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Palavras-chave

Resumo

S cerevisiae, biodiversidade, fenotipagem, metaboldémica, vinho

As fermentagdes vinicas sdo constituidas por coisnicrobianos, col
diferentes espécies e estirpes de leveduras, ondgaceharomyces
cerevisae tem um papel fundamental. Assim igportante avaliar
biodiversidade intrinseca das estirpesSdeerevisiae, por forma a explor.
0 seu potencial biotecnologico. O objetivo destbdtho foi estudae
biodiversidade fenotipica e metabodlica 8e cerevisiae, com espcia
enfoque no seu potencial enolédgico. Para tal, igolsse leveduraginicas
endogenas de 4 regides Demarcadas portuguesasiejd, Bairradi
Douro e Dao. Isolaram-se 1260 leveduras, das g88B eram S
cerevisiae. Relativamente a caracterizagdo fenotipica, ava®us
capacidade de crescimento de 313 estirpesSdeerevisae em 3|
condi¢cbes. As condicOes de crescimento foram seladas por forma
expor a variabilidade intrinseca d& cerevisiae, e incluiram ainc
fendtipos relacionados com potencial enoldgico, nomeadament:
crescimento a diferentes temperaturas e na presienetanqgla produca
de HS, e a tolerancia ao cobre e ao dioxido de enxdiste estuc
evidenciou a existéncia de 292 fendtipos distinkogre a populagi
estudad. A caracterizacdo metabdlica foi focada na améées metabolitc
volateis produzidos por um conjunto de 4 estirpesSdcerevisiae: 2
isolados vinicos e 2 estirpes comerciais amplamertilizadas pel
induUstria. A analise foi realizada por HS-SPME-GCxToFMS, onde ¢
identificaram um total de 21®etabolitos, pertencentes a 15 familias,
sao diferencialmente produzidos pelas estirpegsadals. Quer os alco
quer os ésteres foram as familias com maior nantgerocompostc
identificados, no entanto foram 0s compostos tecp8mue apresentare
maior variabilidade inter-estirpe.

A andlise compreensiva da variabilidade intrinsge&. cerevisiaeagor:
realizada revelou uma elevada biodiversidade. Adiésso, identificouse
um metaboloma volatil d&. cerevisiae até agoradesconhecido e q
demonstra a importancia da continuidade do seudesem maic
profundidade.
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Wine fermentation is dependent upon a microbial sodium with
different species and strains of yeasts, whtabhcharomyces cerevisiae
has a fundamental role. Thus, it is important t@aleate theintrinsic
biodiversity of these yeasts to explore their btelogical potentiallThe
aim of this work was to study phenotypic and meligdmodiversity ofS.
cerevisiae, and its oenological potential. For th&, cerevisiae strains
from Alentejo, Bairrada, Douro and Dao Portuguesmpelationswere
isolated. A total of 1260 wine yeasts were isolaiedhich 883belong t«
the S cerevisiae specie.For the phenotypic characterizatiome assessi
the growth capacity of 313 strains 8f cerevisiae under 37 different
conditions. These growth conditions were selectedrder to exposthe
intrinsic variability of S. cerevisiae, and also included phenotypes related
to its oenological potential, particularly the gtbwat differen
temperatures and in the presence of ethanol, #8epbduction, andhe
tolerance to copper and sulfur dioxide. This strglealed the existencd
292 distinct phenotypes within the studied popafatiThe metaboli
characterization was focused on the analysis oftWel metabolites
produced by a set of 4 strains®fcerevisiae: 2 isolates and 2ommercie
strains widely used by the industry. The analysés werformed by HS-
SPME-GCxGC-TOFMS, where a total of 218 metabolibesonging to b
families, were identified and were differentialproduced by studied
strains. Alcohols and esters were the families \ihign largest numbeof
identified compounds; whereas the terpenic compswvete those th
showed the highest inter-strain variability.

Indeed, the comprehensive analysis of the intringaciability of S
cerevisae has unveiled a surprisingly high biodiversity. Mover, we
have identified a yet unknown volatile metabolom&acerevisiae, which
would be of great importance to continue studying.
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1. Enquadramento

Tradicionalmente, a fermentacdo vinica é levadal® de forma espontanea por
leveduras enddgenas presentes nas uvas no momentollteita, ou por leveduras
comerciais adicionadas durante o processo decag#io [1].

Existem estudos que demonstram que as espéctmnpreantes que se encontram
em uvas saudaveis sao leveduras do géhknoseniaspora uvarunfge a sua forma
anamorfaKloeckera apiculatpe espécies oxidativas pertencentes aos gée@andida
Pichia, Kluyveromycese Rhodotorula[2]. Contudo, sdo as espécies fermentativas do
género Saccharomycesem particular asS. cerevisiaeque sao responsaveis pela
fermentacdo de mostos vinicos, estando presentemgwinha, que no lagar.

A flora de leveduras presentes nas uvas dependendeasto conjunto de fatores
tais como as condi¢cdes climaticas, localizacdo gdiog, aplicacbes antifungicas,
variedade das uvas, idade da vinha e o tipo de solo

Diversos estudos ecologicos, usando meétodos matesu de identificacéo,
demonstram uma larga diversidade de padrdes gesddidre a flora fermentativa, sendo
gue as estirpes d&. cerevisiaessdo predominantes na flora fermentativa e estataiz
distribuidas nas regides viticulturais, podendceseontradas em anos consecutivos [3, 4].

Hoje em dia, também € muito comum a adicdo dedleas comerciais nas
fermentacdes vinicas pois estas possuem muito lbapacidades fermentativas e
enoldgicas, contribuindo tanto para a padronizalgiprocesso fermentativo como para a
gualidade final do vinho.

Nos anos que se seguiram a publicacdo da sequingenoma d&. cerevisia¢5]
foi demonstrado que existem muitas diferencas esdrestirpes de leveduras vinicas.
Deste modo, a exploracdo da biodiversidade dapestiermentativas enddégenas pode ser
uma importante contribuicdo para o conhecimentoae @ selecdo de estirpes com
fendtipos especificos.

Schuller [1] no seu trabalho nas Regides do Vinkeode do norte de Portugal
conseguiu obter 1620 isolados de uvas colhidas evgranos de 2001 e 2003, todos
pertencentes a espécke cerevisiae.Estes resultados foram conseguidos utilizando

técnicas de PCR e RFLP, que permitiram concluir gu8. cerevisiaepertence ao
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ecossistema da Regido do Vinho Verde em numerel&d@do sendo o suficiente para
conduzir fermentagdes espontaneas.

Assim, torna-se importante o estudo da biodivadedassociada &. cerevisiae
tanto a nivel de fenotipagem como de metaboldrmpizis, a qualidade do vinho depende da
flora microbiana que se desenvolve durante a fetagén, e no final dest&, cerevisiae
sao as leveduras predominantes [6].

2. Saccharomyces cerevisiae

Existem dois tipos d&. cerevisiaeo tipo selvagem e o tipo domesticado, sendo
que o processo de domesticacdo dura a aproximatr@2@00 anos [7]. Este longo
processo evolucionario fez com que a fisiologia egemoma desta levedura vinica
pudessem sofrer modificacbes levando a alteracaaladicbes de fermentacdo. Varios
estudos demonstraram que o sucesso desta leverl@ae maioritariamente a sua grande
propensédo para sofrer alteracdes gendmicas/genética curto espaco de tempo [8].

Deste modo, a utilizacdo de isolados de estirpeS. derevisiag@ uma estratégia
importante para manter e assegurar a qualidadpredrgibilidade das caracteristicas do
vinho. A utilizacdo de isolados de regifes espeasfié bastante interessante devido a sua
elevada adaptacdo quer as condi¢des climaticasaguevas, e devido ao facto de estas
estirpes estarem usualmente associadas a canasrignicas que identificam vinhos e
regides especificas [9].

As leveduras vinicas sao selecionadas para cumerrminados requisitos dos
produtores de vinho como a sua performance na feag&o, resisténcia atress perfil
de aroma (que tem origem nos compostos que produezapacidade para libertar enzimas
ou manoproteinas de relevancia enologica, entrfuf\ssim, mais de 200 estirpes de
leveduras diferentes, quase exclusivameéhtecerevisiaesdo produzidas e vendidas na
industria.

Na literatura existem varios estudos onde se mecao uso d&S. cerevisiae
evidenciando a sua importancia. Goddard [10] prege@ quantificacdo dos efeitos do
ecossistema d&. cerevisiagma fermentacao natural para estudar a interac@e estseus
processos ecoldgicos e evolucionarios. No seu @estutemperatura desempenhou um

papel importante na atividade metabolomica Qlacerevisiae fazendo com que esta



Estudo da biodiversidade de estirpes vinicas & cerevisiae

dominasse todo o processo fermentativo em relagéiatras espécies de leveduras. Por
outro lado, Barrajon [11] caracterizou através dirassatélites 22 estirpes d&.
cerevisiae selecionando 6 delas para formar uma culturaamiddeste trabalho, Barrajon,
estudou o potencial efeito benéfico do uso de @stmistas d&. cerevisiama qualidade
de aroma do vinho, tendo concluido que uma dadturaisle estirpes liberta diferentes
concentragcbes dos compostos volateis mais comueoi@ superiores e acetaldeidos)
relativamente a estirpes individuais. Concluiu aigde a composic¢éo final do vinho pode

ser melhorada usando esta combinacao de cultustasnaieS. cerevisiae

2.1 Biodiversidade de S. cerevisiae

As leveduras fazem parte das comunidades natomai®biologicas das uvas, e
geralmente pensa-se que a populacdo de levedurasaesociada a uma determinada
variedade de uva e uma localizagdo geogréfica dg&@ecsendo introduzido um caracter
regional. Assim, com o interesse de preservar divaosidade e a influéncia geografica do
vinho, as uvas de regides especificas representafante importante de leveduras para
o desenvolvimento de novas culturas [12]. Assimmadmente sdo selecionadas e isoladas
leveduras de diferentes regides vitivinicolas alidersas estirpes de. cerevisiaeEstas
selecdes baseiam-se em caracteristicas fenotipicas: tolerdncia ao etanol (11-14%),
baixa concentracdo de acguUcares residuais (2-5Qéixa producdo de &acidos volateis,
elevadas velocidades de fermentacdo e capacidade duminar as mais diversas
condicOes de fermentacao [12]. Outros aspetos nmjiortantes e bastante comuns nestas
estirpes sdo: caracteristicas de crescimento @busdt mosto de uva, capacidade de
produzir compostoskiller que desencadeiam a morte celular de estirpes néo-
Saccharomyces producdo de diferentes compostos que interfen@maroma, em
concentracdes que variam em funcao das condi¢coésrmdentacédo e do tratamento dos
mostos, incluindo a temperatura, casta de uvaomitrientes, vitaminas e composicéo de
azoto dos mostos [13, 14].

A biodiversidade d&S. cerevisiaetem vindo a ser amplamente estudada. Por
exemplo, Franco-Duarte [15] relacionou as carestiesis genéticas e fenotipicas 8a
cerevisiae através do estudo da resposta a 24 testes fieostigue incluiram testes com

critérios taxonomicos, resposta a elevadas tempamte testes com relevancia
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biotecnolégica numa populacdo de 103 levedurasagnoriundas da regido do Minho.
Neste estudo, apesar das leveduras derivarem deregi@ geografica restrita, elas
demonstraram uma elevada variabilidade fenotipiam outro estudo, Carrau [13]
inoculou diferentes estirpes comerciaisSlecerevisiaglurante o processo de vinificacao
para estabelecer uma populacdo dominante. Nebtdhoaencontrou efeitos significativos
nas concentracdes de alcoois superiores, éstaidss &gordos, alguns monoterpenos e
lactonas, sendo que os compostos de aroma dessgdwsontravam mais concentrados
(ésteres, lactonas e monoterpenos), e os compostesejados possuiam concentracdes

diminuidas (alcoois superiores e acidos gordosadeia média).

2.1.1 Diversidade fenotipica

Durante a fermentacao, as leveduras produzemlgthéwido de carbono e outros
produtos secundarios importantes para o sabor l@gdea do vinho, os quais servem de
referéncia para o isolamento das estirpeS.dmrevisiaeDeste modo, os testes fenotipicos
sdo importantes pois servem para complementar a@mado jA obtida sobre estas
estirpes, indicando-nos se os isolados vao se@owadequados a producéo de vinhos de
alta qualidade [9].

Carreto [16] estudou a variabilidade de express@diterentes estirpes ds.
cerevisiage tendo verificado que durante a fermentacdo deogkias estirpes selvagens de
leveduras respondem de modo diferentestiessimposto pela deplecdo de nutrientes,
acumulagcdo de etanol e aumento de densidade ceNdate trabalho, sdo comparados
perfis do transcriptoma de 5 isolados ambientaBipes clinicas e estirpes laboratoriais
em diferentes pontos da fermentacdo (durante ae®genencial e estacionaria). Este
estudo revelou diversidade na expressao genica, amdenes envolvidos no metabolismo
da glucose e na respostastiesssao 0s mais variaveis durante a fermentacao, wiodd
gue a expressdo de variabilidade genética € a fartea diversidade fenotipica entre as
estirpes das leveduras. Deste modo, a caractesiZagatipica é importante no processo
de selecado de leveduras pois indica-nos como @ dexedura se vai comportar durante o
processo de fermentacdo. Os parametros fenotipigos sdo testados, mais
frequentemente, encontram-se listados na tabela I.
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Tabela | — Caracteristicas tecnolégicas a ser codsiradas na selecéo de estirpes vinicas

Tolerancia a etanol
Resisténcia a SO
Producéo de %

Presenca de fator&dler
Crescimento a diversas temperaturas
Crescimento na presenca de iGes metalicos
Crescimento na presenca de drogas

Avaliacdo da atividade proteinase
(adaptado de [17])

Estes testes podem ser avaliados através da nipai@o da progressado da
fermentacdo em laboratorio, onde as leveduras esresmm meios de cultura com as
devidas modificacfes adequadas a cada teste fieodtif7, 18].

A tolerancia ao etanol é provavelmente uma dasicoesl mais importantes a ter
em consideracdo devido a elevada quantidade debtidacia durante o processo de
fermentacdo do mosto. Algumas estirpeSdeerevisiasdo mais resistentes ao etanol que
outras, no entanto todas as estirpes individuaisS.deerevisiaeexibem uma resposta
adaptativa ao etanol [19, 20]. Esta levedura exanca grande pressao seletiva nos outros
microrganismos, tais como as bactérias, devido a rapida conversdo dos acgucares
disponiveis em etanol, um composto téxico, que peeledepois aproveitado pet
cerevisiae na respiracdo. Esta hipdtese suporta o facto denasria das néo-
Saccharomycegroduzirem baixas quantidades de etanol, e da darrelacdo entre
elevadas concentracdes de etanol reduzirem a gdjoutle nddGaccharomycesSalvado
[21] mostrou que a elevada tolerancia ao etanasg@hccharomycepode ser um dos
fatores para a sua hegemonia nos fins de fermentgg@ando a concentracdo de etanol
excede os 9-10%.

A variedade do vinho e das espécies de levedumgstéo envolvidas no processo
de fermentagcdo contribuem bastante para as suadterésticas finais. Estd4 provado que
quando a fermentacdo ocorre com a adicdo de diG@enxofre (S¢ a amostra, o
namero de espécies de leveduras que conduzem espm@ quase exclusivamelde
cerevisiaeresistente ao composto [22]. Estirpes diferentemdsma espécie de leveduras
podem apresentar grandes diferencas nas suantiéer@o dioxido de enxofre pois este

tem uma importante funcdo antisséptica ®. &erevisiagpossui uma elevada resisténcia,
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sobrevivendo a concentragfes de, @€ima de 1200 mg/L [23]. Além disso, o SQibe
uma importante fungdo antioxidante que ajuda azieds efeitos do oxigénio dissolvido e
inibe as enzimas tirosinase e peroxidase, que rsgd@mgenas nas uvas [24]. Finalmente, o
SO, melhora a libertacdo de compostos fendlicos dages$ uvas durante a maceracao, e a
estabilidade da cor do vinho durante o envelhedmem entanto, este pode produzir
efeitos sensoriais negativos, originando sulfudetdidrogénio durante o metabolismo das
leveduras [25, 26].

