi uma
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limitag@o para a elevada producdo de 4-EF pelas Dekkera bruxellensis, como podemos

observar na figura 13, com niveis crescentes de etanol (Dias et al., 2003).

4 -etilfenol (mg/l)

Figura 13 — Produgio de 4-etilfenol pela levedura Dekkera bruxellensis com 2% de glucose,

100 mg/L de 4cido p-cumdrico e concentragdes crescentes de etanol (% v/v): M 4; 0 6; Ag, V¥
10; © 12 e ™7 13 (Dias et al, 2003).

A fermentag¢@o malolactica e envelhecimento dos vinhos em barricas usadas t€m,
portanto, sido reconhecidos como a fase mais critica da produgdo de vinho na
contaminac@o de Brettanomyces/Dekkera (Chatonnet et al., 1992, 1995; Fugelsang et
al., 1993; Licker et al., 1998; Renouf et al., 2006b; Sudrez et al., 2007). Durante a
fermentagdo maloldctica as Brettanomyces/Dekkera encontram-se em condigdes de
baixa concentragdo de diéxido de enxofre, baixa concentracdo de agticar residual e
autdlise de leveduras com a libertagdo de nutrientes, podendo assim ocorrer competi¢do
microbiolégica (Oelofse er al., 2008). As barricas de madeira sdo particularmente
conhecidas como um nicho ecolégico, onde prejuizos microbioldgicos podem ocorrer,
principalmente por leveduras, tais como a D. bruxellensis (Swaffield e Scott, 1995;
Laureano et al., 2005). As principais caracteristicas das barricas de carvalho (novas e
antigas) que promovem o crescimento de Brettanomyces/Dekkera sao a sua
miocroestrutura porosa, 0 que permite a entrada de pequenas quantidades de oxigénio
(Swaffield e Scott, 1995; Loureiro e Malfeito-Ferreira 2006) e a presenga de celulose

que serve como fonte de agticar (Boulton et al., 1996). Além disso, a falta de higiene
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(barricas antigas) € favordvel ao crescimento de Brettanomyces/Dekkera, promovendo a
contaminagdo do vinho (Pollnitz et al., 2000; Yap et al., 2007).
Chatonnet et al., (1993a) afirmou que os vinhos s3o mais susceptiveis a

contaminag¢ao fendlica nos meses mais quentes.

A figura 14 mostra um exemplo do aumento da concentragdo dos etilfenéis de um
vinho tinto em barrica durante os meses de Verdo. Este fenémeno é promovido pelo
aumento da temperatura na adega e pela diminuig¢do do contetido em di6xido de enxofre

durante este periodo (Ribéreau-Gayon er al., 2006).

4 Etilfenots (2
S

MG

30
—O— 4-gtilfenol
—e— 4-stilguaiacol

3 100 200 0

Tempo (dias)

Figura 14 — Exemplo das diferengas de concentra¢do (ug/L) em 4-EF e 4-EG num vinho tinto
durante o seu envelhecimento em barricas durante o Verao (Adaptado Chatonnet et al., 1992).

Num estudo feito por Garde - Cerdan et al. (2004), utilizando as castas Cabernet
Sauvignon e Merlot, podemos verificar que as concentragdes de 4-EF e 4-EG aumentam

com o envelhecimento (figura 15).

4-etilfenol 4-etilguaiacol
595 120 1
= ] 80
3o ‘_ - a\j
O “i . = = 4 I .
J ) O 401 d e, R
175 : f . -
e -
O ¥ u T T T T T T T T T 1 O T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Meses Meses

Figura 15 — Evolugao da concentragao (ug/L) de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol durante o
envelhecimento de vinhos em barricas de carvalho americano (Garde - Cerdan et al. 2004).
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A tabela 7 apresenta as concentragdes de fendis voldteis encontrados em vinhos a
estagiar em barricas, por diferentes autores. Esta tabela mostra-nos que estes compostos
foram formados em maior quantidade em vinhos armazenados em barricas € a sua
concentracdo tende a aumentar durante o envelhecimento. No entanto, a concentragdo €
mais baixa em vinhos armazenados em barricas novas (Garde-Cerdan e Ancin-

Azpilicueta, 2006).

Tabela 7 — Concentragdes (pg/L) de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol encontrados de vinhos em
envelhecimento em barricas de madeira por diferentes autores.

4-etilfenol 4-etilguaiacol

‘ (ng/L) (ng/L)
Vinho com as castas Tempranillo (41%) e Cabernet
Sauvignon (59%) envelhecido em barricas de carvalho 1657 293

| francés utilizadas cinco vezes durante 12 meses *

| Vinho com as castas Tempranillo (41%) e Cabernet
Sauvignon (59%) envelhecido em barricas de carvalho 1400 252
americano utilizadas cinco vezes durante 12 meses *
Vinho com as castas Tempranillo (60%) e Cabernet
Sauvignon (20%) e Garnacha (20%) envelhecido em barricas

de carvalho francés utilizadas duas vezes durante 18 meses” 1064 140
Cabernet Sauvignon envelhecido em barricas de carvalho 568 101
americano utilizadas uma vez durante 18 meses ©

Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano 555 31
utilizadas quatro vezes durante 8 meses * )
Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano 514 24
utilizadas trés vezes durante 8 meses * ‘

Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano 499 33
utilizadas duas vezes durante 8 meses ¢ o
Monastrell envelhecido em barricas de carvalho americano ~ 400 ~ 75
utilizadas uma vez durante 9 meses ©

Vinho com as castas Cabernet Sauvignon (60%) e Merlot

(40%) envelhecido em barricas novas de carvalho americano 275 55
durante 15 meses

Monastrell envelhecido em barricas novas de carvalho 423 8.4

francés durante 6 meses ®

* Garde-Cérdan, Rodriguez-Mozaz ef al. (2002)
® Garde-Cérdan, Torrea Goiii et al. (2002)

¢ Garde-Cérdan ef al. (2004)

? Pollnitz, Pardon, e Sefton (2000)

¢ Pérez-Prieto et al. (2003)

Garde-Cérdan e Ancin-Azpilicueta (2006)

£ Diaz-Plaza, Reyero, Pardo e Salinas (2002)
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As leveduras Dekkera/Brettanomyces ja foram isoladas em cubas de ago
inoxidével, provavelmente ocorrendo factores diferentes dos das barricas (Chatonnet et
al., 1992; Rodrigues et al., 2001) e em vinhos engarrafados provavelmente devido a
longos periodos de envelhecimento em barricas, concentragdes de diéxido de enxofre
baixas e filtragio insuficiente antes do engarrafamento (Herezstyn 1986a; Arvik et al.,
2002).