A formacéao de sulfureto de hidrogénio,@) € um dos problemas mais comuns no
processo de vinificacdo pois as leveduras, nomeaatanaS. cerevisiagpodem produzi-
lo durante a fermentag&o. Este metabolito confereatoma comummente designado de
“ovos podres” a concentracdes extremamente baigagnmno (cerca de 1 pg/L) sendo
ainda percursor de outros compostos volateis deofenxesponsaveis por aromas
desagradaveis (ranco, cebola, entre outros) difteeiremover uma vez presentes no vinho
[27]. Os fatores que afetam a formacdo d& Has fermentacdes vinicas incluem os
tratamentos efetuados as vinhas que contém resilduesxofre; as estirpes de leveduras;
deficiéncias de azoto nos mostos; condicbes de efglando; micronutrientes; e
tratamentos pos-fermentativos [28].

Por outro lado, as toxinakiller, que s&@o proteinas produzidas por algumas
leveduras sdo letais para as estirpes de leveddmisas mais sensiveis. Algumas
leveduraskiller tém potencial para retardar o inicio da fermemtacausar fermentacdes
lentas, parar fermentacfes e produzir vinhos cawadbs niveis de acetaldeido, acido
lactico, acido acético e outras qualidades serisonmlesejaveis [24]. No entanto, a
presenca deste tipo de leveduras pode ser bastapdetante em fermentacdes vinicas
pois as levedurdsller quando inoculadas podem ser eficientes em supleveduras néao
desejadas, aumentando assim a qualidade do viehdj@ste modo, o estudo da atividade
killer pelas leveduras torna-se importante devido argligéncia na qualidade do vinho.

Outra caracteristica de interesse biotecnolégieotémperatura pois esta afeta a
cinética da fermentacdo e o metabolismo das leasdw que define a composicao
quimica do vinho e, consequentemente, a sua qdalidAs leveduras tém uma
temperatura 6tima situada entre os 31 e 33°C séag@mperatura as leveduras completam
uma geracdo num tempo minimo. Em termos tecnolégiaotemperatura ideal pode

afastar-se bastante deste valor, dai a necessit#taden estudo do comportamento das
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leveduras a varias temperaturas [30]. A temperatasgmpenha um papel importante na
atividade metabolomica d& cerevisiaelurante a fermentagcéo pois esta apresenta melhor
desempenho a elevadas temperaturas (30°C) relamtams na&accharomyceD uso

de baixas temperaturas (10-15°C) no processo dic&g@o pode realcar a producéo e
retencdo de compostos de aroma volateis, no entahtoomo demonstrado na figura 1,
esta reducao da temperatura afeta severamentéenpsaice de crescimento das leveduras
[31, 32].
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Figura 1 — Alterag8es nas velocidades méaximas deescimento de espécies nd&accharomyces (H.
uvarum (Hu) C. zempelina (Cz) T. delbrueckii (Td) P. fermentans (Pf) eK. marxinianus (Km)) e S.

cerevisiae (ScT73) em funcéo da temperatura (adaptado de [21]

Alguns metais servem como micronutrientes e sadagsam processos redox para
estabilizar moléculas, como componentes de enzireapara regulacdo da presséo
osmoética. No entanto, a maior parte dos metais s&w essenciais, ndo tém valor
nutricional, e sdo potencialmente toxicos para @garganismos. Estes metais toxicos
interagem com componentes celulares, podendo danifiembranas e criar resisténcias a
diversos mecanismos. Deste modo, os ides metatiéosessenciais para as funcdes
estruturais e fisioldégicas das células, mas em ssxc@odem inibir 0 seu crescimento

fazendo com que as leveduras nao levem a fermengd€ao fim [33].
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Apesar das drogas ndo estarem presentes durastenanfacdo, a sua acao nas
leveduras pode desencadear diferentes respostdédicas baseadas em diferentes alvos
celulares como, por exemplo, defeitos nas viasatesporte e transducéo de sinal. Assim,
o0 conhecimento sobre os efeitos das drogas é émsqruis diferentes reacdes permitem
diferenciar estirpes. A cafeina, hidroxiureia, caamana e a cicloheximida sdo exemplos de
compostos que demonstram ter elevado poder disaiario entre estirpes dS.
cerevisiag34].

A atividade proteinase das leveduras, isto é, aadpde para clivar ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos das proteinagjnéuésda no mosto pela deficiéncia de
azoto, causando a libertagcdo de amino4cidos corofrenpara que os possam utilizar
como nutrientes para o seu crescimento [35]. Dest®lo € necessario ter um
conhecimento sobre quais as estirpes que produstaneeazima para que num futuro

proximo possam ser utilizadas no processo de p&uwdde vinho [36].

2.1.2 Diversidade metabolomica

A metabolémica é definida como a analise dasagf®s numa vasta gama de
metabolitos, ou seja, pequenas moléculas organigagpeso molecular é inferior a 1000
[37]. O termo metaboldmica foi utilizado pela primevez em 1998 em analogia a
genomica, transcriptomica e protedOmica, e é a @énmica’ cujas técnicas mais comuns
sdo a cromatografia em fase gasosa, a cromatografidase liquida e a ressonancia
magnética nuclear.

Os metabolitos foram recentemente identificadoaaccéendo um papel essencial
nos sistemas bioldgicos, sendo portanto importardea identificacdo e quantificacdo. A
combinacdo da metabolémica com a gendmica, tramtdorica e proteOmica, pode
fornecer uma visdo global e uma melhor compreem&®o sistemas regulatérios, das
alteracdes dindmicas e do controlo das vias metaisd3g].

O aroma € um componente muito importante nas apgds organoléticas do
vinho. A composicao volatil total do vinho é de-Q,2 g/L, e a maioria dos compostos sao
produzidos durante a fermentacdo do mosto. O &wmético, o0 acetaldeido, o acetato de
etilo, o propanol, o isobutanol e o 2- e 3-metilanol fazem parte de mais de metade da

componente volatil, sendo que a outra metade dstédbdida em cerca de 600-800
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compostos volateis presentes em quantidades mait@d (acetais, acidos organicos,
alcoois, compostos fendlicos e heterociclicos,réstdactonas, terpenos e compostos que
contém enxofre). A analise da contribuicdo do aratestes compostos minoritarios é
complicada devido as suas baixas concentracodsragies.

A quantidade e qualidade dos aromas e saboremadags na fermentagdo do
mosto depende das condi¢bes ambientais, do prodessdaificacdo e da participagao das
leveduras. Por estas razfes € essencial que skaeaa@stirpe de levedura vinica adequada
para se conseguir produzir um vinho com as cafiatitars sensoriais pretendidas [39].

O acetato de etilo é produzido pela esterificag@matica do acido acético e do
etanol. Quando a fermentacdo do mosto se da enigbesdanaerdbias a concentracdo
deste composto é de cerca de 30-50 mg/L, o querdarpara 60-110 mg/L em condicdes
aerdbias. Depois do acido acético, o acetato tte @t componente mais importante na
acidez volatil dos vinhos, sendo que concentragiesores a 70 mg/L sdo consideradas
positivas para o aroma do vinho, contud&.acerevisiagé conhecida como uma baixa
produtora de acetato de etilo [40].

O 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, 2-metilgtepanol, n-propanol, tirosol,
hexanol e o 2-fenil-etanol sdo os alcoois mais ymmths durante a fermentagdo dos
mostos. Eles sdo formados pela transaminacdo deaspondentes aminoacidos de acordo
com a via de Ehrlich. Os &cidos resultantes sdcadesxilados a aldeidos, que finalmente
sdo reduzidos a alcoois. Alguns alcoois nédo témnadwidos percursores logo séo
formados a partir do acido. Nos vinhos de mesalealié encontrar estes compostos em
concentracdes inferiores a 350 mg/L para que sefeefltiado o aroma do vinho. A
producdo de &lcoois pelas leveduras depende eat&wal capacidade de producdo de
aminoacidos e varia de acordo com 0 género, esge@e estirpe, sendo queSa
cerevisiaeg uma levedura que produz elevados numeros deis|@ 41].

Deste modo, as vias metabdlicas responsaveippaiiaicdo destes compostos sédo
suscetiveis a varios fatores, incluido a disponidile de percursores, diferentes tipos de
stress potencial redox das células e ao estado enengé@las células. Estas vias
metabolicas ndo sao lineares, mas formam uma redeedcdes interligadas que
convergem e divergem de intermediarios comunsréi@). Além disso, os intermediarios

ndo sado s6 comuns entre as diferentes vias resmimgiela producdo de compostos de
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aroma, mas também com outras vias relacionadasocomtabolismo dos acidos gordos,

glicolise, tolerancia astress entre outros.
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Figura 2 — Representagdo das vias metabolicas assolas a produgdo de compostos volateis (adaptado
de [42]) As linhas a tracejado indicam que um ou mais ingeliérios estdo omissos, e a vermelho estéo os

compostos que conferem aroma com relevancia

Mateos [43] demonstrou queSa cerevisiagroduz acetaldeido, acetato de etilo e
alcoois que correspondem aos compostos volateisritdaios das fermentacdes dos
mostos. A producdo destes compostos € variavelpende muito das condicbes de
fermentacdo e da propria estirpe de levedura, coud que o metabolismo d&.
cerevisiaeé muito complexo pois na mesma condi¢do de femgéntdiferentes estirpes
podem seguir vias metabdlicas diferentes na praddgé seus compostos.

Na tabela seguinte (tabela Il) estdo representamBscompostos que mais
contribuem para o aroma final do vinho produzidos einhos inoculados con®.

cerevisiaedurante a fermentagdo de mostos vinicos.
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Tabela Il — Compostos contribuintes para o aroma fial do vinho produzidos pelaS. cerevisiae

Grupo quimico Composto Via de formacéo

Acetato de etilo
Propionato de etilo
Isobutirato de etilo

2-Metilbutirato de etilo
Isovalerato de etilo
Acetato isoamilico
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Acetato de 2-feniletilo
Butirato de etilo
Lactato de etilo
Fenilacetato de etilo

Esteres Esterificacéo

1-Octanol
2-Fenil-etanol
Alcool isoamilico
1-Butanol
2-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol
Metionol
Isobutanol
1-Hexanol
Alcool benzilico
B-Feniletanol
Propanol
3-Metilbutanol
2-Metilbutanol

Alcoois Reac&o de Ehrlich

Linalol
a-Terpineol
B-Citronelol
Terpenos Geraniol
Farnesol
Terpinen-4-ol
2,6-Dimetil-1,7-octadieno-3,6-diol

Biossintese a partir do
acetil-CoA

Acido butirico
Acido isovalérico
Acidos Acido hexandico Biossintese dos acidos gordos
Acido octanéico
Acido decanoico

12
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Acido acético
Acido isobutirico
Acido fenilacético

Acetaldeido
Acetoina
2,6-Dimetoxifenol
Vanilina

Qutros

(adaptado de [39, 44, 45])

3. Metodologias para diferenciar e caracterizar S. cerevisiae

As leveduras produzem inumeros compostos vol&djas desempenham uma
funcdo importante nas caracteristicas sensoriaisndm. Assim, apos a identificacdo das
leveduras surge a necessidade de encontrar técpuegsermitam diferenciar as estirpes e

extrair, caracterizar os compostos que produzefarde simples e eficiente.

3.1 Identificacdo de S. cerevisiae

Os progressos recentes da biologia molecular gmipdo o desenvolvimento de
novas técnicas para identificacédo e caracterizdedeveduras.

O génerdSaccharomycetem sofrido muitas alteragdes taxonomicas ao |laagp
anos e atualmente esta dividido em trés grupodeadstados por Van der Walt. S.
cerevisiaepertence ao grup&accharomyces senso strictiormado pelas espéciés
cerevisiag S. paradoxusS. bayanug S. pastorianu§46]. A distingdo entre estas espécies
€ muito complicada devido a sua elevada proximidgahetica, no entanto este problema
pode ser resolvido através das técnicas de reapidcadeia da polimerase (PCR) e
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de igiir (RFLP) do gene MET2.
Através do PCR, o gene MET2 é amplificado com gdimers MET2_F e MET2_R com
21pb cada um e posteriormente, através do RFL® sefe uma digestdo enziméatica. Para
distinguir S. cerevisiaaitiliza-se a endonucleagEoRIque cliva o gene MET2 em dois
fragmentos mais pequenos de 369pb e 211pb. A end@sePstl cliva o gene MET2 de
S. bayanuem dois fragmentos de 365pb e 211pb, e n&nakkinem aPstl cliva o gene
MET?2 deS. paradoxu$24, 47].

13
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Mercado [48] explorou a biodiversidade Slacerevisia@a regido vitivinicola mais
importante da Argentina. Neste trabalho, MercadosiderouSaccharomycesodas as
leveduras que néo foram capazes de crescer numam@io-lisina como Unica fonte de
azoto, e discriminou &. cerevisiapela técnica PCR-RFLP da regido do rDNA 5,8S-ITS.
Através do uso de marcadores moleculares (andaselémentos de PCR dos interdelta e
RFLP do DNA mitocondrial) conseguiu diferenciarimpss e encontrou 190 padrdes
moleculares entre 590 isolados 8e cerevisiagobservando que existiam vinhas com
elevados e baixos polimorfismos de populacdesSdeerevisiaeque derivam de uma

populacao geral.

3.2 Andlise de compostos volateis

3.2.1 Microextracdo em fase solida (SPME)

A técnica de microextracdo em fase solida (SPMEYis no final dos anos 80,
tendo sido desenvolvida pelo grupo de Janusz PamlisEsta técnica de extracdo e
concentracdo de analitos tem por base a sorcam,éista absorcdo e/ou adsorcao,
dependendo da fase estacionaria da fibra. Estacéxtpode ser realizada pela imersao da
fibra na amostra em fase liquida, ou por exposicise gasosa [49].

A seringa de SPME é utilizada na exposicao dasfastacionérias e € constituida
por dois componentes basicos, o suporte e a agdleaporte permite guiar a fibra dentro
e fora da agulha. A agulha serve para protegebra #& perfurar os septos. A fibra,
constituida por silica fundida e revestida por Umd polimérico, esta incluida na agulha
(figura 3) [50].

- Embolo

Ajuste do medidor de
profundidade da fibra

- Suporte da fibra

Fibra

Figura 3 — Dispositivo utilizado em SPME (adaptadale [81])
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A SPME foi primeiramente aplicada na avaliacapoleentes da agua [51]. Desde
entdo, a SPME comecou a ser utilizada numa grandetiqade de amostras, incluindo
estudos de aromas, especialmente para uma arggise da composicdo volatil de uma
vasta gama de produtos, tais como, frutos, caf@oyicerveja, carne, etc.

A SPME é, nos dias de hoje, bastante utilizadéddeas suas inUmeras vantagens
em relacdo a outros métodos tradicionais de extragimeadamente devido ao facto de
ser uma técnica simples de usar, rapida (demorasmé® 1 hora a completar), sensivel,
nao requer solventes de extracdo e € possivekbaglidiferentes classes de compostos
usando diferentes fases estacionarias [52]. Néstach, a extracdo dos compostos nao é
exaustiva pois o sistema tende para um equilibndecos analitos se distribuem pelas
diferentes fases do sistema [53].

A gquantidade de analito retido na fibra de SPM& sensibilidade resultante sao
determinadas pelas cinéticas de sorcao e peloxieoéds de distribuicdo dos compostos
entre a superficie da fibra e a amostra, o quertesta técnica mais sensivel as condi¢cdes
experimentais. Qualquer alteracdo nos parametnosriexentais que afetam o coeficiente
de distribuicéo e a velocidade de sor¢cao podehaeiméiar a quantidade retida na fibra de
SPME, e consequentemente a reprodutibilidade asibéiedade [54]. Existem varios tipos
de fases estacionarias, e a sua escolha dependdagueondi¢cdes experimentais quer da
composicao volatil da amostra que se quer analste trabalho utilizou-se uma fibra
DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxeno/polimetisdano), com as seguintes
caracteristicas:

- Filme de 30 ou 50 pum;

- Temperatura 6tima no injetor do GC: 320°C;

- Interacdo mista, ou seja tem propriedades dergds e adsorcdo, dai ser muito
utilizada na extracéo de compostos volateis e sefateis [53].

As condicdes experimentais sdo um parametro nmmiportante a controlar para
gue sejam minimizadas as variagdes nos resultados:

- Tempo de extracdo é muito importante para manter uma boa reprbiidtde,
devendo ser escolhido de acordo com o limite degdetdo analito;

- Meio de crescimento das células deve ser simples de modo a evitar o
backgroundnos resultados;
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- Volume da amostra- deve ser sempre igual de modo a néo variaréicinda
extracao;

- Agitacdo da amostra- promove o rapido equilibrio da solucgéo;

- Adicdo de Sais falting-out) - a adicdo de NaClsélting-ou} diminui a
solubilidade dos compostos hidrofébicos da faseosau promovendo uma melhor
extracado dos compostos de interesse;

- Temperatura — aumenta o coeficiente de difusdo dos analitescengelamento
das amostras serve para travar o crescimento cfala

Apos a exposicdo da amostra a fibra de SPME, ag@podem ser termicamente
desorbidos num injetor de GCxGC,

3.2.2 Cromatografia abrangente bidimensional em f&sgasosa

A andlise de compostos volateis responsaveis grelma do vinho tem vindo a
sofrer grandes progressos devido aos ultimos desementos em cromatografia em fase
gasosa e desenvolvimento de novos e melhoreobtd¢b5].

Os processos cromatograficos de uma dimensaoaséanbe aplicados a analise de
produtos alimentares. Embora estes métodos fornagmmitados analiticos bastante
satisfatérios, a complexidade de muitas matrizésraia excede a capacidade de qualquer
sistema de separacao simples. Como consequénsidjtmos anos tem sido reforcada a
pesquisa na combinacédo de técnicas independentes abjetivo de reforcar o poder de
resolucdo [56]. Um cromatografo bidimensional (fgu4) possui dois mecanismos
ortogonais para separar 0s constituintes da amustnaapenas uma analise.

Figura 4 — Cromatégrafo bidimensional
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A técnica da cromatografia abrangente bidimensiemafase gasosa (GCxGC) é
baseada na aplicacdo de duas colunas de GC rexgestith diferentes fases estacionarias,
conectadas em série através de uma interface (admil A interface separa pequenas
porcdes do eluato da primeira dimenséo e reinjgiara a segunda coluna. Cada pico da
primeira dimensdo é modulado diversas vezes, qqumite a preservacado da separacao
da primeira dimensdo. A segunda coluna é muit@aidstreita, e consequentemente cada
porcdo € modulada e separada rapidamente, antesdldacdo seguinte comecar. Deste
modo, a separacdo € realizada por volatilidade rmaepa dimenséo, e polaridade na
segunda. Usando esta abordagem instrumental, opostms que Sao co-eluidos na
primeira coluna, sofrem uma separagdo adicionakganda. Portanto, esta técnica oferece
tempo de corrida mais rapido, aumento na capacidadepicos, melhoria na resolucao,
aumento na seletividade de massa, boa linearidadalibracdo, mais sensibilidade e os
limites de detec&o sdo melhorados quando compamd® GC monodimensional [57].

No analisador de massa, do tipo tempo de voo (TasHpes sdo acelerados através
de um campo magnético de for¢ca conhecida. Estaracéb resulta num ido que contém a
mesma energia cinética de qualquer outro ido queatenesma carga. A velocidade do ido
depende da sua razdo massa-carga,(e o tempo que este demora a chegar ao detetor é
medido. Deste modo, ides mais pesados atingemigaties mais baixas, logo demoram
mais tempo a chegar ao detetor.

Apés obtencdo dos cromatogramas estruturados gumsebter-se informacao
qualitativa relacionada com os tempos de retengiacteristicos de cada analito, e
informacdo quantitativa através das areas cromifiogs dos picos. A cada pico do
cromatograma esta associado um espectro de mass@ahé estabelecida uma relacéo
entre a razao massa-carga4 dos ides detetados e a abundancia (intensidédevag de
cada espécie idnica [58].

Rocha [59] estabeleceu o perfil monoterpendidevdebranca Ferndo Pires ditis
vinifera através de HS-SPME acoplado a GCxGC-ToFMS, ideatifio 56
monoterpendides, sendo que 20 deles foram ideadide pela primeira vez. Estes
compostos possuem interessantes propriedades me,aesim como atividade biologica.
Esta metodologia pode ser aplicada para deternoinaerfil monoterpendide das uvas,
podendo ser aplicado também em mostos e vinhos.
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Em estudos anteriores, realizados no laboratéeiogenomica do Biocant, foi
utilizada a técnica HS-SPME-GCxGC-ToFMS para deigm quais 0S compostos
volateis produzidos por diferentes estirpes dederas deS. cerevisiamnde se verificou
gue os metabolitos responsaveis pelo aroma do \pehiencem as familias dos alcoois
superiores, acidos, acetatos, ésteres e terpau) gue estes contribuem com aromas a

rosas, queijo, florais e frutados caracteristicos.
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Objetivos
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4. Objetivos do trabalho

O conhecimento das leveduras e da sua evolucatrgm do processo de
fermentacdo permite selecionar as estirpes com aaacteristicas desejadas para a
producao de vinhos diversificados.

Como foi referido anteriormente, & cerevisiaeg a levedura responsavel pelo
processo de fermentacéo, sendo portanto impontealiear um estudo aprofundado sobre
a sua biodiversidade, de forma a determinar quajuais as leveduras mais adequadas a
fermentacao de diversos tipos de vinhos, potenciasdim a capacidade de producao de
vinhos de exceléncia.

Neste estudo pretendeu-se isolar estirpes vimledS. cerevisiage caracterizar
fenotipicamente e metabolicamente diferentes estigeS. cerevisiaePara tal, isolaram-
se leveduras provenientes dos finais de fermentdgdmostos vinicos das regifes do
Alentejo, Bairrada, Douro e D&o. Caracterizaramfseotipicamente: 313 estirpes 8e
cerevisiaepelo seu crescimento em diferentes meios de eylaufoi analisado o perdil
metabolico de 2 estirpes comerciaisSlecerevisiaeg 2 estirpes endégenas da Bairrada
com caracteristicas de: resisténcia ao cobreaintéa a elevadas temperaturas e a dioxido
de enxofre; baixa producdo de sulfureto de hidriogéatividadekiller e fermentagéo
rapida. As estirpes anteriores foram analisadasdigeEPME-GCxGC-ToFMS de modo a

identificar quais 0s compostos volateis por si pados.
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Material e Métodos
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5. Material e Métodos

5.1 Amostras e Material

Neste trabalho, para o isolamento e identificagé S. cerevisia, as leveduras
foram obtidas a partir da colhede uvas de diferentes regides vitivinicolas deuga no
ano de 2011 (figura)b nomeadamen, Bairrada, Dao, Douro e Alentejo. Em todas
regides, foi feita a recolha dos fins de fermerdgg@venientes das respetivas adegas;
Bairrada ainda foidita a recolha ddkg de uvas das vinhgsara que a fermentac
decorresse no laboratdrio.

Para a caracterizacdo fenotipica foram utilizadb3 8stirpes deS. cerevisiae
obtidas nas colheiras de 2009 e 2010 e duas lea®damerciais: QA23 e EC11!

Para a caraterizacdo metabolomica, foram utilizadas estirpes ¢S. cerevisiae
anteriormente isoladas e caracterizadas, e duegdueas comerciais: QA23 e EC11

B Vinhos Verdes
Tras-os-Montes

. Douro
Bairrada

- Beira Interior, Tavora-Varosa e Lafdes
B Lisboa

B ribatejo

B Peninsula de Setdbal

B Algarve

B Vvadeira

. Acores

Figura 5 - Regifes vitivinicolas de Portug:. A vermelho encontrarse assinaladas zegides onde as

amostras de uvas foram obtidas para a realizacgde ttabalh
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Em relagdo ao material utilizado neste trabalhextoato de levedura, a glucose, a
peptona, o agar, a galactose, a rafinose, o YNB\B sem sulfato de amodnio, a prolina, a
arginina e o glutamato foram fornecidos pela Foiomd”. A frutose, a maltose, a
sucrose, o cloreto de calcio, o cloreto de liticlaveto de cadmio, a cicloheximida, o azul
de metileno, o &cido sulfuroso, o cloreto de célsioloreto de zinco, o cloreto de sodio, o
acido citrico e o Biggy agar foram fornecidos pglgma-Aldrich. O sulfato de cobre e o
acido malico foram fornecidos por Riedel-deHaérac&tona, o peroxido de hidrogénio, o
isopropanol e o etanol foram fornecidos por Merkparomomicina foi fornecida pela
AppliChem. A 4-nitroquinolina foi fornecida pelataf Aesar. A cafeina foi fornecida pela
VWR. O leite magro em po foi fornecido pela Nes#ié.placas de petnmulti well, single
well e deep wellforam fornecidas por Nunc Thermo Scientific. Parguantificacdo do
DNA foi utilizado o Nanodrop ND-1000 (Thermo Scién). Para a andlise dos produtos
de PCR foi utilizado o Labchip 90 Caliper Life Swes. A fibra de SPME
DVB/CAR/PDMS foi fornecida pela Supelco (AldrichelBefonte, PA, USA). Owials
foram fornecidos por GLP. O cromatografo utilizddioo GCxGC-ToFMS LECO Pegasus
4D (LECO, St. Joseph, MI, USA).

5.2 Isolamento e identificacao de leveduras vinicas

Para os mostos cuja fermentacédo ocorreu no labimratoi necessario proceder ao
esmagamento das uvas até obter o mosto, o quartmemerlenmeyersa 30°C. Apds
a amostra chegar ao fim de fermentagdo, ou segmdguocorreu uma perda de 70g/L,

isolaram-se as leveduras, nomeadame®tecarevisiagobjeto deste estudo.

5.2.1 Isolamento

Para isolar as leveduras, ap0s obter o fim deeietagéo, filtrou-se 1mL em cada
um de dois eppendorfs (diluicdo®L0De seguida, preparou-se diluicdes da amostra (10
110%10%10% e 10°), e plaquearam-se as diluicdes’¥10°: plaquearam-se ent30150p L
de cada amostra em cinco placas com meio YPD sdldoisolados foram incubados

durante dois dias a 30°C.
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Apés dois dias, contaram-se as colénias que cwBcanas placas. Destas
repicaram-se e guardaram-se 30 col6nias para nplasms. Estas colonias foram

posteriormente criopreservadas a -80°C em YPDddgeiglicerol 80% (1:1).

5.2.2 Extracdo de DNA de leveduras vinicas

A extracdo do DNA das leveduras isoladas foi zedib de acordo com o protocolo
de Lopez [60], com ligeiras alteracdes.

Resumidamente, as células adicionou-se 100puL Ide&wol (sorbitol 1M, EDTA-
Na 0,1M, pH 7,5) e ressuspendeu-se. Adicionou-se dgiLyticase 5U/uL (esta enzima
lisa a parede celular das leveduras). Incubou-santki 1h a 37°C para se obter
esferoblastos. Adicionou-sel00uL da solucéo lIstHCI 50mM, EDTA-Na 20mM, pH
7,4), e 5pL de SDS 20% (m/V) para emulsionar dddiy e ressuspendeu-se. Incubou-se
a mistura, no minimo 10min, a 65°C. Adicionou-s8Ull0de acetato de potassio 5M para
degradar as proteinas e colocou-se em gelo dufmia no minimo. De seguida
centrifugou-se durante 25min, a 1600 rpm, numarifega refrigerada a 4°C. Transferiu-
se 0 sobrenadante para um tubo limpo e precipgoa-©NA adicionando o mesmo
volume de isopropanol (300uL de isopropanol). Iteram-se os tubos 2 ou 3 vezes e
incubou-se no minimo 10min a temperatura ambigd¢atrifugou-se 5min a velocidade
maxima, desprezou-se o0 sobrenadante e lavou-seAocbid 250uL de etanol 70% (V/V).
Incubou-se 5min a temperatura ambiente. Centriftsgo@min a velocidade maxima e
desprezou-se o etanol de cada amostra. Com umia pgigou-se 0 excesso de etanol e
secou-se 0 pellet durante 2min sppeedvacO pellet foi ressuspendido em 50uL de TE
(Tris-HCI 10mM, EDTA-Na 1mM, pH 7,5), deixou-se durante a noite a 4°Qjadpu-se
a -20°C.

O grau de pureza do DNA e a sua quantificacaarfaraalisados no Nanodrop.
Posteriormente os DNAs foram diluidos para uma eoimacdo de 100ng/pL para

posterior uso nas reagcdes de amplificacao por PCR.
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5.2.3 Identificacé@o de leveduras vinicas

A identificacdo de leveduras foi realizada atrast@gécnica de PCRP¢limerase
Chain Reactior). Esta técnica permite amplificar sequéncias défpas de DNA. Para que
uma reacdo de PCR ocorra sdo necessgriogers (sequéncias iniciadoras constituidas
por cerca de 20 nucleotidos cada que hibridam elei@s opostas e cercam a regido alvo
de DNA); Tag DNA polimerase e respetivo tampao;ledtados trifosfatados (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) e magnésio [61].

A identificacdo dos isolados pertencentes a esp8ci cerevisiaefoi feita
recorrendo a amplificacdo do gene MET2 com psners MET2 F e MET2_R,
especificos para o género da levedbagcharomyces posterior analise de RFLP desse
gene com a enzima de restricdo ECORECoOR cliva o gene MET2 d&. cerevisiaeem
dois fragmentos conhecidos de 369 e 211pb [47]. r@ogolo realizado para esta
identificacdo foi otimizado no Biocant.

Resumidamente, preparou-se a mistura de PCR nimmedfinal de 50uL, de

acordo com a tabela lll.

Tabela 11l — Reagentes utilizados na preparacao daistura de PCR
Reagentes Quantidade
PCR buffer 1x
MgCl, 1,7mM
dNTPs 0,2 mM
primer MET2_F 0,2 uM
primer MET2_R 0,2 uM
Taq polimerase 5U
DNA 100 ng

Colocou-se as amostras no termociclador com agnaog indicado na tabela IV.
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Tabela IV — Ciclo da reacdo PCR MET2

Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclo
94 3 1
94 1
60 1 35
72 1,5
72 5 1

Os produtos da amplificacao foram analisados leatreforese.

As amostras com amplificacdo do gene MET?2 forastggmrmente digeridas com
a enzima EcoR de acordo com as instru¢cdes do fornecedor (NegtaBd Biolabs), a
37°C, durante a noite. De seguida, inativou-se zimen a 65°C durante 20min, e

analisaram-se os fragmentos resultantes da digpestadectroforese.

5.3 Caracterizacao fenotipica

Para proceder a caracterizacdo fenotipica, foralecisnadas 38 condicdes de
crescimento, agrupadas da seguinte forma: nutdemndes metalicos, drogas, stresses
ambientais e parametros biotecnolégicos.

5.3.1 Condicdes de crescimento

A caracterizacgédo fenotipica foi realizada com BbBados de diferentes estirpes de
S. cerevisiaeEstes isolados foram selecionados de forma artast individuo de cada
estirpe existente na colecdo dos anos 2009 e 20%@lecdo dos individuos a testar foi
feita com recurso ao software BioNumerics 6.5, omsée analisaram as bandas de
fragmentos de DNA resultantes das electroforesespr@ocolo utilizado para o
crescimento das leveduras é descrito em seguida.