Os etilfendis sdo raramente formados durante o processo de fermentagdo alcodlica,
mas, quando tal acontece, causa contaminagdes drdsticas acompanhadas pela rapida
produgio de extensas quantidades de é4cido acético. As causas deste tipo de problema
ainda nfo sdo bem conhecidas, mas felizmente, sdo extremamente raras. No entanto, a
insuficiéncia de diéxido de enxofre nas uvas dentro das cubas e a falta de higienizagao
da adega proporcionam as condigdes ideais para a ocorréncia deste tipo de
contaminagéo (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Em resumo, Yap et al. (2007) atribui a presenca de Brettanomyces/Dekkera, em
grande parte a:

i. Elevado pH e aglicares residuais em alguns vinhos;

ii. Diminuigdo do uso de filtragdo e SO;;

iii. Falta de higiene e limpeza nas adegas, tal como pouca higienizagdo das
barricas.

iv. Utiliza¢do de barricas usadas.
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7. Controlo das Dekkeral/Brettanomyces

Como as leveduras Brettanomyces/Dekkera formam uma parte natural do processo
de vinificagfio, ndo podem ser totalmente eliminadas. A contaminagd@o causada por estas
leveduras em certas condigdes € inevitavel, favorecendo a sua proliferagdo. No entanto,
existem algumas medidas preventivas que podem ser consideradas, embora as questdes
relacionadas com a contaminagdo microbiolégica do vinho ndo sejam simplesmente
resolvidas com factores individuais, mas exijam uma abordagem holistica aproximada
(Oelofse et al., 2008).

Embora ainda existam conflitos na literatura sobre a origem das
Brettanomyces/Dekkera spp., definitivamente a vinha pode desempenhar um papel
importante, uma vez que as uvas de boa qualidade podem reduzir alguns dos principais
riscos para a produgdo de compostos desagraddveis para o aroma do vinho (Loureiro e
Malfeito - Ferreira 2006; Taillandier, 2007). Além disso as concentracdes dos
precursores, 4cidos hidroxicindmicos, directamente responsdveis pela formagdo de
compostos fen6licos com aromas desagraddveis, podem depender da variedade e

qualidade da uva (Phister e Mills 2003), e de diferentes tipos de maceragao.

7.1. Factores de Controlo de DekkeralBrettanomyces

1) Diéxido de Enxofre (SO,)

O potencial antimicrobiano do SO, torna-o ideal para a conservagido dos vinhos,
nomeadamente a reducdo da instabilidade microbiolégica (Romano e Suzzi 1992).
Relativamente ao efeito de SO, sobre as leveduras Dekkera bruxellensis, estudos t€m
chegado a resultados incoerentes, ndo sendo consensual se esta espécie € considerada
sensivel ou resistente (Loureiro e Malfeito - Ferreira 2006). Alguns autores referem esta
levedura como sendo sensivel ao SO, livre em concentragdes superiores a 30 mg/L
(Chatonnet et al., 1992; Gerbaux et al., 2002), o que justifica a razdo desta espécie ser
isolada a partir de vinhos com pouca protec¢do em SO, (Heresztyn, 1986a). Outros
observaram o crescimento da levedura acima de 30 mg/L (van der Walt e van Kerken,
1961; Froudiére e Larue, 1988). Esta controvérsia, porém, nao reside na forma livre de
SO,, mas sim na prépria eficdcia da sua forma molecular (Boulton et al., 1996;

Margalit, 1997; Ribéreau-Gayon et al., 2000), que € dependente de variagGes na
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composigio do vinho (pH, etanol, temperatura, teores de antocianinas e de nutrientes)
(Smith, 1996 em Licker et al., 1998). Por exemplo, a concentragdo molecular de SO, €
dependente do pH, pois 30 mg/L de SO, livre pode libertar 0.4 mg/L. de SO, molecular
a pH 3.7, e 0.8 mg/L a pH 3.2 (Margalit, 1997). E recomendada uma concentragio de
SO, entre 0,5 e 0,8 mg/L para o controlo de Brettanomyces/Dekkera spp. (Henick-Kling
et al., 2000).

A eficdcia do SO, molecular em estirpes de Brettanomyces bruxellensis, também
tem sido associada com a disponibilidade de oxigénio (Du Toit et al., 2005). Estes
autores observaram que 0,25 mg/L de SO, molecular afecta drasticamente as estirpes,
que no entanto quando expostas ao oxigénio permaneceram estdveis € o seu nimero
aumentou. Isto € especialmente importante quando se realizam trasfegas em vinhos a
envelhecer em barricas. As barricas podem reduzir os niveis de SO, ao longo de um
periodo de quatro a seis meses de envelhecimento (Chatonnet et al., 1993a) e, portanto,
a gestdo de SO, € crucial durante este tempo. As barricas novas conseguem absorver até

15 mg/L de SO; livre durante o mesmo periodo de tempo (Coulter, A. et al., 2004).

2) Outros Aditivos

» Além do uso de SO, aditivos alternativos tal como o dimetil dicarbonato
(DMDC), comercialmente conhecido como Velcorin® foram também investigados
como inibidores do crescimento das leveduras Brettanomyces/Dekkera (Loureiro e
Malfeito - Ferreira 2006; Sudrez et al., 2007). Verificou-se que DMDC poderia nio
inibir completamente o crescimento de B. anomalus com uma dose de 400 mg/L, mas
250 mg/L inibiu o crescimento de B. bruxellensis (Delfini et al., 2002).