Plaquearam-se as leveduras criopreservadas em YR&osolido (1% (m/V) de
extrato de levedura, 2% (m/V) de glucose, 2% (nmd¥)peptona e 2% (m/V) de agar), a
30°C, onde ficaram a crescer durante dois diaselDaida, transferiu-se as leveduras para
placasDeep Wellde 96 pocos com capacidade de 2mL, com 750uL de WD liquido
(1% (m/V) de extrato de levedura, 2% (m/V) de ghee 2% (m/V) de peptona) em cada
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poco, para que o crescimento ocorra durante a ao#@°C e com agitacao de 100rpm.
Posteriormente, contaram-se as células (com o @mnta BioRad TC1®' Automated
Cell Counter) existentes em cada poco, e transéeriix16 células para placasulti well
com um volume final de 200pL. Nestas placas reainase diluicdes seriadas (10.0% e
10%, e transferiu-se através de urigquid handling station (Sciclone ALH 3000
Workstation — Caliper LifeSciences) as amostras jparplacasingle wellcom os meios

descritos em seguida.
5.3.1.1 Nutrientes

O crescimento das diferentes estirpesSdeerevisiadoi avaliado em relacdo a
diferentes fontes de carbono, fontes de azoto eaauidos. Em todas as avaliacbes, as
leveduras cresceram durante dois dias, a 30°C.

As leveduras foram inoculadas em meio minimo, titodo por 0,69% (m/V) de
YNB sem aminoacidos e 2% (m/V) de agar, ao quahtiicionado a respetiva fonte de
carbono: 2% (m/V) de frutose, 20% (m/V) de frutdd¥ (m/V) de maltose, 2% (m/V) de
sucrose, 2% (m/V) galactose, 2% (m/V) de rafin@8é,(m/V) de glucose, 20% (m/V) de
glucose e 10% (m/V) de glucose + 10% (m/V) de Batd-oi também testado o glicerol
como fonte de carbono através do meio YPG (1% (rd@&/gxtrato de levedura, 2% (m/V)
de peptona, 2% (m/V) de agar e 3%(V/V) de glicerol)

Para a avaliacdo do crescimento das leveduraglegéo as fontes de azoto, estas
foram inoculadas em placas contendo 0,69% (m/VYMB sem aminodacidos, 2% (m/V)
de glucose e 2% (m/V) de agar, e em placas comO(h®V) de YNB sem aminoacidos
nem sulfato de amonio, 2% (m/V) de glucose e 2%|rdé agar.

Neste trabalho é avaliado também o crescimentolelesiuras relativamente a
presenca de aminoacidos em meio minimo, constitp@o0,19% (m/V) de YNB sem
aminoacidos nem sulfato de amoénio, 2% (m/V) deagace 2% (m/V) de agar, o qual foi
suplementado com a respetiva concentracado de acmdoo&81% (m/V) de prolina, 50%
(m/V) de prolina, 27% (m/V) de arginina, 50% (m/dg arginina, 13% (m/V) de

glutamato e 50% (m/V) de glutamato.
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5.3.1.2 I0es

A escolha dos ibes metalicos e respetivas coraugigs para avaliar o crescimento
das diferentes leveduras foi baseado em estudesaat desenvolvidos no Biocant. As
solugdesstockdos ides foram preparadas por filtracdo estérii cona membrana porosa
de 0,2um. Deste modo, os ides que foram adicionaaloseio YPD depois de este ter sido
autoclavado e arrefecido a 55°C foram o sodio,igakinco, litio, cobre e cadmio nas
seguintes formas e concentracdes: cloreto de $8@GI) 1M; cloreto de calcio (Cagl
0,5M; cloreto de zinco (Zng)l 10mM; cloreto de litio (LiCl) 50mM; sulfato de loe
(CuSQ) 10mM; e cloreto de cadmio (CdI500uM. Para todos os ides, as leveduras

cresceram durante dois dias, a 30°C.

5.3.1.3 Drogas

A escolha das drogas e respetivas concentrac@asapaliar o crescimento das
diferentes leveduras foi baseado em estudos ameribesenvolvidos no Biocant. As
solugdesstock das drogas foram preparadas por filtracdo estérih uma membrana
porosa de 0,2um. Deste modo, as drogas que foramoraatlas ao meio YPD depois de
este ter sido autoclavado e arrefecido a 55°C foemmseguintes: 0,2ug/mL de
cicloheximida (agua milliQ como solvente); 0,5u g/ 4-nitroquinolina (acetona como
solvente); 2mg/mL de paromomicina (agua milliQ coswvente); e 15mM de cafeina
(agua milliQ como solvente). Para todas as drogsdeveduras cresceram durante dois
dias, a 30°C.

5.3.1.4 Stresses ambientais

Os stresses ambientais testados nas diferentegessteS. cerevisiaeforam:
temperatura stressoxidativo.

Para a analise da temperatura preparou-se meiQ & Pibubaram-se as leveduras a
diferentes temperaturas: 12°C, 30°C e 42°C. Pargeraperaturas de 30°C e 42°C o
crescimento ocorre durante dois dias, e para aeetya de 12°C o crescimento ocorre

durante uma semana.
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A avaliacdo dostressoxidativo foi realizada através da suplementacidoném
YPD com 7mM de perdxido de hidrogénio, que é admiln ao meio depois de este ser
autoclavado e arrefecido a 55°C. De seguida, feziseubacao das leveduras durante dois
dias, a 30°C.

5.3.1.5 Parametros biotecnolégicos

Os parametros biotecnolégicos testados foram: ugéml de sulfureto de
hidrogénio, atividade proteinase, tolerancia aoaia tolerancia ao dioxido de enxofre.

A capacidade de producéo de sulfureto de hidroggelias leveduras foi efetuado
em meio Biggy agar, constituido por glucose, bismglicina, extrato de leveduras e agar.
Este meio ndo pode ser autoclavado, logo a suanagdo consiste na agitacdo da mistura
com calor até que comece a ferver. De acordo camli@@2], as leveduras séo incubadas
durante dois dias, a 25°C, e quando h& produc&uléig@eto de hidrogénio, as coldnias
ficam escuras devido a precipitacdo do sulfuretbideuto. Para testar a capacidade de
producao de sulfureto de hidrogénio utilizaram{senas as leveduras sem diluicéo.

Para verificar se as leveduras possuiam ativigeateinase, foi preparado um meio
YPD suplementado com 2% (m/V) de leite magro emSa@uindo o protocolo de Strauss
[36], as leveduras foram incubadas durante cines @ 30°C, e caso haja atividade
proteinase, verificou-se a formacdo de um halosparente. Para avaliar a atividade
proteinase utilizaram-se apenas as leveduras deigadi.

Visto que durante o processo de vinificagcdo exatgada concentracdo de etanol,
€ importante realizar o teste de tolerancia acottaelas leveduras. Este teste € realizado
em meio YPD suplementado com 12% (V/V) e 15% (\Vd€)etanol em que o etanol foi
adicionado ao meio depois de este ter sido autadtae arrefecido a 55°C. As leveduras
cresceram durante dois dias, a 30°C.

Para avaliar a tolerdncia ao dioxido de enxofnepg@rou-se um meio YPD
suplementado com 200mg/mL de &cido sulfurosgS(®). Este acido foi adicionado ao
meio depois de autoclavado e arrefecido a 55°Curfgleg Caridi [62], para verificar o

crescimento das leveduras, as placas devem sd&aitias durante dois dias, a 30°C.
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Apés o final de cada crescimento, a placa foidatada, e o crescimento das
colonias foi analisado através do registo do sau de crescimento, indicado na tabela V.

Tabela V — Classificacdo do crescimento das leveds

Crescimento Classificacéo

N&o cresce 0

Crescimento fraco sem diluicdo

Crescimento bom sem diluicédo 2

Crescimento fraco na diluicido 10

Crescimento bom na diluicéio 10

Crescimento fraco na diluicdo 10

Crescimento bom na diluicéio 10

Crescimento fraco na diluicdo 10

O|IN|OO| | DM~ W

Crescimento bom na diluicéio 10

Para os testes em que nao foram avaliados osincezgos das leveduras com
diluicdo, ou seja, a atividade proteinase e a mé&oude sulfureto de hidrogénio, a
classificacéo do crescimento é de 0 para o resuitadativo e 1 para o resultado positivo.

Apoés a atribuicdo desta classificacdo, os respdtddram analisados reoftware
Mev-4 MultiExperiment Viewer 4.7.4, tendo sido tigatos testes estatisticos como a
ANOVA e andlises delustering(clustershierarquicos).

5.4 Caracterizacao metabolémica

Para a caracterizacdo metabolémica foram selatasnauas leveduras de.
cerevisiae existentes no laboratério de gendmica do Biocaoin cas seguintes
caracteristicas: elevada resisténcia ao sulfatmdee, tolerancia a elevadas temperaturas,
baixa producéo de sulfureto de hidrogénio, ativeddtler, elevada tolerancia ao dioxido
de enxofre e fermentacdo rapida (BT2453 e BT2682Juas estirpes comerciais 8e
cerevisiag(QA23 e EC1118).
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5.4.1 Condic¢des de crescimento

As leveduras criopreservadas foram plaqueadas &m YD solido e incubadas a
30°C, durante dois dias. De seguida repicou-seamhdaia isolada do meio, e transferiu-se
para um falcon de 50mL com 10mL de meio YPD liquidara que o crescimento
ocorresse durante a noite, a 30°C, e com agitag@enada de 100rpm. Posteriormente,
inocularam-se 10células (contadas com o TCYOAutomated Cell Counter) de cada
estirpe, transferiu-se essas células para 20mLede de cultura liquido SD (0,69% (m/V)
de YNB sem aminoacidos e 2% (m/V) de glucose) eaml-se a 30°C, num agitador
orbital a 160rpm, durante 25h. Todas as estirpesrfarescidas em triplicados.

A cultura de células foi transferida para uial de 60mL contendo um magnete e
4g de NaCl 99,5%, que foi encapsulado com um sapteflon (PTFE) e uma tampa de
aluminio. Ovial foi colocado a -80°C de modo a parar o crescimeetalar. Como
controlo, realizado em triplicado, utilizou-se 20rde meio SD, também congelado a -
80°C envials de 60mL com magnete e 4g de NaCl 99,5%.

5.4.2 Extracao de metabolitos volateis por microesdcdo em fase solida (HS-SPME)

Os compostos volateis das leveduras foram exgsgdoHS-SPME. Para tal, o vial
contendo as células & cerevisiaéoi submerso num banho a 40,0+0,1°C, durante 15min,
e com agitacdo de 400rpm. Apdés os 15min, introdseiua fibora de SPME
(DVD/CAR/PDMS) no espacgo cabeca durante 45minod®ad a promover a extracdo dos
compostos volateis das leveduras.

Apés os 45min, recolheu-se a fibra para o intedorsuporte e injetou-se no
GCxGC-ToFMS. Este procedimento foi efetuado padaaana das 3 réplicas, incluindo o

controlo.

5.4.3 Andlise por cromatografia bidimensional em fse gasosa acoplada a um

espectrometro de massa por tempo de voo (GCxGC-ToF3)

Apbés o passo de extracdo/concentracdo, a fibraSBEME foi introduzida
manualmente no injetor (250°C) do GCxGC-ToFMS LEE&gasus 4D, onde foi mantida
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durante 3min para desorgéo. O injetor estava edaipam unsplitlesslinear de vidro de
0,75mm de diametro interno (1.D.), sendo que ascigs ocorreram em modplitless
(30s). O sistema LECO Pegasus 4D GCxGC-ToFMS densism cromatégrafo de gas
Agilent GC 7890A, com duas colunas, e com um det#alta velocidade: espectrometro
de massa ToF. A coluna Equity-5 (30mx0,32mm |.Dmd de espessura 0,25um, J&W
Scientific Inc., Folsom, CA, USA) foi usada comdwa de primeira dimenséo, e a DB-
FFAP (0,79mx0,25mm I.D., filme de espessura 0,25)&%y Scientific Inc., Folsom, CA,
USA) foi usada como coluna de segunda dimensdoagddg arraste foi hélio, a uma
velocidade de fluxo constante de 2,50mL/min. O dopnimario estava programado para
uma temperatura inicial de 40°C (1min), aquecenéd@30°C (2min) a 10°C/min. O forno
secundario estava programado para 70°C (1min)caqde até 250°C (3min) a 10°C/min.
A temperatura da linha de transferéncia para o M38d 250°C, e a temperatura da fonte
de MS é de 250°C. O tempo de modulagdo é de 5smpetatura do modulador foi
mantida a 20°C (acima do forno primario). O ToFM$erou a uma taxa de
armazenamento de 125 espectros/s. O espectroneetmasba operou a 70eV, usando um
intervalo de 33-350m/z, e a voltagem do detetod&oil7386V.

Os cromatogramas de ides totais (TIC) foram pssmkss usando o software
ChromaTOF (LECO) de processamento de dados autmmé&bm um ruido de 100. Os
graficos de contorno foram usados para avaliaradidpde geral de separacdo e para a

identificacdo manual dos picos, e possuem um r&ds0.

5.4.4 |dentificagdo dos metabolitos volateis

Os compostos volateis foram identificados atralzgganalise de espectros de massa
e pela sua comparacdo com espectros existentediblastecas de bases de dados
comerciais disponiveis neoftwaredo GCxGC-ToFMSWiley, US National Institute of
Science and TechnologNIST), Mainlib e Replip e com os padrbes existentes no
laboratorio. O critério selecionado para determigar os compostos estavam bem
identificados foi a identificacdo de espectros @s$a e sua comparacao com 0S espectros
das bases de dados; e a comparacdo de indikesatg ou seja, por comparagao entre 0s
indices de retencdo determinados experimentalmerdgueles que estdo descritos na

literatura para a mesma coluna ou semelhante. @sem de retencdo sdo obtidos
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utilizando a série de alcanos-C,. Outro parametro tido em conta na identificacds do
compostos foi a sua comparacdo com padrdes pwisterges no laboratorio.

5.4.5 Analise estatistica dos metabolitos identifidos

Para avaliar as diferencas entre estirpes emalacproducdo dos compostos
volateis produzidos foi realizado uma analise degmnentes principais aplicado as areas
dos compostos identificados por HS-SPME-GCxGC-ToFM& 4 estirpes des.
cerevisiag cada uma com 3 réplicas; e a familia dos compdstpénicos. A normalizacdo
foi feita subtraindo a média e dividindo pelo despadrdo com o objetivo de conseguir

extrair a maior variabilidade.
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6. Resultados e Discussao
6.1 Isolamento e identificacao de leveduras vinicas

Para a identificacdo de leveduras vinicas temassties provenientes de diversas
adegas de diferentess regides vitivinicolas deuBalt (tabela VI) e amostras cuja

fermentacado ocorreu no laboratério do Biocant, pnientes da Bairrada (tabela VII).

Tabela VI — Amostras de finais de fermentacdo proveentes das adegas de Portugal

Regido Vitivinicola de Casta Cdédigo da amostra Nimero de isolados
Portugal
Touriga Nacional DT0106 30
Déo Alfrocheiro DAXx0106 30
Jaen DJ0106 30
Tinta Roriz DrTR0106 30
Douro Touriga Franca DrTF0106 30
Touriga Nacional DrT0106 30
Tinta Roriz AITR0106 30
Alentejo Touriga Nacional AIT0106 30
Trincadeira AITi0106 30
Baga BB1006 30
Bairrada M2 Gomes BM1006 30
Bical BBi1006 30

Tabela VIl — Amostras de fermentacdes decorridas niaboratério provenientes da Bairrada

Regido Vitivinicola de Casta Cdbdigo da amostra Numero de isolados
Portugal
) M2 Gomes BM1219 450
Bairrada
Bical BBi0819 450

Apés 0 esmagamento das uvas, as amostras foramdggsesdiariamente.
Consideramos que os mostos tinham entrado em féag#n quando se registou uma
perda de peso de 2g/L, e a fermentacao foi corzldderminada quando se registou uma
perda de peso de 70g/L. Normalmente, o fim de fetagéio é considerado quando ocorre

uma perda de 100g/L onde existe quase exclusivanemtvedura que realizou toda a
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fermentacdo, no entanto foi escolhido um valor riofe para se encontrar maior
variabilidade de leveduras.