Um estudo recente descreveu a eficicia de DMDC para a prevencdo de B.
bruxellensis no vinho e avaliou a sua utilizacdo durante as diferentes fases de
vinificagdo (Renouf e al., 2007). Os autores obtiveram resultados varidveis com as
estirpes de B. bruxellensis, demonstrando resisténcia moderada com 150 mg/L em
mosto € 250 mg/L. em vinho, causando apenas uma inibi¢éo transitéria durante a
fermentagio maloldctica. A eficidcia de DMDC foi, contudo, dependente do contetido de
etanol (Malfeito - Ferreira ef al., 2004). Verificou-se ainda que 200 mg/L. de DMDC
ndo elimina completamente as populaces de B. bruxellensis na presenga de borras
(Renouf et al., 2007). Por outro lado, nos vinhos acabados a populagdo de B.

bruxellensis diminui para menos de 100 UFC/mL.
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Adigdes regulares até 200 mg/L (nivel maximo permitido no vinho), pode ajudar a
controlar o crescimento das Brettanomyces durante a maturagdo em barricas (Loureiro e
Malfeito-Ferreira, 2006), nos paises em que € permitido o seu uso.

O efeito de DMDC nio est4 directamente dependente do pH (Threlfall € Morris,

2002), e ndo produz odores ou sabores residuais (Ough, 1983).

»  Alguns 4cidos fracos, como o sérbico, benzdico e fumarico, também tém sido
investigados para a utilizacdo contra Brettanomyces/Dekkera spp., uma vez que
possuem actividade antifiingica. No entanto a sua acgfo ndo € selectiva, portanto o seu
uso nio € autorizado na vinificagdo. Uma medida indirecta para evitar a formagdo de
etilfendis durante o envelhecimento € o uso de antioxidantes, tal como o 4cido ascérbico

(Suérez et al., 2007).

3) Clarificacio
Uma solugéo paliativa € a clarificagdo dos vinhos tintos antes da sua introdugdo nas
barricas. Quantos mais agentes de clarificacio forem utilizados, maior € a redugdo da
populaggo inicial destes microorganismos. Alguns agentes sdo mais eficazes do que
outros. Contudo, este processo € por vezes rejeitado pelos vinicultores porque também

reduz o aroma e a cor do vinho (Suérez et al., 2007).

4) Filtracido
A filtragdo pode também reduzir a quantidade de leveduras contaminantes, contudo
este método coloca problemas similares aos da clarificacao.
Além disso, para ser eficaz, devem ser usadas membranas com um tamanho de
poros inferior a 0,45 pm (Calder6én et al., 2004), o que causa uma deterioragdo da
estrutura coloidal do vinho e reduz a intensidade da sua cor. E devido a forma das

Brettanomyces, estas podem ser capazes de passar por um filtro de 0,45 pm.
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5) Meétodos Alternativos

Foi demonstrado o que uso de um polissacarido derivado da quitina, que se
denomina por quitosano, causa um efeito selectivo sobre o crescimento de B.

bruxellensis (Gémez-Rivas et al., 2004).

A aplicagdo de pressdes de 400 — 500 MPa durante 5 a 15 minutos, a temperatura
de 5-20 °C, pode reduzir as populacdes de B. bruxellensis (Puig et al., 2003). A
pasteurizacdo do vinho usando pressdes hidrostiticas tem demonstrado ndo causar

modifica¢Ges as propriedades fisico-quimicas e sensoriais do vinho (Mok et al., 2006).

Couto et al. (2005b) verificaram que uma populagio de 106 UFC/mL pode ser
termicamente inactivada através de tratamentos com 37.5 °C durante 6 minutos € 41 °C
durante 0,6 minutos. A preocupagdo com esta abordagem resulta do seu possivel
impacto sobre o aroma e sabor do vinho, principalmente se o tratamento ndo for

cuidadosamente controlado.

Uma estratégia alternativa para preservacdo quimica envolve o uso de agentes
antimicrobianos, como parte da biopreservagio (Pretorius, 2000). O controlo biolégico
com agentes antimicrobianos, como as zimocinas, estd actualmente a ser considerado.
Contudo, no vinho estas técnicas ndo sdo muito eficazes sendo geralmente requeridos

outros métodos de controlo (Toit e Pretorius, 2000).

A intensidade e temperatura de maceragio € o uso de enzimas pectoliticas t€m
vindo a ser estudadas como possiveis factores condicionando a formacdo de fendis
volateis pelas Brettanomyces e Dekkera a partir do 4cido hidroxicindmico proveniente

da pelicula das uvas (Gerbeaux et al., 2002).
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7.2. Medidas de Controlo para Reduzir os Teores em Fenéis

Volateis

Para além das metodologias que tém sido investigadas para controlar os aspectos da
contaminagdo microbiolégica das Brettanomyces/Dekkera spp., existem também
algumas estratégias de controlo relativamente & quimica do aroma ou odores fendlicos
desagraddveis (Oelofse et al., 2008). Os teores em fendis voldteis, especificamente os
etilfenéis que resultam da contaminagio de Brettanomyces/Dekkera podem ser
reduzidos.

Ugarte et al., (2005) obteve uma redugdo de 77% do total de etilfendis através de
um tratamento por osmose reversa € adsor¢do. O processo de trés horas pressupde a
utilizacdo de um adsorvente hidrofébico de resina e uma membrana com fluxo de
filtracdo tangencial. Este método néo € selectivo, uma vez que reduz outros compostos
aromdticos, tais como, etil e metil vanilato e outros ésteres.

Uma cola de sintese denominada por polivinilpolipirrolidona (PVPP) e carvio sdo
utilizados por alguns enélogos para diminuir os niveis de etilfenéis (Sudrez et al.,
2007). A concentragdo aplicada varia entre 60-400 mg/L para PVPP e 15-240 mg/L para
carvéo, dependendo da intensidade dos aromas desagradaveis.

As colas como caseina ou caseinato de potéssio, possuem igualmente uma funcéo
adsorptiva e sdo também utilizadas para reduzir os niveis de etilfenéis em vinhos (Ruiz-
Hernéandez, 2003).

Na tabela 8 encontra-se um resumo dos diferentes tratamentos utilizados, no vinho,

para o controlo de Brettanomyces/Dekkera e fen6is volateis.
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volateis, nos vinhos (Sudrez, R. et al. 2007).

Tratamentos Resultados Observacoes
Clarificacdo Proteica®
- Gelatina Redug#o da populagio de

- Clara de Ovo
- Caseinato de Potassio
- Caseina

Brettanomyces/Dekkera por
floculag@o.

Perda de cor e aroma

Filtracio®
- Membrana (0,45um)
- Ultrafiltracio

Redugéo da populagdo de
Brettanomyces/Dekkera por
separacio fisica.

Perda da cor e aroma.

Varidveis fisico-quimicas®

- Diminuicio da
temperatura de
envelhecimento

- Diminuicao do pH

- Reducao do oxigénio

- Evitar a micro-oxigenacio
- Elevacdo do teor alcoélico

Estabelecem condigdes fisico-
quimicas que reduzem a
viabilidade das Dekkeras e
Brettanomyces.

Estas varidveis podem ser
dificeis de modificar nos
vinhos e podem ser
incompativeis com o seu
processo de envelhecimento.

Reducao da concentracao
dos precursores

- Diminuicgio da
temperatura de maceracao
-Evitar o uso de enzimas
pectoliticas e com
actividade cinamoil esterase

- Diminuigéo da temperatura de
maceragao

-Evitar o uso de enzimas
pectoliticas e com actividade
cinamoil esterase

Pode causar perda da cor e
aroma.

Aditivos®

-S02

-DMDC
-Quitosano
-Acido sérbico
-Acido benzéico
-Acido fumérico
-Acido ascérbico
-Acido eritérbico

Inibem o crescimento das
Dekkeras e

Brettanomyces e previnem as
condi¢des que favorecem a
formagio dos etilfendis.

O uso de alguns destes
produtos ndo € autorizado no
sector dos vinhos ou € ainda
de caricter experimental.

Processamento a elevadas
pressiiesf
- 400 - 500 MPa

Destréi os microrganismos do
vinho sem afectar seriamente as
suas propriedades sensoriais.

O custo dos equipamentos
necessarios € muito elevado.

Técnicas biolégicas®

- Bacteriocinas
- Enzimas Bacteriolégicas
- Zimocinas

Inibem o crescimento das
Dekkeras e
Brettanomyces.

O uso destas técnicas no
vinho € experimental.

Engenharia Genética"

Leveduras transgénicas

Previne o crescimento das
Dekkeras e
Brettanomyces.

Nao € correntemente
permitida na vinificaggo.

*Murat and Dumeau (2003); Ruiz-Hernandez (2003)

b Calderdn et al. (2004)
cd Gerbeaux et al. (2000)

® Delfini et al. (2002), Gémez-Rivas ef al. (2004)

f buig et al. (2003)
&0 T5it and Pretorius (2000)
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II. PARTE EXPERIMENTAL

O objectivo do presente trabalho foi estudar um método de preparagio de amostra e
um método cromatogréfico que permitisse a detec¢do e quantificacio de fendis volateis
em vinhos tintos.

Inicialmente foi escolhido como método de preparagio de amostra a “stir bar
sorptive extraction” (SBSE). Esta metodologia faz uso de uma barra constituida por um
magnete recoberto de fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) que é colocada em agitagdo
na amostra e adsorve os analitos. Estes compostos podem depois ser retro-extraidos com
um solvente orgdnico apropriado que € posteriormente injectado num sistema
cromatografico. A grande vantagem desta metodologia € usar quantidades muito
menores de solventes orginicos, sendo por isso uma técnica “verde”. Como n#o
obtivemos sucesso com esta técnica recorremos a extracgio liquido-liquido (ELL) como
técnica de preparagio de amostra.

Esta metodologia de preparacio de amostra foi testada em amostras de vinho
sintético e em amostras reais.

Em relagZo 2 técnica de preparagdo de amostras estuddmos as taxas de recuperacio
e em relagdo ao método cromatogréfico estabelecemos as condigdes, calculdmos as

rectas de calibragdo e os limites de quantificagio e de detecgao.

1. Reagentes e Padrdes

A 4gua usada foi previamente purificada num sistema Mili-Q (Millipore, Bedford,
MA).

O n-pentano, o etanol e a acetona foram fornecidos pela Merck (Darmstadt,
Germany). O éter dietilico de grau analitico foi fornecido pela Fisher Scientific.

O padrédo interno (PI) utilizado foi o 3,4-dimetilfenol e foi adquirido & Sigma-
Aldrich (St Louis, MO). O 4-VF e 0 4-VG foram fornecidos pela Alfa Aesar GmbH &
Co KG. O 4-EF foi fornecido pela Merck, o 4-EC pela ABCR (GmbH & Co.) e 0 4-EG
pela TCI (Tokio Casei).

Parte Experimental 34




Fendis Volateis em Vinhos Tintos

2. Instrumentos Analiticos

Utilizou-se um cromatégrafo GC Hewllet Packard série 6890, com amostrador
automadtico e um detector FID. Os dados obtidos nas anélises cromatogréficas foram
tratados com o software Chemstation da Hewllet Packard.

Para a pesagem dos padrdes utilizou-se uma balanga analitica da Mettler Toledo

com precisao de 0,01 mg.

3. Método cromatograifico

Utilizou-se uma coluna RTX-Wax da Resteck (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
injector em modo splitless a 230 °C, split vent de 2 minutos e detector de ionizagdo de
chama (FID) a 250 °C. Usou-se hélio como gis de arraste com um fluxo de 1,4 mL/min.

Utilizou-se o programa de temperaturas expresso na tabela seguinte:

Tabela 9 - Programa de temperatura utilizado na anélise por GC-FID dos fenéis volateis.