Terminada a fermentacdo, foram isoladas as leasdpresentes no mosto, e
posteriormente foram identificadas molecularmert® total, foram isoladas 1260
leveduras, as quais se analisou 0 gene MET2, dispetd génerdGaccharomyceg\ssim,
em caso de amplificacdo, é possivel identificasaado como pertencente ao género

Saccharomyce#\s amplificacdes de PCR foram analisadas potrefecese (figura 6).

Marcadar 1 2 3 4

025
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4300
2300
1500

1100
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300

Figura 6 — Resultados do PCR para o gene MET2 deigblados de leveduras

Dos 1260 isolados, houve uma amplificacdo positeagene MET2 de 1011
(80%), indicando que estes isolados sédo do gépmeoharomycesstes resultados estao
representados graficamente na figura 7. Os isoladiosgene MET2 nao foi amplificado

serdo analisados fora do ambito deste trabalho.

Saccharomyces

W ndo-Saccharomyces

80

Figura 7 — Representagéo gréafica dos resultados atibs por amplificacdo do gene Met2, em

percentagem

37



Estudo da biodiversidade de estirpes vinicas & cerevisiae

Assim, das 1018accharomyce® importante saber quais sdo do tipoeSevisiae
Para tal recorreu-se a técnica de RFLP com a erde#mestricdo EcoRI. Esta enzima corta
o fragmento obtido pela amplificacdo do gene MER2dois fragmentos mais pequenos.
Quando o tamanho desses dois fragmentos é de 21268pb, significa que estamos na
presenca dé&. cerevisiag24]. A figura 8 demonstra alguns dos resultado8dos por

electroforese apods a restricdo com EcoRI.

Marcadar 1 2 3 4 5 6
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Figura 8 — Resultados da restrigéio do gene MET2 comenzima EcoRI de 6 isolados daccharomyces

Dos 1011 isolados d&accharomyceshouve restricdo do gene MET2 de 883
(88%), indicando que estes isolados pertencem éciesp. cerevisiaeEntdo, dos 1260
isolados, 70% pertencemSa cerevisiadfigura 9). Os isolados onde ndo houve restricdo

do gene MET2 serao analisados fora do ambito dedtalho.

| S. cerevisiae
nao-S. cerevisiae

M ndo-Saccharomyces

Figura 9 — Representacéo grafica dos resultados dastricdo com EcoRI, em percentagem
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Estes resultados estdo de acordo com a bibliagrgibis varios autores
demonstraram que$ cerevisiae a levedura predominante nos finais de fermeatf3:a
11, 48]. Deste modo, o estudo da variabilidade tiE=né importante para saber quais as
leveduras que fermentam os vinhos em regides dispaci

Apos a identificacdo da levedura predominantefimass da fermentacéo procedeu-
se a identificacdo das estirpes existentes naadiesldeS. cerevisiaePara tal, efectuaram-
se testes fenotipicos e metabolomicos de modo er splais as caracteristicas e qual a
influéncia dessas estirpes na qualidade final doovi Os procedimentos foram realizados
em leveduras existentes no laboratorio e isolagear®s anteriores.

6.2 Caracterizacao fenotipica de S. cerevisiae

Para proceder a caracterizacéo fenotipica selagise um total de 1496 leveduras
agrupadas em 313 estirpes de acordo com os sefis ipéerdelta (gendtipo). Estas
estirpes ja existiam no laboratorio, e resultar&@muich processo de isolamento semelhante

ao descrito anteriormente. Na tabela VIl estdoasgntadas as castas das quais surgiram
as diferentes estirpes para analise.

Tabela VIII — Numero de leveduras existentes em cadcasta

Regido Casta Numero de estirpes de leveduras . Ano de
isolamento

Acores Arinto 16 2010
Acores Verdelho 2 2010
Alentejo Trincadeira 20 2010
Alentejo Touriga Nacional 18 2010
Alentejo Tinta Roriz 10 2010
Bairrada Baga 52 2009
Bairrada Baga 10 2010
Bairrada Touriga Nacional 4 2010
Bairrada Tinta Roriz 2 2010
Déo Touriga Nacional 5 2009
Déo Touriga Nacional 10 2010

Déo Alfrocheiro 18 2009

Déao Alfrocheiro 13 2010
Déo Jaen 16 2009
Déo Jaen 13 2010
Douro Touriga Nacional 10 2009
Douro Touriga Nacional 7 2010
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Douro Touriga Franca 12 2009
Douro Touriga Franca 5 2010
Douro Tinta Roriz 10 2009
Douro Tinta Roriz 10 2010
Estremadura Piriquita 3 2010
Estremadura Touriga Nacional 15 2010
Estremadura Tinta Roriz 8 2010
Madeira Malvazia 20 2010
Minho Alvarinho 1 2010
Minho Loureiro 2 2010
7 Regides 13 Castas 313 Estirpes

As 313 estirpes d8. cerevisiaeselecionadas foram entdo sujeitas a 38 testes de

crescimento em triplicado, descritos em seguida.

Nutrientes

Para a fermentagéo, as leveduras, necessitamribs véutrientes, dos quais se
destacam o azoto e o carbono.

Por vezes as leveduras ndo encontram diretamente ao meio, logo tém de
recorrer a diversas vias para a sua obtencdo. rAafanais comum para a obtencao de
azoto é através dos aminoacidos e da amoénia. Nabtdho foram testados meios com o0s
aminoacidos mais utilizados pelas leveduras (ppliarginina e glutamato) nas
concentragbes em que se encontravam no mosto eomeentracdes em excesso, num
meio com sulfato de aménio, e para ambos os casesrificou as leveduras crescem entre

0s graus 5 e 8 (tabela V), representado na figiwra 1
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Figura 10 — Grau de crescimento de diferentes espies de leveduras na presenca de aminoacidos e

fontes de azoto

Apesar da glucose ser o acucar preferencialmeeatebwlizado pel&. cerevisiae
esta também é capaz de fermentar outras hexoses fooes de carbono. De todos os
meios com fontes de carbono testados neste trghadhficou-se um crescimento entre os
graus 5 e 8 em todos, exceto para a maltose etgsda®nde houve leveduras que nao

conseguiram usar nem a galactose nem a maltosefooteade carbono (figura 11).
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Figura 11 — Grau de crescimento de diferentes espies de leveduras na presenca de fontes de carbono
|I6es

Bruins [33] defendeu que o0s metais sdo essenges as leveduras
desempenhando diversas funcdes nos seus processases, no entanto em quantidades
elevadas tornam-se toxicos. O estudo do crescinmgmtieveduras em meios com ides
torna-se importante para verificar qual o seu cotapgento na sua presenca, e deste modo
a possibilidade de distingédo de estirpes.

Neste trabalho verificou-se que na presenca deiocdl56 (50%) leveduras
cresceram até aos graus 5 e 6, e 118 (38%) atgraos 7 e 8. Na presenca de zinco
verifica-se o contrario, isto €, grande parte @asduras (92%) ndo cresciam na presenca
deste ido. Para os iBes cadmio, litio, cobre eosadirificou-se uma grande variagdo no
crescimento. O sodio foi utilizado numa concentwagé 1M (no dobro da osmolaridade
do mosto) provocando uma situacdo de stress nadueas, o que levou a que 27% das

leveduras ndo crescessem na presenca deste iaoo Mo verificou-se que 73 (23%)
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leveduras ndo cresceram na presenca deste; e agiaeho cobre, apenas 69 (22%)
leveduras apresentaram resisténcia maxima a estigéra 12).

cacl, Cuso, Licl
300 300 300
o 2 2
8 250 8 250 2 250
% 200 % 200 8 200
2 150 g 150 § 150
o ° e
5 100 5 100 5 100
E 50 - 1 £ 50+ E s0 -
o c o
0 T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T O T T T T T T T T 1
01234586738 01234586738 01234561738
grau de crescimento grau de crescimento grau de crescimento
ZnCl
cdcl, Nacl
300
,, 300 0 300 2
8 250 2 250 8 250
o= = =
% 200 % 200 % 200
8150 § 150 § 150 +
o o o |
5 100 g 100 g 100
E 50 - S5 50 S5 50 T+
c c c
0 s s sy 0 L T — 0 T T — —

01234561738

grau de crescimento

01234561738

grau de crescimento

0123456738

grau de crescimento

Figura 12 — Grau de crescimento de diferentes espies de leveduras em YPD suplementado com ifes

Drogas

O principal objetivo com o uso de drogas nestbalf®, além da distingdo de
estirpes, € a sua acdo sobre os diferentes alMotares, desencadeando diferentes
respostas fisioldgicas nas leveduras [34]. A paroitima e a cicloheximida atuam a nivel
da sintese proteica, e a 4-nitroquinolina atuavel o DNA (danifica a cadeia de DNA
levando a remocao de nucleétidos), e para os nmos estas drogas as leveduras
cresceram entre 0s graus 5 e 8. A cafeina atuaeh da transducdo de sinais, e neste
verificou-se grande variabilidade na resposta easduras, pois estas tanto cresceram até

ao grau 8 como nao cresceram (grau 0) na presestadioga (figura 13).
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Figura 13 — Grau de crescimento de diferentes espies de leveduras na presenca de drogas

Stresses ambientais

Durante o ano verificam-se grandes oscilacOegsm@dratura: temperaturas baixas
no Inverno, e temperaturas elevadas no Verdo. Agead estdo também sujeitas a
oscilacbes de temperatura pois estas ainda naougossistemas de controlo de
temperatura.

Como a temperatura € um parametro que influencizapacidades fermentativas
das leveduras, é importante que as leveduras possda sO resisténcia a elevadas
temperaturas para que consigam fermentar o vinHflmalbde fermentacédo, mas também
resisténcia a baixas temperaturas pois, por vestas sdo utilizadas para aumentar as
propriedades organoléticas do produto final [2].siks como os fatores bidticos e
abidticos sdo determinantes na qualidade final oy neste trabalho estudou-se a
influéncia dostressoxidativo e o efeito das variagcdes de temperatura.

Para verificar a resposta atvessoxidativo foi adicionado ao meio YPD 7mM de

peréxido de hidrogénio. Neste meio verificou-se @86 (59%) leveduras cresceram até
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aos graus 7 e 8. A temperatura de 30°C, tod& asrevisiaestudadas neste trabalho

cresceram até aos graus 7 e 8, tal como espersioguie € a sua temperatura 6tima de

atuacdo. A 12°C verificou-se que 206 (66%) dasdeerses cresceram até aos graus 7 e 8 e

que as restantes cresceram até aos graus 5 e 6mPar 42°C verificou-se uma maior

variacdo nos graus de crescimento, sendo que 184)(veduras ndo cresceram a esta

temperatura (figura 14).
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Figura 14 — Grau de crescimento de diferentes esties de leveduras a diferentes temperaturas e na

presenca de peroxido de hidrogénio

Parametros biotecnoldgicos

Os parametros biotecnoldgicos escolhidos nestmltra foram a tolerancia ao
etanol, tolerancia ao diéxido de enxofre, produgéculfureto de hidrogénio e atividade

proteinase, representados em seguida (figura 15).
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Figura 15 — Grau de crescimento de diferentes espies de leveduras na sua producéo de sulfureto de

hidrogénio, atividade proteinase, tolerancia ao diido de enxofre e na presenca de etanol

Visto que durante o processo fermentativo exieagla quantidade de etanol no
mosto [19] e que as leveduras sdo as grandes pradueste composto, neste trabalho
estudou-se o crescimento das leveduras num meidl2oan15% de etanol. Com 12 % de
etanol verificou-se que 286 (92%) leveduras cresoantre os graus 5 e 8, e com 15% de
etanol verificou-se que apenas 19% das leveduiagiram o0s graus superiores de
crescimento.

O diéxido de enxofre € um agente antimicrobiaramoxidante que é adicionado
ao mosto em varias fases do processo de fermentagia importancia do seu estudo.
Deste modo, é importante que as leveduras posslarartcia a este composto, ou seja, as
leveduras deveriam crescer até ao ultimo grau.doeda com a figura 15 verificou-se que
165 (53%) leveduras cresceram até aos graus 7eel87 (44%) até aos graus 5 e 6.

Strauss [36] defendeu que as leveduras podem Ziraelwzimas importantes, tais
como pectinase, protease, glucangs@lucosidase, celulase, xilanase e amilase, que
podem vir a ser utilizadas na producao de vinhstdNwabalho foi analisada a capacidade
que aS. cerevisiagpossui na producdo de atividade proteinase, teadeerificado que

nenhuma das leveduras apresentou esta capacidddereBultado esta de acordo com o
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esperado, pois segundo Esteve-Zarzoso [63. aerevisiaendo produz quantidades
significativas de enzimas extracelulares.

Relativamente a producdo de sulfureto de hidragésegundo os resultados
obtidos apenas 9% das estirpes ndo produziram cestgosto. Este, sulfureto de
hidrogénio, é responsavel pelos odores desagraddweevinho, nomeadamente o odor a
ovos podres [64], sendo produzido pelas levedusaild aos niveis de enxofre existentes

nas uvas e aos tratamentos efetuados nas vinhas.

Integracéo dos dados de fenotipagem

Com os resultados obtidos na caracterizacdo feoatioi efetuado uncluster
hierarquico de todas as leveduras (através do aativev-4) agrupadas com base no seu
perfil fenotipico, tendo-se verificado um elevadonero de grupos. Este, corresponde ao
resultado esperado visto que inicialmente o caté&te selecdo dessas estirpes foi a
diversidade genética e a diversidade de regidesdiZiRa-se também uma ANOVA a todas
as estirpes onde se verificou que 292 (93%) lewsdapresentavam um comportamento
estatisticamente significativgp€0,01), ou seja, nas 313 estirpes existem 292 ifmwt
diferentes. A partir desses dados foram utilizadss critérios de sele¢do, mais
comummente utilizados em leveduras, para detern@gaelas que possuiam potencial
enoldgico, como: tolerancia a etanol; tolerancidiveersas temperaturas; resisténcia ao
cobre; tolerancia ao didxido de enxofre e baixalpgdo de sulfitos. Tais leveduras estédo

representadas na figura seguinte (figura 16).

e==wA[T101 64

e==»BB502 73
BB601 84

e==w»DrTR102 89

Figura 16 — Leveduras com potencial enologico e ssiaaracteristicas fenotipicas
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Considerando as condi¢des que sao utilizadas eedsetle leveduras vinicas, isto
€, resisténcia ao cobre, resisténcia ao dioxiderdefre, a ndo producdo de sulfureto de
hidrogénio, tolerancia a elevadas e baixas tempasae resisténcia ao etanol, foi possivel
encontrar quatro leveduras com potencial enologht®101 64, BB502 73, BB601 84 e
DrTR102 89 provenientes de trés regides vitivirdsalle Portugal — Alentejo, Bairrada e
Douro.

Assim, tal como em outros estudos, verificou-se gunétodo de fenotipagem é
importante pois permite pré-selecionar as levedooas as caracteristicas desejadas para
inocular no vinho. Esteve-Zarzoso [63] no seu tfab@studou a fermentacédo natural da
area de “El Penedés” (Espanha) para isolar e eakmtias estirpes que levavam a
fermentacdo até ao fim. Para tal, analisou a floieobiana presente nas fermentacfes
naturais dos vinhos produzidos por 5 variedadesudas, tendo realizado uma
caracterizagdo molecular das leveduras do gésaccharomycese testado Varios
parametros enoldgicos (composicdo volatil; acUcaessduais; dioxido de enxofre;
sulfureto de hidrogénio; grau alcoolico, entre osiir Neste trabalho, Esteve-Zarzoso
verificou uma grande diferenca fenotipica entrarpest de leveduras, podendo essa
diferenca ser utilizada para selecionar estirpesideesse para fermentar os vinhos. As
caracteristicas mais interessantes que Estevestargncontrou foram: resisténcia ao
cobre, resisténcia ao dioxido de enxofre, baixadycéo de sulfureto de hidrogénio,
tolerancia a elevadas temperaturas e producdordpostos volateis de interesse (ésteres,
terpenos, alcoois e acidos).