Temperatura Rampa Tempo
°C) (°C/min) (min)
100 - 0
220 10 0
240 3 7

Para se conseguirem injec¢des reprodutiveis, uma vez que estamos a trabalhar em
modo splitless, o injector foi programado com “post-injection dwell time” de 0,07

minutos. O volume de injecgio foi de 1 pl.
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4. Procedimento Experimental

4.1. Analise Qualitativa e Quantitativa dos Fenéis Volateis em

Meio Sintético

O 4-EF, o0 4-EG, 0 4-EC, 0 4-VF ¢ 0 4-VG foram identificados por compara¢do do
tempo de reten¢do com o de padrdes comerciais. Também foram calculados os indices
de retengdo lineares destes compostos. A quantificacdo foi efectuada pelo método das

rectas de calibragao.

> Preparacio de Solugbes

Solucio Modelo de Vinho

Preparou-se 1,0 L de solugdo modelo de vinho de acordo com a tabela 10. O pH foi
acertado a 3,30 com NaOH 2M.

Tabela 10 — Composigido quimica da solugdo modelo.

Composto Concentracio g/L
Acido Tartérico 4,0
Acido Milico 3,0
Acido Acético 0,10*
Sulfato de Magnésio 0.05
MgS0,.7H,0 ’
Sulfato de Potassio 0,10
Etanol 9Q**

* Pipetou-se 95 WL de 4cido acético glacial
** Pipetou-se 114 mL de etanol absoluto

» Preparacio de Padroes

Solucio Padrao Interno

Pesou-se 0,085 g de 3,4-dimetilfenol que foi transferido para um baldo volumétrico
de 100 mL, perfez-se o volume com a solug@o de etanol a 75% (v/v), ficando a solugio

com concentragdo de 850 mg/L.
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Solucdo mée dos Fendis Volateis

A solu¢do mae em fendis voléteis foi preparada pesando as seguintes quantidades

dos compostos individuais:
¢ 40,9 mg de 4-EF;
e 45,2 mg de 4-EG;
e 41,7 mgde 4-EC;
e 46,6 mgde 4-VG;
e 46,3 mgde4-VF.

Os padrdes foram transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, perfez-se o

volume com etanol a 75% (v/v), ficando a solu¢do com concentragdes de 818 mg/L, 904
mg/L, 834 mg/L, 932 mg/L e 926 mg/L em 4-EF, 4-EG, 4-EC, 4-VG e 4-VF,

respectivamente.

Solucéo de Trabalho

Pipetou-se 10 mL da solugdo mae de fendis voléteis para um baldo de 100 mL e

perfez-se o volume com etanol a 75% (v/v), ficando a solugdo com as concentragdes de
81,8 mg/L, 90,4 mg/L, 83,4 mg/L, 93,2 mg/L e 92,6 mg/L, em 4-EF, 4-EG, 4-EC, 4-VG

e 4-VF, respectivamente.

Solucdes Padrio usadas para a construciio da recta de calibracio

Pipetaram-se diferentes volumes da solugio de trabalho para baldes volumétricos de

100 mL e perfez-se o volume com a solu¢io modelo de vinho de modo a se obterem as

seguintes concentragdes dos diferentes padrdes:

Tabela 11 — Concentragdes (mg/L) de 4-EF, 4-EG, 4-EC, 4-VG e 4-VF nos diferentes padrdes.

4-EF (mg/L) | 4-EG (mg/L) | 4-EC (mg/L) | 4-VG (mg/L) | 4-VF (mg/L)
Padrio 1 16,36 18,08 16,68 18,64 18,52
(16 mg/L)

Padrao 2 491 5,42 5,00 5,59 5,56
(4.8 mg/L)

Padrdo 3 0,82 0,90 0,83 0,93 0,93
(0,8mg/L)

Padrio 4 0,10 0,11 0,10 0,12 0,12
(0,2 mg/L)
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Indices de retencao lineares

Para o cdlculo dos indices de retengdo lineares, foi injectada uma solu¢do dos
padrdes dos compostos em estudo e uma solu¢do de alcanos (de C16 a C25) com o
intuito de determinar os tempos de reten¢do. As injecgdes foram feitas exactamente nas

mesmas condi¢Oes para as duas solugdes com uma coluna RTX-Wax.

4.2. Preparacao das Amostras para Elaboracao das Rectas de

Calibracao

Adicionaram-se 200 pL de uma solugido de 850 mg/L de 3,4-dimetilfenol (PI) a
amostras de 20 mL de solucdo padrdo, de modo a obter uma concentragio de 8,42 mg/L
deste composto no volume final. Cada amostra foi extraida em duplicado com 5 mL de
solugdo éter dietilico/pentano (1:1) durante 10 minutos, com agitagdo. Apds cada
extracgdo as amostras foram decantadas e as fracgdes orgéanicas (menos densas) foram
combinadas, secas sob sulfato de sédio anidro e concentradas até ao volume de 1 mL
sob fluxo suave de azoto (figura 16). A amostra obtida foi analisada por GC-FID, nas

condicdes descritas.

| Solucio Padrio (20mL) + PI: |

g

Adicao de 5 mL éter dietilico/pentano (1:1)
e — I
| 2x | | Agitacdio (10 minutos) |

SRR
\

. Fase aquosa | S ~ | Fase organica

S

" Concentragio (N)

e

| GC-FID |

Figura 16 - Representacdo esquemdtica do processo extractivo dos fendis volateis.
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4.3. Extraccio e Separacdo dos Fenéis Voliteis em Vinho

Sintético

4.3.1. Preparacio de Vinho Sintético Dopado com Fenois

Volateis

As amostras de vinho sintético foram obtidas através de uma solugdo com 30 mL de
etanol (12%); 0,8 g de 4cido tartarico (3,2 g/L) e 220 mL de 4gua.

A esta solugdo foi adicionado:

e 100 pL de 4-EF de uma solugdo padrdo com 5,0 g/L de modo a obter 2,5 mg/L
no volume final;

e 250 pL de 4-EG de uma solugdo padrdo com 2,0 g/L, de modo a obter 2,65 mg/L
no volume final;

e 500 pL de 4-EC de uma solugio padrdo com 1,0 g/L, de modo a obter 2,5 mg/L
no volume final;

e 500 pL de 3,4-dimetilfenol (PI) de uma solugio padrdo com 590 mg/L, de modo
a obter 1,5 mg/L no volume final;

e 400 pL de 4-VG de uma solugio padrdo com 1,29 g/L, de modo a obter 2,58
mg/L no volume final;

e 500 pL de 4-VF de uma solugdo padrdo com 985 mg/L, de modo a obter 2,5

mg/L no volume final.

4.3.2- Extracciio por SBSE de Vinho Sintético Dopado com Fendis

Volateis

Esta técnica consiste em agitar uma “stir bar” na solug¢do que contém 0s compostos
a extrair. Os analitos sdo adsorvidos na fibra PDMS da barra e depois sdo retro-
extraidos com um solvente orgénico.

Para promover a adsor¢do dos analitos a barra foram testados vérios parametros:
volume de vinho sintético (5, 10 e 20 mL), concentra¢des decrescentes dos padrdes no
vinho sintético, tempo de agitagéo (60, 90, 120 e 180 minutos a 900 rpm).

Para a retro-extrac¢do coloca-se a barra num vial com 0,5 mL de um solvente em

banho de ultra-sons, durante 15 minutos, retira-se a barra, reduz-se o volume sob
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corrente de azoto e injecta-se. Testamos varios solventes: éter dietilico:pentano (1:1

v/v), diclorometano, acetonitrilo e hexano.

4.3.3- Extraccao por ELL de Vinho Sintético Dopado com Fendis

Volateis

O processo de extracgio e separagdo dos fendis volateis desta solugdo foi andlogo
ao descrito anteriormente, a excepgdo que foi utilizado 10 mL da solugido de vinho

sintético para o processo de extracgao.

4.4. Analise dos Fendis Volateis Presentes em Amostras de

Vinhos Tintos Comerciais Naturalmente Contaminadas

Utilizou-se 20 mlL de vinho tinto comercial naturalmente contaminado com
Dekkera (a origem do vinho € desconhecida).
O processo de extracgio e separagido dos fendis volateis no vinho tinto est4 descrito

anteriormente.

Taxas de Recuperacio

Para o célculo das taxas de recuperacdo utilizaram-se amostras de vinho tinto
comercial naturalmente contaminado ao qual adiciondmos 200 WL da solugido mae. O
processo de extracgdo e separagdo estd descrito anteriormente. As extrac¢des foram

efectuadas em duplicado.
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III. RESULTADOS e DISCUSSAO

1. Optimizacao da Separacao Cromatografica de Fenoéis Volateis

A figura seguinte mostra um cromatograma obtido da andlise por GC-FID, nas
condigdes cromatograficas atras descritas, de uma amostra de vinho sintético (figura

17).

pA -~
180

160 -
140 -
120
4001 4-EG
80 -
60
40 L‘
20 1

0 T T 1 T

T
0 5 10 15 20 25
Condicdes cromatogréficas descritas no ponto II. 3 da parte experimental — pag. 35.

Figura 17 — Cromatograma, em GC-FID, de vinho sintético, com os fendis volateis.

A utilizagdo de uma coluna de 60 metros permitiu efectuar uma separagao dos
compostos em estudo que ndo foi possivel obter com uma coluna idéntica mas de 30
metros. O programa de temperaturas e o fluxo de hélio foram optimizados de forma a
conseguirmos a melhor separagdo dos compostos no menor tempo possivel. Conseguiu-

se uma boa resolucao em 25 minutos de corrida.

2. Calculo dos Indices de Retencio Lineares

Uma vez que o detector utilizado ndo permite a identificacdo inequivoca de
compostos, a forma mais fidvel de identificacdo € a determinagdo de dados de retencao
para cada um dos componentes de uma mistura através da injec¢do individual de
padrdes. Assim, para além da determinag¢dao dos tempos de retengdo de cada um dos

compostos em estudo fomos também calcular os indices de retengdo lineares destes
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compostos, segundo a equagdo proposta por van den Dool e Kratz, que pela sua

simplicidade € ainda hoje a mais utilizada (Barata, 2008). A equagdo utilizada foi:

IR =100 * [Cn + ((tr - trCn) /( trCn+1 - trCn))]

onde:

Cn —nimero de carbonos do n-alcano com tr imediatamente anterior a0 composto
tr — tempo de reten¢ao do composto

trCn — tempo de retencdo do n-alcano que elui imediatamente antes a0 composto

trCn+1 — tempo de reteng@o do n-alcano que elui imediatamente a seguir a0 composto

Os indices de retencdo lineares obtidos para os diferentes compostos em estudo,

para uma coluna RTX-Wax sdo apresentados na tabela 12:

Tabela 12 - Indices de retengio lineares determinados para coluna RTW-Wax.

Padrao RTX-Wax
4-VF 1602
4-VG 2185
4-EF 2175
4-EG 2061
4-EC 2407

PI 2213

Barata (2008) refere para o 4-EF um indice de retengdo linear em coluna polar de
2177 e de 1354 em coluna quiral. A utilizagcdo dos sistemas de indices de reten¢ao
permite uma maior facilidade de comparagio de informagao, pois esta passa a depender
essencialmente da natureza quimica do analito e da fase estaciondria, apesar de se terem
de considerar as condi¢des experimentais (Seeley e Seeley, 2007).

O conhecimento dos indices de retencdo lineares dos compostos pode ser de grande
ajuda na identificagio dos mesmos quando ndo dispomos de um detector de
espectrometria de massa. A utilizacdo de fontes de indices de retencdo lineares, nas
quais estes tenham sido obtidos em condig¢des diferentes pode levar a identificagoes

erradas.
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3. Analise Qualitativa dos Fenoéis Volateis em Amostras de Vinho

Tinto

Apds analisar o comportamento dos padroes de cada fenol voldtil em vinho
sintético, tentou-se analisar e identificar os diferentes fendis volateis em estudo, num
vinho tinto comercial.