Noutro estudo, Camarasa [18] investigou a adaptalp 72 leveduras a varias
condi¢cdes de fermentagcdo com o intuito de gerabtifgms especificos. Os resultados
obtidos sugerem que §&. cerevisiaeemprega diversas estratégias metabolicas para
enfrentar as restricbes ambientais, e que as stigges podem ser distinguidas com base
em caracteristicas especificas como a presengglidaras no meio, a producéo de acetato,
entre outros. Deste modo, Camarasa conclui quelagio das caracteristicas fenotipicas
das leveduras é impulsionada pelas restricdes ataisiee /ou pela selecdo humana.

Apos a fenotipagem efectuou-se o estudo do exaboktma das leveduras, isto €,
0 estudo dos metabolitos que séo libertados PetaerevisiaeMuitos destes metabolitos
sdo volateis e alguns deles sdo responsaveis pwttaado vinho, tendo impacto na sua

qualidade final.
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6.3 Caracterizacao metabolomica de S. cerevisiae

Neste trabalho, a caracterizacdo metabolomicaefieiuada em duas leveduras
provenientes da Bairrada, com caracteristicas elea@a resisténcia ao sulfato de cobre,
tolerancia a elevadas temperaturas, baixa proddedsulfureto de hidrogénio, atividade
killer, elevada tolerancia ao dioxido de enxofre e fetago rapida: BT2453 e BT2652; e
em duas leveduras comerciais muito utilizadas madetacao de vinhos: QA23 e EC1118.

Na figura seguinte (figura 17) esta representadwomatograma estruturado da

estirpe comercial d8. cerevisia&C1118.

Acidos
Alcoois
Aldeidos
Cetonas
- Esteres
—— Hidrocarboneto

©
M)
A

3.16

22 dimens3o (s)
2.16

12 dimensao (s)

Figura 17 - Cromatograma de GCxGC-ToFMS da estirpd=C1118, onde esta representada a

localizacéo das familias dos acidos, alcoois, alde$, cetonas, ésteres hidrocarbonetos e terpenos

A figura 17 representa um cromatograma obtidovagalo GCxGC para a estirpe
EC1118, onde estédo representadas as familias thdaesi dos compostos identificados:
acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, lidvooetos e terpenos. Verifica-se que h&a
uma dispersado dos varios metabolitos ao longo ideepa dimenséo de acordo com a sua
volatilidade e ao longo da segunda dimensédo dedlacaym a sua polaridade. Assim, os
compostos estruturalmente relacionados, i.e. danaéamilia quimica, ocupam o mesmo
espaco cromatografico. Por exemplo, os acidos api@® os tempos de retencdo mais
elevados da segunda dimensao, pois sdo muito poRwoe outro lado, os hidrocarbonetos
apresentam 0s menores tempos de retencdo da sedgumelasdo pois Sdo compostos
apolares. Esta caracteristica Unica da estruturdgdoromatograma € particularmente

importante para a analise de matrizes complexaso @ caso em estudo, pois € auxiliar
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fundamental na tentativa de identificacdo de comgspsnesmo nos casos em que nao

existem padrdes disponiveis.

22 dimensao (s)

©
<~

EC1118

1.16 2.16 3.16 416 6 1.16 2.16 3.16

4.16 6

BT2453

1.16 2.16 3.16

4.16 16

BT2652

1.16 2.16 3.16

0.16

12 dimensdo (s)

Figura 18 - Cromatograma de GCxGC das estirpes BT58, BT2652, EC1118 e QA23

Na figura 18 encontram-se os cromatogramas obpdos as 4 estirpes. Cada um

destes cromatogramas funciona como uma impresgfitaldda amostra. Uma breve

andlise visual permite realcar que hd um padréoagloomum a todas as estirpes, e uma

analise mais detalhada permite inferir que a est®p2453 € aquela que produz um maior

namero de compostos e em maior quantidade. Pay [adto, a estirpe QA23 é aquela que

produz menor nimero de compostos.

O processamento destes cromatogramas permitangfidacado de 218 metabolitos

cujos resultados estdo reportados na tabela AlrexoaEsta tabela inclui também as

areas cromatograficas obtidas para as diferentiegesse parametros cromatograficos que

permitiram confirmar a identificacdo dos metabalito
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Uma forma simplificada de exposicao dos resultatiosabela Al € apresentada na
figura 19. Os compostos estdo organizados por irguimicas e observa-se uma grande
variabilidade entre as 4 estirpes estudadas, cooeca® dos acidos, aldeidos e
hidrocarbonetos. A estirpe BT2453 apresenta-sam@stiferente das restantes e exibe um
maior numero de compostos, tal como confirmadaguad 20. O nimero de metabolitos
identificados por estirpe variou entre 155 e 2Hhde que a estirpe BT2453 foi a que

apresentou um maior nimero de compostos.
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Figura 20 — Area total de compostos e indicacéo dmimero total de compostos determinados para

cada estirpe

Para confirmar a identificacdo dos compostos ioldis pelas quatro estirpes Se
cerevisiae estudadas neste trabalho (tabela X), comparou-sedme de retencao
determinado experimentalmente com o indice de g¢étenda literatura para cada
composto. Compararam-se também os espectros da piafdos experimentalmente com
0S que constam nas bases de dados do GCxGC, eandas padrbes existentes no
laboratorio.

Identificaram-se no total 11 4cidos nas estirpe$.dcerevisiaeestudadas, sendo
gue 7 deles se encontraram em todas as estirpeégidds octandico e iso-valérico foram
0S maioritarios, sendo conhecidos pelo seu aromainagre, dai influenciarem
negativamente o perfil sensorial dos vinhos [65F Astirpes BT2453 e BT2653
produziram todos os acidos identificados.
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Em relacdo aos alcoois, foram identificados 6bdknas 4 estirpes, sendo que 16
deles foram produzidos por todas as estirpes. dralocja foi referido anteriormente, 0s
alcoois derivam dos aminoéacidos (via de Ehrlichogise, biossintese de esterois (figura
2). Os alcoois com 6 carbonos sdo aqueles quereomfiem aroma herbaceo aos vinhos,
sendo que nestas estirpes foram produzidos em pasjgeantidades. As estirpes BT2453
e EC1118 foram as que produziram mais alcoois, somotal de 40 identificados em
cada uma.

Os aldeidos sdo compostos que derivam da desdagdmx dos acidos, e que
posteriormente vao originar alcoois (figura 2). tdefrabalho foram identificados 10
aldeidos, sendo que 4 deles sdo comuns as 4 sestigf®. cerevisiagno entanto sao
produzidos em baixas quantidades. A estirpe BT2#b3aquela que produziu mais
aldeidos.

As cetonas sao resultantes da oxidacao direta@ldosis e acidos correspondentes
[66]. Identificaram-se no total 49 cetonas, sende 82 delas sdo comuns as 4 estirpes.
Mais uma vez, a estirpe BT2453 foi aquela que prindonais cetonas.

Os compostos terpénicos sdo conhecidos por seespomrsaveis pelo carater
varietal dos vinhos, e neste estudo foram ideatifis 18 terpenos diferentes, sendo que 9
deles sdo comuns as 4 estirpes. Destes, o lir@l@lgliele que foi produzido em maior
quantidade por todas as estirpes, devendo serdda dtencdo especial pois é um
monoterpenol que realca as caracteristicas flerfigtadas dos vinhos, apenas em baixas
concentracdes [67]. A estirpe BT2453 foi aquela ppaeluziu mais compostos terpénicos,
e a que produziu linalol em maior quantidade.

Identificaram-se no total 56 ésteres neste trababndo que 18 deles sdo comuns
as 4 estirpes. Os ésteres derivam do metabolissm@ados gordos e da glicélise (figura
2). O acetato de etilo € o componente mais imptartda volatilidade dos vinhos [39] e &
sintetizado pelas acetiltransferases S$lacerevisiae melhorando os aromas florais e
frutados dos vinhos [45]. Mais uma vez, a estirg@453 foi aquela que produziu mais
ésteres.

Neste estudo foram identificados 27 hidrocarbaetendo que 8 deles sdo comuns
as 4 estirpes. A origem dos hidrocarbonetos deyprsgavelmente, do ar do laboratdério,
do branco e do método de preparacdo da amostraq4&tirpe QA23 foi aquela onde se
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identificaram mais hidrocarbonetos, e a estirpe 45B2 foi a que produziu menos
hidrocarbonetos.

Observando a tabela X e o heatmap da figura 19dssivel concluir que as
familias dos alcoois e dos ésteres sao as familigritarias, tal como nos vinhos, e que
existe variabilidade na producdo de metabolitosynasro estirpes estudadas.

A analise de componentes principais foi usada paradar as maiores fontes de
variabilidade das estirpes. A figura 21A representgrafico das duas componentes
principais das 4 estirpes & cerevisia@studadas: BT2453, BT2652, EC1118 e QA23, e
explica 95% de variabilidade.Na figura 21B estmesentadas as contribui¢coes fatoriais
das familias de compostos para essas estirpes.10eRtlica 86% de variabilidade: no
eixo positivo encontra-se isolada a estirpe BT2488cterizada pelas familias dos acidos,
alcoois e terpenos; e no eixo negativo encontraassstirpes BT2652, EC1118 e QA23.
O PC2 explica 9% de variabilidade: no eixo negagimoontra-se isolada a estirpe EC1118,
caracterizada pelas familias dos &lcoois e ésté&teseixo positivo encontram-se as

restantes estirpes.
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Figura 21 — Gréfico de PCA das familias de composialas estirpes d&. cerevisiae estudadas. A)

Distin¢cdo entre as 4 estirpes. B) Contribuicbes fatiais

Carrau [68] demonstrou pela primeira vez a produdé monoterpenos pela
leveduraS. cerevisiaeEstes compostos sao biosintetizados a particetl-aoenzima A,
0S que mais contribuem para o aroma do vinho (gerse um aroma floral e moscatel)
sdo os seus derivados monoterpendis, como o limalgeraniol, o nerol e o citronelol.
Assim, como os terpenos sdo responsaveis peloeca@tietal dos vinhos, foi efetuada
uma andlise a esta familia. Na tabela IX estdoesgmtados 0os compostos terpénicos

identificados neste trabalho e 0 seu respetivo arom
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Tabela IX — Compostos terpénicos identificados e spetivos aromas

Composto terpénico Aroma caracteristict’
a-Mirceno Doce, frutado, limdo
a-Terpineno Frutado, limao
Limoneno Citrico, laranja
B-Ocimeno Citrico
Dihidromircenol Citrico, lima
y-Terpineno Citrico, frutado, doce
Tetrahidromircenol Citrico, lima, floral
a-Terpinoleno Frutado, doce
Linalol Moscatel, doce, frutado, floral, liméo
a-Terpineol Péssego, frutado, floral, anis
Nerol Floral, rosas, citrico, marinho
Iso-geraniol Floral
Geraniol Rosas, floral, frutado, citrico
Citral Citrico, limao
B-Farneseno Frutado, citrico
a-Bergamoteno Arborizado
a-Farneseno Arborizado
Nerolidol Floral

) De acordo com [69]

Observando a tabela X e a figura 19 foi possiifigar que a familia dos
compostos terpénicos apresenta variabilidade esgtiepes, e que 9 dos metabolitos
produzidos sdo comuns as 4 estirpesiirceno, limonenof3-ocimeno, tetrahidromircenol,
linalol, a-terpineol. geraniolB-farneseno e nerolidol. Estes dados sugerem qes dst
metabolitos sdo caracteristicos SlacerevisiaePor outro lado, os compostegerpineno,
y-terpineno, iso-geraniol @bergamoteno sao produzidos apenas pela estirpé53T»u

seja., sdo caracteristicos desta estirp®. derevisiae.

Mais uma vez foi efetuada uma andlise de compesgrincipais para estudar as
maiores fontes de variabilidade das estirpes eacdel a sua producdo de compostos
terpénicos.

A figura 22A representa o grafico das duas compiseprincipais das 4 estirpes
de S. cerevisiaeestudadas: BT2453, BT2652, EC1118 e QA23, e explit% de
variabilidade. A figura 22B representa as contgbas fatoriais dos compostos terpénicos
para essas estirpes. O PC1 explica 96% de vadatddi no eixo positivo encontra-se
isolada a estirpe BT2453, caracterizada pelo linageraniol e iso-geraniol. No eixo
negativo encontram-se as estirpes BT2652, EC111{AR23. O PC2 explica 3% de

56



Estudo da biodiversidade de estirpes vinicas & cerevisiae

variabilidade. No eixo positivo encontra-se isaladestirpe BT2652, caracterizada pelo

terpinoleno, geraniol e nerolidol, no eixo negavontram-se as restantes estirpes.
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Figura 22 — Grafico de PCA dos compostos terpénicags estirpes deS. cerevisiae estudadas. A)

Distingéo entre as 4 estirpes. B) Contribuicdes fatiais

Deste modo, a caracterizagdo metabolomica dasllea® € importante pois
permite estudar as propriedades sensoriais dasuease onde cada uma delas contribui de
forma individual para o aroma final do vinho.

Callejon [70] estudou 5 estirpes 8e cerevisiaee determinou a sua composi¢ao
volatil e caracteristicas organoléticas atravésadaise sensorial (QDA; GC-FID para
compostos em grandes concentragdes; e HSSE-GC-M®®aompostos mais pequenos).
Neste estudo quantificou 51 compostos volateis réiog que as concentracfes com
influéncia mais significante no aroma sao influadeis pela estirpe de levedura, sendo esta

a responsavel pelo perfil volatil do vinho. Nestbalho, Callejon demonstrou ainda que
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as leveduras autéctones produzem vinhos com elsvguiidades organoléticas, e que
estas deveriam ser utilizadas em vez das levedorasrciais, aumentando deste modo a
biodiversidade. As estirpes de leveduras autdctdeasostraram também ser capazes de
produzir vinhos com diferentes perfis volateis,dgeque alguns deles sé&o bastante ricos
em alcoois, ésteres frutados e acetatos.

Assim, em trabalhos futuros, esta abordagem mktgida € uma boa forma de se
analisarem as leveduras selecionadas para verifigar serd a contribuicdo dos seus

compostos no perfil de aroma dos vinhos.
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7. Conclusao

Neste trabalho foram recolhidas leveduras de mai#o4 regides vitivinicolas de
Portugal, nomeadamente, Alentejo, Bairrada, Dourldde. Apds a sua caracterizacao
molecular foi possivel concluir queSa cerevisa@ a espécie de leveduras predominante
no final da fermentacdo de mostos vinicos dos 1sfidos de leveduras estudados, 70%
eramS. cerevisiae

Foi efetuada uma caracterizacdo fenotipica a 8tipes deS. cerevisiaexistentes
na colecéo do laboratério do Biocant, cujas difeasrse situam nos seus perfis interdelta,
Ou seja, no seu genotipo. Esta caracterizacac#édbizada entdo em larga escala, onde se
testou a sensibilidade de crescimento dessas esstEgm meios suplementados com
nutrientes, ides metalicos, drogas, stresses ataisiesm parametros biotecnolégicos, num
total de 38 condic¢des distintas. Daqui, foi podsiegificar um elevado niumero de grupos
hierarquicos, concluindo-se que existe variabild&enotipica entre estirpes. Foi ainda
possivel selecionar 4 estirpes 8e cerevisiag(AIT101 64, BB502 73, BB601 84 e
DrTR102 89) com potencial enoldgico devido as stemcteristicas de resisténcia ao
cobre, tolerancia ao dioxido de enxofre, toleraaciatanol, resisténcia a baixas e elevadas
temperaturas, e a ndo producéao de sulfureto dedédio.