Os vinhos tintos comerciais utilizados (sendo a origem dos vinhos desconhecida)
sao naturalmente contaminados com Dekkeras, pois revelaram um odor a estrebaria,
caracteristico dos etilfenéis. Utilizaram-se 20 mL de um dos vinhos tintos ao qual se
adicionou 100 pL de PI. O processo de extrac¢do e separacio dos fendis volateis, nos
vinhos tintos utilizados, esta descrito anteriormente (ponto I1.4.2 da parte experimental
— pag.38).

A figura 18 ilustra o cromatograma obtido na amostra de um vinho tinto, analisado

por GC-FID.
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Figura 18 - Cromatograma em GC-FID de um vinho tinto comercial.

Foi detectada a presenga de dois dos trés etilfendis em estudo no vinho, sendo mais
abundante o 4-EF, seguido do 4-EC, encontrando-se este ultimo em pequenas
concentra¢des no vinho, o que se deve provavelmente a menor afinidade que as
leveduras tém na conversao do acido cafeico em 4-EC.

O 4-EC € conhecido por ser termicamente labil as temperaturas requeridas para a

andlise cromatografica e por interagir com as fases liquidas e suporte inerte das colunas
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disponiveis comercialmente (Larcher et al., 2008). Para a quantificag@o directa do 4-EC
no vinho nenhum método foi encontrado até 2004, devido a sua elevada polaridade e
dificuldade de ampliagdo e verificacdo do seu pico na separacao em colunas polares em
cromatografia gasosa (Larcher et al., 2008).

Até a data, a sua detecg@o e quantificacdo por GC tém sido descritas na literatura
apenas apos a sua derivatizagao.

Neste trabalho a detec¢do do 4-EC foi mais demorada em relagdo ao 4-EF (figura
18), no entanto ndo houve necessidade de recorrer a qualquer derivatiza¢ao prévia.

A nio detecgdo de 4-EC, pode ser devido ao facto das leveduras ndo terem sido
capazes de metabolizar o 4cido cafeico em 4-EC (Heresztyn, 1987); devido a reacgdes
do intermedidrio, 4-VC, com outros componentes intrinsecos do vinho (Marx et al.,
2003, Monagas et al., 2003, Schwarz et al., 2003); ou por inconformidade do método
analitico.

No sentido de confirmar a presenga dos etilfendis neste vinho, procedeu-se a adi¢cao
de cada um dos fendis volateis, a este mesmo vinho, ou seja a amostra foi dopada.

O cromatograma da figura 19 ilustra os diferentes fendis voldteis existentes no

vinho, com adi¢@o dos padrdes dos mesmos em estudo.
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Figura 19 — Cromatograma, em GC-FID, de um vinho tinto comercial, com adi¢do dos fendis
volateis.

Neste cromatograma podemos visualizar e confirmar, por compara¢do com o0

cromatograma da figura 18, a presenga do 4-EF e do 4-EC, neste vinho. Nao foi
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possivel a detec¢ao do 4-EG na andlise desde vinho, tal como nao foi detectado o 4-VG.
Sabemos que a diminui¢do dos dcidos hidroxicinamicos € acompanhada por um
aumento dos vinilfendis, e a diminui¢do destes € acompanhada pelo aumento dos
etilfendis.

Procedemos assim a uma analise de outro vinho tinto comercial, também
naturalmente contaminado com Dekkeras. Na figura 20 € possivel visualizar a detec¢ao
do 4-etilguaiacol, do 4-etilfenol e do 4-etil-catecol. A confirmacdo da presenca destes

compostos foi também efectuada com dopagem da amostra.
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Figura 20 - Cromatograma, em GC-FID, de um vinho tinto comercial.

4. Métodos de Preparacao de Amostra para Extraccio de Fendis

Volateis

4.1. Tentativas de Aplicacio do Método de SBSE

Nenhuma das tentativas acima descritas deu resultado, tendo sido experimentadas
nove barras diferentes. Quando se efectuou uma extrac¢do liquido-liquido ao vinho
sintético dopado com padrdes apds extracg@o com a barra, verificAmos que o0s
compostos nao tinham sido adsorvidos a barra. Pensamos que por estarmos a usar barras
ja usadas, elas poderiam estar degradadas.

Como ndo obtivemos qualquer resultado esta metodologia foi abandonada.
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4.2. Avaliacio da Eficiéncia da ELL

4.2.1 Taxas de Recuperacao do Método de Preparacio de Amostra
por ELL

Na tabela 13 apresentam-se as taxas de recuperagdo obtidas nas amostras de vinho
tinto naturalmente contaminado (ponto I1.4.4 da parte experimental, pag.40).
As taxas de recuperacdo sdo satisfatérias, denotando razodvel aplicabilidade do

método de preparagio de amostra em estudo.

Tabela 13 — Resultados dos calculos das taxas de recuperagao.

Composto Taxas de Recuperacio
4-vinilguaiacol 84% + 5,66
4-etilfenol 106% £ 0,71
4-etilguaiacol 102% + 3,54
4-etilcatecol 111% + 8,49

5. Analise Quantitativa de Fenois Volateis em Vinhos Tintos

5.1. Rectas de Calibracao e Calculo de LOD e LOQ

A andlise quantitativa dos fendis volateis foi efectuada de acordo com o
procedimento descrito no ponto I1.4.2 da parte experimental.

A quantiﬁcagﬁo‘dos fendis voléteis foi efectuada pelo método do padrédo interno,
como ja foi referido. Este método consiste na preparagdo de solugGes padrio de
concentragdes conhecidas da substdncia de interesse, as quais se adiciona uma
quantidade conhecida de um composto denominado padrdo interno (PI). Idealmente, o
composto usado como padrido interno deve ser similar aos compostos a serem
quantificados, ter tempo de retencdo diferente, nfo reagir com estes compostos ou outro
componente da matriz, nio fazer parte da amostra e, quando sujeito a andlise

cromatogréfica, ficar separado dos demais compostos presentes na amostra.
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Ap6s andlise dessas solugles, construiram-se os graficos que se apresentam em
anexo, relacionando a razdo de dreas com a concentragio dos analitos. A razdo de areas
¢ obtida pela multiplicacdo da 4rea do pico cromatogriafico do analito com a
concentragdo (que € conhecida) do PI e este valor € divido pela 4rea do pico
cromatografico do padrio interno.

A recta de calibragdo do 4-VF nido € apresentada por se ter obtido um R? muito
baixo e a recta de calibracdo ndo pode ser usada ji que os resultados ndo seriam
correctos. Este facto ficou a dever-se muito provavelmente ao acondicionamento
incorrecto do padrdo deste composto, que deveria ter sido guardado a temperaturas
negativas, o que ndo se verificou. Assim, a quantificagdo deste composto ndo foi
efectuada neste trabalho, sendo o padrdo apenas usado para determinar o tempo de
retencgdo deste composto.

Com os parametros da recta de calibracdo calcularam-se os limites de detecc@do
(LOD) e de quantificagdo (LOQ) para os diferentes analitos, segundo Miller, J. C. e
Miller, J. N. (1993).

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados para cada
composto, através da férmula b + (c * erro padrdo), em que:

¢ b =valor do declive da recta de calibragado

e ¢ =3 no calculo do LOD; ¢ = 10 no célculo do LOQ

Os dados apresentados na tabela 12 mostram que existe linearidade na gama de
concentragdes estudadas, com o coeficiente de correlagio (Rz) a variar entre 0,9998 e 1,

para os fendis volateis.

Tabela 14 - Parametros obtidos através das rectas de calibrag@o dos fendis volateis.

Composto Equacao R’ LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
4-VG y = 0,489x + 0,0503 0,9998 0,29 0,83
4-EF y = 1,1036x + 0,0959 1 0,27 0,66
4-EG y = 0,7163x + 0,0937 0,9998 0,40 1,13
4-EC y =0,2536x - 0,03 0,9997 0,09 0,36
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5.2. Quantificacao de Fenoéis Volateis em Vinhos Comerciais

Foram estudados quatro vinhos comerciais que apresentavam os aromas tipicos
atribuidos a presencga de fendis volateis. Os resultados obtidos encontram-se expressos

na tabela 13 e na figura 25.

Tabela 15 — Concentragdo dos etilfendis em quatro vinhos tintos comerciais naturalmente
contaminados.

Vinho Tinto Compostos Concentracao (mg/L)
1 4-etilfenol 1,30 + 0,21
2 4-etilfenol 2,10+ 0,00
3 4-etilfenol 1,801 0,21
4-etilguaiacol 1,44 +0,20
4 4-etilfenol 2,24+0,12
4-etilcatecol 0,96 +£0,12

Nas amostras 1, 2 ¢ 3 dos vinhos tintos comerciais em estudo apenas foi possivel
dosear o 4-EF, que apresentou teores bastante superiores ao LOD (0,27 mg/L) e ao
LOQ (0,66 mg/L), encontrando-se alguns dos restantes compostos abaixo do limite de
quantifica¢do, nomeadamente o 4-EG no vinho 2.

J4 no caso do vinho 4 foi possivel identificar e quantificar os trés fendis volateis, 4-
EG, 4-EF e 4-EC.

Para estas quatro amostras, os valores de 4-EF e 4-EG encontrados sdo superiores
aos valores referenciados para os limiares de percepgao, razdo pela qual estes vinhos
apresentavam um forte aroma a estrebaria e suor a cavalo.

Estudos experimentais, realizados recentemente por diversos autores, indicam que
as condi¢Ges de armazenamento do vinho podem afectar fortemente o seu contetido de
compostos fendlicos, uma vez que estes podem sofrer modificacbes durante esse
periodo devido a reac¢Bes de hidrélise, oxidagdo e complexacdo (Zafrilla et al., 2003).
Outros factores, como a luz e a temperatura, também podem contribuir para a

degradagdo destes compostos (Cheynier et al., 2003). Apesar dos vinhos analisados
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terem sido escolhidos por apresentarem um forte aroma tipico da presenca de fendis
voldteis, na realidade, na altura em que foram analisados e por terem sido armazenados

(em frigorifico), ndo foi possivel detectar e quantificar todos os fendis voléteis

eventualmente existentes aquando da abertura das garrafas.
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IV. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos algumas conclusdes:

- O método de preparagdo de amostra escolhido, a extracgdo liquido-liquido com
uma mistura de éter dietilico:pentano (1:1, v/v) apresenta, para os compostos estudados,
boas taxas de recuperagio.

- Esta metodologia de prepara¢do de amostra permite que se analise por GC-FID os
fendis volateis mais importantes em vinhos tintos, o 4-etilfenol e o 4-etilguaiacol, mas
também o 4-etilcatecol. A este dltimo composto tem sempre sido dada pouca
importdncia, € os métodos de preparacdo de amostra descritos na literatura envolvem
sempre uma derivatizagdo. A metodologia proposta, extrac¢ao liquido-liquido, funciona
e € muito mais simples e barata que os métodos até aqui disponiveis.

- Também para o 4-vinilguaiacol, esta metodologia de preparagdo de amostra
apresentou bons resultados. J4 para o 4-vinilfenol, por ndo termos um padrdo em boas
condigdes, ndo € possivel retirar nenhuma concluséo.

- O método cromatogréfico proposto permitiu uma resolugio bastante satisfatéria
dos compostos em estudo, num tempo razoavel.

Embora tenhamos tido acesso a muito poucas amostras de vinho nas quais
pudéssemos identificar o aroma tipico a “suor a cavalo”, analisamos 4 vinhos
comerciais que apresentaram fendis volateis. O 4-etilfenol foi o composto encontrado
em maior quantidade, e o 4-vinilguaiacol néo foi detectado em nenhuma das amostras.
Porém a utilizagdo de amostras de vinho sintético e de amostras de vinho as quais
adiciondmos os compostos em estudo, permite-nos concluir que estes compostos, a
existirem nos vinhos, podem ser detectados e quantificados com a metodologia

proposta.
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Figura 21 — Representacao grafica da recta de calibragado para o 4-vinilguaiacol.
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Figura 22 — Representacao grafica da recta de calibragao do 4-etilfenol.
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Figura 23 — Representagio graifica da recta de calibragao do 4-etilguaiacol.
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