Neste estudo realizou-se ainda uma caracterizag&abolémica de 2 estirpes
comerciais (EC1118 e QA23) e de 2 estirpes endégagadairrada (BT2453 e BT2652)
com caracteristicas de elevada resisténcia aotsuifa cobre, tolerancia a elevadas
temperaturas, baixa producdo de sulfureto de héhiog atividadekiller, elevada
tolerancia ao dioxido de enxofre e fermentacdodepEsta caracterizacdo do exo-
metaboloma d&. cerevisiagoermitiu distinguir as estirpes através da andaisge seus
metabolitos produzidos, sendo possivel concluirajastirpe BT2453 é aquela que produz
mais compostos volateis (218 identificados) disidbs por 15 familias quimicas: acetais,
acidos, élcoois, aldeidos, cetonas, compostos daitacompostos terpénicos, ésteres,
éteres, furanos, hidrocarbonetos, nitrilos, piratiés e outras.

Deste modo, é possivel concluir que diferentagestgeram diferentes vinhos.

60



Estudo da biodiversidade de estirpes vinicas & cerevisiae

Trabalho futuro
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8. Trabalho futuro

O estudo das caracteristicas fenotipicas dagestiueS. cerevisiaeabordadas
neste trabalho permitiu observar que existem mudifasencas entre elas. Tal como ja foi
referido anteriormente, a comunidade microbiologiea uvas e as suas caracteristicas
depende de vérios fatores, como o clima, o solocaizacdo da vinha, os tratamentos
efetuados as vinhas, entre outros. Deste modoa senportante o estudo do
comportamento das leveduras na presenca de todiomgisidas e pesticidas utilizados
durante todo o ano no tratamento das vinhas pathomeompreender a resisténcia
(adquirida ou n&o) das leveduras a estes. Nao meapastante, seria efectuar o estudo da
da quantidade de enxofre existente nas vinhas eaaredacdo com a quantidade de
sulfureto de hidrogénio produzido pelas levedums ltomo o estudo dos solos e clima
durante o ano e na altura de recolha das uvasmlzasy Neste trabalho foi ainda
estudada a producdo de compostos volateiS.deerevisiasna fase estacionaria do seu
crescimento, logo, para melhor compreensdo destduea poderia ser efetuado um
estudo do exo-metaboloma das leveduras durantasviases do seu crescimento para
verificar se existem ou nao alteracdes na proddgd&cseus compostos volateis. Estas, sdo

sugestdes de trabalhos que poderiam ser deserm®ivadfuturo.
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Tabela A1 — Compostos volateis identificados por HSPME-GCxGC-ToFMS nas estirpes dé&. cerevisiae estudadas

BT2453 BT2652 EC1118 QA23
Média da area com n=3 (x1%) e RS (%) Id.
RO RI RI ; ; ; ; p!
(sf (s) Nome calé lit® Area RSD Area RSD Area RSD Area RSD
Acetais 145 0,432 1,1-Dietoxi-etano 711 729 13,3 20 16,4 1113,0 35 10,0 17
145 0,456 2,4,5-Trimetil-1,3-dioxolano 711 739 22,6 35 30,4 9 16,6 25 13,1 3
290 0,728 2,2,3-Trimetil-oxetano 917 - 2,2 18 - - - - - -
Area total 38,1 28 46,8 4 29,6 27 23,1 8
N° total 3 2 2 2
Acidos 100 3,336 Acido acético 636 641  639,3 32 6310 22501 6 4084 8 [44]
135 4,344 Acido propandico 699 693 11,7 13 9,0 17,1 3 6 - -
170 3,904 Acido 2-metil-propandico 768 793 122,8 1184,3 15 59,3 8 449 15
190 4,640 Acido butanéico 805 834 81,7 4 40,2 8 940,18 28,6 8
235 4,056 Acido iso-valérico 858 876  113,6 18 75,97 59,3 12 40,8 11 [45]
245 3,776 Acido 2-metil-butancico 869 884 62,7 26 33 6 28,2 12 25,0 15
365 3,648 Acido hexanoico 999 1019 3794 13 90,7 8946 19 1835 13 [45]
545 2,616 Acido octanéico 1197 1179 2149,2 6 141420 1417,6 17 1316,2 12 [45]
615 2,448 Acido nonandico 1279 1280 93,6 161 3,9 49 - - - -
695 2,184 Acido decanotico 1378 1380 974,6 17 500,8 7365 14 6333 18 [45]
695 2,616 Acido 9-decendico 1378 1389 139,1 12 3120,65 - - - -
Area total 47678 4 3023,4 10 25545 15 2680,7 6
Ne total 11 11 9 8
Alcoois 85 0,648 1-Propanol 591 595 32,9 12 34,5 9 25,1 124,1 16 [39]
105 0,568 2-Metil-2-butanol 631 631 18,7 67 23,6 1313,8 50 14,9 25
105 0,688 2-Metil-1-propanol 621 647  118,8 25 88,410 124,1 11 1561 11 [44]
130 0,696 3-Metil-2-butanol 681 700 - - 0,4 19 0,513 - -
145 0,640 2-Metil-2-pentanol 721 724 4,7 82 3,6 133,5 8 2,6 16
150 0,944 3-Metil-1-butanol 722 727 355,5 20 326,m6 3832 22 3368 23 [45]
155 0,864 2-Metil-1-butanol 732 736 - - - - 165,8 7169,3 5 [39]
165 0,720 4-Metil-2-pentanol 751 758 0,8 15 0,6 140,9 15 0.8 19
175 0,912 1-Pentanol 772 766 4,0 10 - - - - - -
180 1,184 3-Metil-2-buten-1-ol 782 763 1,7 35 - - - - - -
185 0,632 2,4-Dimetil-2-pentanol 791 - 1,2 33 16 4 2 11 26 1,2 2
220 0,672 2-Metil-2-hexanol 836 822 1,0 24 0,9 18 80 22 0.8 21
225 0,416 5-Metil-2-hexanol 842 - 20,4 15 - - - - - -
225 0,904 2-Metil-1-pentanol 842 843 5,6 7 - - 29 3 2,8 3
230 0,416 3-Metil-2-hexanol 848 849 - - - 1,3 17 - -
260 0,944 1-Hexanol 883 884 1,0 5 0,8 58 - - - - 4]1[4
280 0,792 2-Heptanol 906 900 0,7 25 - - 0.9 9 100 1
305 0,664 4-Metil-4-heptanol 932 - 53 29 4,5 11 84, 9 45 22
305 0,680 2-Metil-2-heptanol 932 - 6,3 31 4.4 12 54, 18 4,6 20
330 0,768 6-Metil-2-heptanol 959 950 45,4 22 39,19 1342 5 31,5 6
340 0,728 4-Etil-3-hexanol 969 - - - - - - - 2,8 24
350 0,656 2,3-Dimetil-2-hexanol 980 - 62,3 16 56,816 63,1 6 62,1 6
350 0,928 1-Heptanol 975 969 30,0 42 37,1 9 7,4 1345 8
355 0,624 3-Etil-2-metil-3-pentanol 985 - 6,6 20 45, 16 6,2 7 59 13
360 0,760 2-Metil-2-octen-4-ol 990 - 3,6 22 - - 2,9 19 5,7 10
365 0,656 2,6-Dimetil-2-heptanol 995 1023 2,7 44 - - 3,0 15 - -
365 0,688 1-Ciclopentil-1-propanol 995 - - - - - 91, 8 - -
380 0,728 3-Metil-2-heptanol 1011 - 7,6 10 7,8 15 6 6 10 6,3 17
390 0,424 4-Metil-1-heptanol 1022 - - - 3,6 19 259 3,8 26
395 0,656 4-Metil-4-octanol 1027 - 5,7 25 4,3 20 45, 4 5,0 8
395 0,688 4,5-Dimetil-3-heptanol 1027 - - - - - 43 7 33 49
400 0,624 2-Metil-2-octanol 1032 1033 7,7 11 8.3 156,5 20 6,3 11
400 0,872 2-Etil-1-hexanol 1033 1029 82,9 20 62,39 1605 2 55,2 12
410 0,632 3-Etil-5-metil-1-heptin-3-ol 1043 - - - - - 53 26 - -
430 1,800 2,5-Dimetil-2,5-hexanediol 1065 - 6,6 3211 59 4,0 16 - -
445 0,888 1-Octanol 1075 1076 8,7 18 111 15 - - - - [45]
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Alcoois
aromaticos
Area total
N° total
Aldeidos

Aldeidos
aromaticos

Area total

Ne° total
Cetona ciclica
Cetonas

450
455
460
460
465
465
480
485
495
525
540
545
555
565
620
650
450
480

85
110
115
425
605
335
410
410
565
615

270
90
95

125

125

140

150

185

190

195

220

230

230

240

240

270

280

305

305

315

320

330

345

350

355

360

400

405

410

430

440

450

455

475
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0,632
0,840
0,640
0,896
0,768
1,008
0,640
0,648
0,616
0,616
0,648
0,832
0,680
0,616
0,832
0,440
1,600
2,272

0,408
0,464
0,456
0,736
0,728
1,288
1,344
1,528
1,208
1,312

0,808
0,552
0,448
0,504
0,624
1,232
0,512
0,576
0,648
1,216
0,616
0,568
1,120
0,584
0,640
0,600
0,552
0,560
1,368
0,584
1,040
0,472
0,568
0,520
0,544
0,664
0,608
0,592
0,704
0,696
0,576
0,584
0,624
0,752

2,4-Dimetil-3-hexanol
2,4-Dimetil-1-heptanol
3,7-Dimetil-3-octanol
2,3,4-Trimetil-5-hexen-3-ol
2-Nonanol
2-Nonen-1-ol
5-Metil-5-nonanol
4-Metil-4-nonanol
2-Metil-2-decanol
3,4-Dietil-3-hexanol
2,6-dimetil-2-octanol
1-Nonanol

2-Decanol

3-Decanol

1-Decanol
2-Butil-1-octanol
2-Fenilisopropanol
2-Feniletanol

Butanal

3-Metil-butanal
2-Metil-butanal
2-Octenal

2-Decenal

Benzaldeido
2-Fenilacetaldeido
2-Hidroxi-benzaldeido
3,5-Dimetil-benzaldeido
2-Fenil-2-butenal

Ciclohexanona
2,3-Butanediona
2-Butanona
2-Pentanona
2,3-Pentanediona
3-Hidroxi-2-butanona
4-Metil-2-pentanona
2-Hexanona
4-Metil-3-penten-2-ona
3-Hidroxi-2-pentanona
2,3-heptanediona
4-Metil-2-hexanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
5-Metil-2-hexanona
4-Hidroxi-3-hexanona
2-Heptanona
3,4-Dimetil-2-hexanona
6-Metil-2-heptanona
2,5-Hexanediona
4-Metil-2-heptanona
2,5-Dimetil-3-hexanona
2,3-Octanediona
4-Octanona
2,4-Dimetil-3-heptanona
4-Metil-3-octanona
4-Metil-3-hepten-2-ona
2-Metil-2-octen-4-ona
4,6-Dimetil-2-heptanona
3,3,6-Trimetil-1,5-heptadien-4-ona
5-Nonen-2-ona
5-Nonanona
3,5-Dimetil-2-octanona
2-Nonanona
2,6-Dimetil-2,5-heptadien-4-ona

1085 - 2,8 40 2,2 517 5 2,5 5
1090 - - - - - a8, 14 46,1 25
1095 1130 15 47 - - - - - -
1090 - - - 38, 12 - - - -
1101 1110 2,2 9 - - 2,0 14 1,76
1101 1120 14,3 22 - - - - - -
1118 - - - 2,1 17 - - - -
1124 - 19,8 19 12,8 1511,7 7 10,2 10
1136 - - - - - 7,0 20 - -
1171 - 70,2 8 679 5 1 553 19 61,0 12
1189 - - - 7,2 12 55 9 4,6 12
1195 1171 - - 30,1 21 - - - -
1207 1209 31,6 14 23,2 12 39,41 14,7 16
1218 1197 61,2 21 49,3 32 - -305 17
1283 1272 19,6 16 - - - - - -
1319 1277 4,1 21 - - - - - -
1086 1102 - - - - 1,213 - -
1121 1122 7854 20 304,0 1885,2 2 4523 10
1866,4 16 12350 5 16751 6 15580 3
39 33 40 34
591 596 13,8 85 - - 21,7 18 1780 2
641 654 66,5 33 65,2 29 447 19 56,8 27
651 662 39,2 46 31,7 34374 5 40,4 12
1059 1056 - - 26,0 4 7,0 9 8,183
1266 1252 16,0 12 - - - - - -
965 961 99,1 62 16,5 19 72,20 34,5 15
1044 1049 1125 51 232,10 76,1 12 52,8 4
1044 1041 0,8 53 - - - - - -
1219 - 65,5 15 - - - - 12,7 16
1278 1273 1,7 37 - - - - - -
415,0 36 1716 17 2949 12 2232 7
9 5 6 7
895 895 4,1 21 3,1 12 3,6 84,0 17
601 595 - - - - 2,9 12 -
611 601 - - - - 5,6 13 5,0 3
671 685 10,4 44 9,5 22 10,44 19,7 12
671 696 - - 14 54 3,15 133 45
702 710 54,3 77 33,472 52,9 17 52,4 46
721 733 15,0 25 13,20 12,6 11 12,7 14
791 789 3,9 26 - - 3,7 12 3,88
801 801 8,2 63 - - 37 12 3,7 9
807 803 1.3 45 4,915 14 23 11 17
836 - - - 0,7 15 0,7 15 - -
848 846 31 48 2,6 162,9 10 2,9 8
848 839 2,5135 - - - - - -
860 862 6,8 30 55 16 - - - -
860 846 6,9 39 586 158 19 6,1 4
895 888 30,7 37 24,6 52 49,20 47,0 20
906 - 2,4 31 18 6 3 20 17 2,0 14
932 932 - - 78,4 19369 9 91,7 7
933 933 6,5 29 2,9 18 2,60 2,6 18
943 936  151,0 15 a54,9 156,0 10 150,0 9
948 - - - 2,2 70 - - - -
958 980 - - 13 12 11 131,0 18
974 974 2,4 19 1.6 14 - - 1,620
979 - - - - - 328 19 25
985 - 4,9 32 4,8 20 56, 32 4,8 10
990 - 7,0 17 - - 66 12 54 15
1032 - 2,8 13 2,6 824 2 2,3 3
1038 1045 14,9 2612,8 16 12,6 20 12,7 9
1043062 5,4 30 3,7 6 4,0 15 3,9 19
1064 - 8,7 30 7,0 15 6,3 14,6 1
1074 1073 6,0 34 3,4 36 - -1 5,19
1085 - 1.2 24 108 1,0 11 0,8 14
1090 1091 394 35 30,3 21 61,9 45,4 14
1113 - ,575 13 63,9 7 60,8 10 56,8 11
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Cetonas
aromaticas

Area total
Ne° total

Compostos
azotados

Area total
Ne° total

Compostos
terpénicos

Area total
Ne total
Esteres
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480
540
580
630
430
490
495
540
575
625
650

460
565
690

365
385
400
415
415
425
440
455
465
545
585
590
605
610
760
785
795
835

75
100
135
140
165
175
185
195
200
205
230
235
255
280
290
325
340

345

345
365
370
400
425
440
460
475
510
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0,560
0,608
0,640
0,640
1,288
1,248
0,968
1,192
1,112
1,352
1,208

1,000
1,016
1,312

0,504
0,504
0,504
0,528
0,712
0,520
0,648
0,528
0,816
0,920
1,016
1,024
1,048
0,848
0,568
0,592
0,608
0,840

0,648
0,456
0,472
0,488
0,464
0,496
0,560
0,520
0,472
1,152
0,624
0,496
0,552
0,536
0,520
1,112
0,536

0,664

2,640
0,544
0,552
0,720
0,528
0,920
0,560
0,584
0,536

4-Decanona
3-Decanona
2-Metil-2-nonen-4-ona
2-Undecanona
1-Feniletanona
1-Fenil-2-propanona
1-(2-Metilfenil)-etanona
1-(4-Metilfenil)-etanona
1-Fenil-2-butanona
4-Fenil-3-buten-2-ona
1-(3,4-Dimetilfenil)-etanona

nitro-ciclohexano
1-nitro-2-octanona
2,6-Dimetil-6-nitro-2-hepten-4-ona

a-Mirceno
a-Terpineno
Limoneno
B-Ocimeno
Dihidromircenol
y-Terpineno
Tetrahidromircenol
a-Terpinoleno
Linalol
a-Terpineol
Nerol
Iso-geraniol
Geraniol
Citral
B-Farneseno
a-Bergamoteno
a-Farneseno
Nerolidol

Formato de propilo

Acetato de etilo

Propionato de etilo

Acetato de propilo
Isobutirato de etilo

Acetato de isobutilo
Formato de isopentilo
Butirato de etilo

Acetato de 1,1-dimetilpropilo
2-Hidroxi-propionato de etilo
2-Butanoato de etilo
2-Metil-butanoato de etilo
Acetato de 2-metilbutilo
Pentanoato de etilo

Acetato de 2-hexilo

2-Hidroxi-4-metilpentanoato de metilo

Propanoato de pentilo
2,4-Dimetil-3-oxo-pentanoato de
metilo

Diacetato de 1,3-propanediol

Butirato de butilo

Hexanoato de etilo

Pivalato de butilo

Butanoato de 3-metilbutilo

Formato de octilo

Heptanoato de etilo

Acetato de heptilo

Hexanoato de butilo

1118
1189
1236
1295
1065
1131
1136
1190
1231
1290
1320

1096
1219
1370

995
1016
1032
1048
1048
1058
1074
1090
1101
1195
1237
1248
1266
1272
1461
1494
1508
1566

571
621
691
701
751
771
791
806
812
819
848
854
877
906
916
954
969

974

966
995
1001
1032
1059
1075
1095
1113
1154

- 6,7
1188 23,2
1215 -
1272 12,0
1065 26,4
1124 15
1139 0,9
1183 0,8

- 1,0
1330 1,0

- 2,0

624,8
36

- 1,0

- 3,3

- 68

111
3
991 5,0
1018 6,8
1030 2,2
1050 3,9
1063 -
1059 54
- 8,7
1084 131
1101 2143
1185 21,9
1228 55
1254 24,4
1240 40,0
1270 2,6
1458 4,8
1492 3,0
1508 4,6
1539 34,4
400,8
17
608  127,2
714 14,6
708 -
762 3,2
780 -
793 2,8
771 36,9

- 0,4
863 0,9
846 -
876 1289
898 0,6
937 -
968 3,8

- 49,3

- 51
994 0,9
1001 140,0
1060 -
1117 -
1095 6,3
1111 -
1148 1,0

12 59 17 57 2 642
3 10 13 120 212 29
- - - 74 18 43 20
16 - - - - - -
12 57 116 811 80 6
1 - - - - - -
21 - - - - - -
2506 20 - - - -
6 05 4 - - - -
41 - - - - - -
12 11 30 - - - -
16 5659 15 6752 6 6634 2
33 32 32
47 13 11 51, 2 15 14
10 - - - - - -
17 31 12 19 0 - -
12 44 9 34 1 15 14
2 2 1
9 27 15 24 17 20 14
147 - - - - - -
20 91 14 46 6 8 3,14
40 25 16 18 11 13 23
- 09 37 1513 - -
145 - - - - - -
14 11 18 11 15 10 4
155 11 17 - - - -
25 626 6 424 4359 12 [45]
3 170 16 88 14 67  144][
26 48 6 50 16 - -
87 - - - - - -
6 126 19 94 1065 17 [44]
17 22 17 - - - -
56 47 21 43 19 36 18
97 - - - - - -
8 - - 20 16 - -
22 235 7 1601 1130 18
5 1447 5 993 5 740 8
13 12 9
- - - 29 3 @5 9
14 161,14 31203 2 1343 16 [45]
28 1369 91 4 84 10 [45]
- - - 15 716 32
70 194 213 16 12 14 [45]
- 47 45 18 9 88 20
24 247 24 15 20 8
20 31,9 2824 8 246 14 [44]
- 83 20 29 29 39 6
81 - - - - - -
20 060 206 9 - -
- 41, 25 - - - - [45]
51280 50 1286 10 1310 18
21 - - - - - -
- - - 117311 13
- - - 30 7 - -
17 187 41 33 - -
19 667 10 666 10 592 6
1802 21 - - - -
28 07 17 - - - -
3 115610 1304 3 1490 5 [45]
- - - - - 0832
-06 47 04 22 - -
- - - 12318 154 13
19 619 37 27 39 20
- 17 M - - - -
31 072 06 28 - -
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540 0,616 7-Octenoato de etilo 1189 1186 59 18 5,415 - - - -

545 0,640 Octanoato de etilo 1201 1205 5429 26 ,466625 616,2 28 51,8 18 [45]
595 0,552 Hexanoato de isopentilo 1254 1262 9,7 4 9 511 6,2 9 6,1 12

605 0,944 Heptanoato de 2-penten-1-ilo 1266 - 28 4 1 - - - - - -

630 0,560 Octanoato de propilo 1295 1290 229 34 622 4 - - - -

630 0,576 Nonanoato de etilo 1295 1297 25,1 13 36,20 26,3 20 32,2 17

675 0,552 Octanoato de butilo 1351 1345 6,0 26 3,131 3,0 20 2,8 26

690 0,848 Acetato de butoxi-etanol 1364 1366 2,1 2 - - - - - -

700 0,704 Acetato de 3,7-dimetil-2,6-octadienilo 823 1376 2,5 22 - - - - - -
2-Metil-propanoato de 3-hidroxi-

700 0,832 2.4,4-trimetilpentilo 1382 1381 6,4 11 - - 3,2 19 - -
705 0,632 9-Decenoato de etilo 1388 1387 - - - - - - 148,1 7
710 0,592 Decanoato de etilo 1395 1397 3469 15 ,713124 670,8 14 4347 20 [45]
720 0,608 Acetato de decilo 1408 1406 3,2 12 - - - - - -
750 0,576 Octanoato de isopentilo 1447 1444 34,1 181,1 39 20,0 19 19,3 25
780 0,608 Decanoato de propilo 1488 1493 59 15 - -15 27 - -
820 0,616 Decanoato de isobutilo 1544 1545 2,9 34 - - - - - -
855 0,624 Dodecanoato de etilo 1594 1593 79,9 29 ,8 3830 38,1 41 26,9 11
865 0,704 Acetato de dodecilo 1608 1609 5,6 26 - - - - - -
890 0,688 Decanoato de isopentilo 1641 1647 - - 59 6 8,1 22 7,2 25
Esteres 460 1,056 Benzoato de metilo 1096 1091 419 9 24,2 27,4 16 23,6 11
aromaticos 520 1,112 Acetato de benzilo 1166 1162 25 23 - - - - - -
525 0,944 Benzoato de etilo 1172 1170 1,2 2 0,8 20 - - - -
590 1,000 Acetato de 4-etilfenilo 1248 1238 2,5 18 - - 1,2 45 0,7 18
600 1,040 Acetato de 2-feniletilo 1260 1265 434 314,3 15 31,1 40 23,7 32 [45]
675 0,960 3-Fenilpropionato de etilo 1351 1353 0,6 16 - - - - - -
675 1,056 3,4-Dimetilbenzoato de metilo 1351 1353 ,7 3 14 2,4 19 1,9 6 1,6 8
680 0,952 Propionato de 2-feniletilo 1357 1353 0,541 - - - - - -
745 0,936 Butanoato de 2-feniletilo 1441 1447 0,6 7 - - - - - -
Area total 1723,4 10 1573,8 13 19975 13 1349,8 12
N° total 42 33 34 29
Eteres 100 0,376 2-Etoxi-2-metil-propano 621 620 20,6 5 ,721 12 28,9 44 31,7 32
120 0,392 2-Metoxi-2-metil-butano 661 655 2,1 9 3,811 3,2 50 3,4 38
135 0,392 2-Metil-2-(1-metiletoxi)-propano 691 668 2,4 57 3,1 44 2,6 49 2,8 35
305 0,480 1-Butoxi-2-penteno 932 - 1,7 9 - - - - - -
345 0,464 1-(1-Etoxietoxi)-pentano 974 977 25 46 3 2 38 1,9 24 15 21
470 0,536 2,5-Dimetoxi-2,5-dimetil-hexano 1107 - 60, 19 0,7 65 0,3 10 - -
Area total 29,9 9 31,5 10 37,0 42 39,4 32
N° total 6 5 5 4
Furanos 165 0,408 Tetrahidro-2,2,5,5-tetrametil-furano 751 - 31,6 39 33,9 19 35,8 33 36,4 11
170 0,752 2-Vinilfurano 762 761 0,5 11 - - - - - -
200 0,920 Dihidro-2-metil-3-furanona 813 808 15 48 - - - - - -
290 1,472 1-(2-Furanil)-etanona 917 910 1,7 50 - - - - - -
370 0,712 5-Metil-2-furanometanatiol 1001 1016 9,7 37 - - - - - -
465 0,464 Tetrahidro-2,2,4,4-tetrametil-furano 1101 - 2,2 52 2,0 40 1,5 20 2,1 22
575 1,256 3-Fenilfurano 1231 1225 2,6 8 14 16 0,639 0,7 34
580 0,632 2,2,3,3,4,4-Hexametiltetrahidrofurano 6123 - 8,2 4 - - - - - -
600 1,360 5-Butiltetrahidro-2-furanona 1260 1266 8 0, 27 - - - - - -
655 0,784 gzgﬁ:ﬁ;’;ﬁé‘:{:"p")'2'2'4'”'met”' 1326 - 120 13 - - 76 12 66 15
Area total 70,8 18 37,2 18 45,6 26 457 9
N° total 10 3 4 4
Hidrocarbonetos 170 0,384 2,3-Dimetil-hexano 761 758 - - 3,7 10 - - - -
225 0,408 2,4-Dimetil-1-hepteno 842 842 - - 11,6 11 4.4 20 3,5 15
245 0,384 4-Metil-octano 865 858 - - 6,5 68 - - - -
280 0,400 Nonano 906 900 - - 0,6 19 15 18 1,9 8
335 0,408 2-Metil-nonano 964 964 - - 2,9 15 14 12 2,1 8
370 0,400 Decano 1000 999 - - 1,6 20 2,2 9 2,7 36
405 0,432 3-Undeceno 1037 - 1,6 15 - - 1,6 15 14 6
445 0,424 7-Metil-2-deceno 1079 - 3,7 35 8,8 1 2,315 3,1 51
455 0,480 3-Decino 1090 - - - - - 2,1 16 14 35
465 0,424 Undecano 1101 1100 - - - - - - 9,0 13
520 0,424 2-Metil-undecano 1165 1165 1,0 7 - - 1,1 10 15 18
555 0,432 Dodecano 1206 1200 8,0 25 8,0 44 7,1 4 7 9,13
620 0,424 Tridecano 1301 1300 4,3 8 3,2 3 3,5 11 9 3,15
790 0,480 Pentadecano 1501 1500 39 18 4,3 10 3,71 140 36
860 0,512 Hexadecano 1601 1600 - - 4,1 5 4,2 5 - -
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Hidrocarbonetos 250 0,576 1,3-Dimetil-benzeno 871 866 12,1 8 - - 11,5 16 12,5 9

aromaticos 270 0,616 1,2-Dimetil-benzeno 895 896 14,2 6 1557 1123 12 13,7 12
270 0,728 Etenilbenzeno 895 890 17,2 20 14,1 31 - - - -
365 0,624 1,2,3-Trimetil-benzeno 995 998 10,6 9 711,23 10,5 11 12,1 15
450 0,616 2-Etil-1,3-dimetil-benzeno 1085 1100 - - 0,4 32 - - - -
455 0,704 1-Metil-4-(1-metiletenilo)-benzeno 1090 091 - - - - - - 0,8 13
540 1,104 Naftaleno 1190 1179 52 16 52 17 8,6 585,5 37
600 0,520 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benzeno 1259 4924 50,0 10 54,1 9 40,6 10 49,0 10
700 1,136 Bifenil 1383 1385 2,6 12 21 19 15 18 51, 14

Hidrocarbonetos 495 0,904 1,2-Dimetil-1-pentil-ciclopropano 1136 - - - - - - - 61,8 5

ciclicos 500 0,864 1-Metilpentil-ciclopropano 1142 - 206,3 6 2 2057 3 - - - -
640 0,448 1-Butil-2-propil-ciclopentano 1307 - - - - - 0,8 14 - -

Area total 340,8 13 364,2 4 1208 4 201,0 3

Ne total 14 19 19 20

Nitrilos 355 1,544 Benzonitrilo 986 990 1,3 9 - - - - -
445 0,832 Octanenitrilo 1080 1081 1,1 19 0,9 46 1,517 - -
500 2,160 Fenilacetonitrilo 1144 1144 1,7 5 - - - - - -
585 1,344 o-Etilbenzonitrilo 1243 - 1,7 12 1,0 19 80 6 - -

Area total 5,9 10 19 31 2,2 13 0,0

N° total 4 2 2 0

Piranos 275 0,488 2,2,4,6-Tetrametil-2H-pirano 901 - - - 2,1 11 - - - -
290 0,832 2,5-Dimetil-pirazina 911 911 66,5 19 9,820 6,1 15 8,4 34
295 0,512 2,2,6-Trimetil-4-metileno-2H-pirano 922 - 14 17 15 3 - - - -
295 0,824 Etil-pirazina 922 928 1,0 32 - - - - - -
295 0,856 2,3-Dimetil-pirazina 922 917 0,8 28 - - - - - -
340 o0ge4 2> Dmett2- 969 - 113 13 121 5 109 5 101 15

hidroximetiltetrahidropirano

370 0,776 2-Etil-5-metil-pirazina 1001 1000 105 29 1,3 64 11 46 - -
375 0,784 Trimetil-pirazina 1006 1007 6,6 17 1,0 3816 31 1,6 16
390 0,952 2-Etenil-5-metil-pirazina 1022 1025 4,9 9 - - - - - -
420 0,704 2-Metil-3-isopropilpirazina 1053 1056 35 20 0,9 27 0,8 36 - -
445 0,712 3-Etil-2,5-dimetil-pirazina 1080 1079 33, 36 - - - - - -
455 0,952 2,2,4,6-Tetrametil-2H-pirano 1091 - - - 3,9 13 - - - -
515 0,672 3,5-Dietil-2-metil-pirazina 1160 1162 25 5 - - - - - -
555 0,648 2-(2-Metilpropil)-3,6-dimetil-pirazina Q2 - 0,8 30 - - - - - -
600 0,688 2-Butil-3,5-dimetil-pirazina 1260 1254 41, 16 - - - - - -

Area total 124,3 16 32,4 9 20,5 3 20,0 18

Ne total 13 8 5 3

Ti6is 155 0,600 Dissulfeto de metilo 731 738 1,7 28 095 207 11 - -
285 0,952 1,3-Oxatiano 912 - 25,9 18 12,7 14 8,0 147,4 16
360 1,168 Dihidro-2-metil-3(2H)-Tiofenona 991 994 78 80 11,9 25 53 13 4,6 20
360 2,200 3-(metiltio)-1-propanol 987 978 53,0 5 ,723 56 - - - -
385 1,536 2-Acetiltiazole 1017 1014 2,7 6 - - - - - -
485 0,968 Acetato de 3-(metiltio)-propilo 1125 11231,3 26 - - - - - -
485 1,640 3-Metil-2-tiofenocarboxaldeido 1126  11330,8 11 - - - - - -
545 1,256 Benzotiofurano 1196 1172 0,9 18 - - - - - -
575 1,648 Benzotiazole 1231 1230 14 14 1,0 34 - - - -

Area total 96,5 8 50,2 30 13,9 4 12,0 15

N° total 9 5 3 2

Outros 105 0,416 Pirrolidina 631 660 2,7 30
385 1,024 Cloreto de benzilo 1017 1023 14 51 0,6 14
840 1,112 2-Cloro-1,2-difeniletanona 1573 - 13 26

Area total 2,7 77 2,7 30 0,6 14 0,0

N° total 2 1 1 0

Total Geral 104389 7 72100 6 74854 9 67846 5

0
N Compostos 218 175 176 155
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