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Leveduras dos géneros
Dekkera/Brettanomyces

=

Mestrado de Viticultura e Enologia

Leveduras de contaminagao

Tipo de alteracao:

m Aroma (vinificagao, armazenagem, garrafa)
m Turvacdo/sedimentos (garrafa)
m Véu (armazenagem)

m Refermentaciao (vinhos adamados)

Dekkera/Brettanomyces: Alteracio do aroma pela
producao de fendis volateis




Evolucao do estudo e conhecimento
de Dekkera/Brettanomyces

m 1904 - Isolamento de cervejas (Claussen)
m 1940 - Isolamento de vinhos (Custers)
m 1986 - Producao de fendis volateis (Heresztyn)

m 1995 - Unico agente de alteracao em vinhos pela
producao de fendis volateis (Chatonnet)

m Outras leveduras ou bactérias lacticas nao produzem
teores suficientes para afectar negativamente o
aroma dos vinhos

O problema de Dekkera em vinhos

m Actividade como levedura de alteracao de vinhos
m Desvaloricao parcial ou total dos vinhos

m Produtos do metabolismos de alteracao em vinhos:

Esterases & perda de aromas
Tetrahidropiridinas & cheiro a rato

Acido acético & sabor a vinagre

Fenois volateis

m Descritores aromaticos associados

? “estrebaria”, “couro”

b b bl

“suor de cavalo
“animal”, “medicinal”, “remédio”, “fendlico”




Metabolizacion de los acidos
hidroxicinAmicos

Esteres cinamicos Acido tartérico
del &cido tartarico f

— .

Cinnamate

Vinyl phenol
decarboxylase e

reductase

. Hongos en uvas podres

. Actividades de enzimas pectoliticas Hydroxycinnamic acid Hydroxystyrenes Ethy| derivatives

. Bactérias lacticas en la malolactica

p-coumaric acid — 4-vinylphenol —— 4-ethylphenol
ferulic acid —* 4-inylguaiacol —* 4-ethylguaiacol

caffeic acid —* 4-vinylcatechol ——* 4-ethylcatechol

Dekkera bruxellensis
Dekkera anomala

Muchas espécies de levaduras Pichia guilliermondi

Caracterizacido de Dekkera/Brettanomyces

m Nomenclatura:

Endlogos e Tecnologistas: Brettanomyces ou “Brett”

Taxonomistas: Género Brettanomyces
forma imperfeita (anamorfo; forma assexuada de Dekkera)

Género Dekkera
forma perfeita (teleomorfo)

Actual classificacao taxonémica (Kurtzman and Fell, 1998):

Género Dekkera Género Brettanomyces

D. bruxellensis
D. anomala

B. bruxellensis B. naardenensis
B. anomala B. nanus
B. custersianus




Caracterizagdo de Dekkera/Brettanomyces

m Caracteristicas gerais:

® Actividade fermentativa fraca

m Crescimento muito lento

= Nem sempre formam pelicula a superficie

® Producio de elevadas quantidades de compostos secundarios
indesejaveis

® Moderada tolerancia ao alcool (crescimento em meio sintético
até 15,5% (v/v) etanol, apds adaptacio)

m Crescimento em vinhos com baixas concentracdes de acucares
(< 2 g/l glucose)

m Resisténcia aos conservantes (acido benzoéico, sérbico) e
sensibilidade ao anidrido sulfuroso

Caracterizacido de Dekkera/Brettanomyces

m Morfologia das células:

m Mais pequenas que Saccharomyces

= Bastante heterogéneas
= Gemulagio polar
m Presenca de cicatrizes de gemulagao

= Formas: ogival, eliptica, semelhantes

a um limao arredondado, alongada e
ramificada

m Possivel formacao de pseudo - hifas




Morfologia das células

Uma simples observag¢do microscépica pode
ser suficiente para detectar o problema !!!

m Dekkera sp
v’ Esféricas Fne i
v Elipsoides ol
v’ Ogivais
v’ Cilindricas a alongadas

v’ Cicatrizes de gemulagio

v “Gémula de lado”

v Formas alongadas

Zygosaccharomyces bailii

Células esféricas a elipsoides
A formacgio de

tubos de conjugagio
¢ tipica desta espécie

Zygosaccharomyces bisporus

Células esféricas a
elipsoides




mLeveduras apiculadas

(Géneros Hanseniaspora/Kloeckera)

Células apiculadas,
esféricas a ovais,
em forma de limio

H. nwvarum (K. apicnlata)
m Pichia

Células esféricas,
elipsoides ou
alongadas

P. anomala (Candida pelliculosa) P. membranifaciens (C. valida)

m Saccharomyces

Células tipicamente
globosas, elipsoides
ou cilindricas,
podendo ser
ligeiramente
alongadas

10urm 1171 YNBG

S. cerevisiae




Caracterizagdo de Dekkera/Brettanomyces

m Distribui¢ao e Ecologia:

m Presenca de Dekkera nas adegas associada a reduzidos
cuidados de higiene

m [.ocais de maior risco de crescimento de Dekkera :

Equipamentos
Tubagens e valvulas

Nicho ecol6gico mais importante:

Barricas de carvalho

® Podem contaminar os vinhos em todas as fases da sua

elaboracao

Incidéncia de fenois volateis em
vinhos tintos

Pais/Regiio = Amostras >426 ppb >620 ppb Referéncia
'Franga/Bordeaux 100 36%  28%  Chatonnnet er al. (1992)
Italia/Piemonte 47 49% 19%  Di Stefano (1985)
Australia 61 59% 46%  Pollnitz et al. (2000)

Portugal 366 42% 27%  Our work

426 ppb — Limiar de preferéncia do 4-etilfenol + 4-etilguaiacol (10:1)
620 ppb — Limiar de preferéncia do 4-etilfenol




Controlo de Dekkera/ Brettanomyces

1* Chave para o sucesso:

Gestao das Fermentagodes:

= Boa gestio da fermentacdo alcoodlica:
(sulfitacao, inoculagao, nutricao das leveduras)

m Inicio rapido da FML:
(para vinhos de risco, inocular bactérias)

m  Estabilizacao eficaz no final da FML:
(eliminacao precoce das borras grossas, adi¢ao de

SO, em quantidade suficiente)

Pontos criticos de contaminag¢io e/ou controlo
de Dekkera/ Brettanomyces

Utilizagdo  Final da
deuvas  Fermentagio
podres  malolactica

Estagio Lote final antes do
engarrafamento

E ainda: v’ Vinhos provenientes de outros produtores
v’ Raspas do interior de barricas lavadas

v Agua de lavagem de barricas

v’ Sempre que a prova do vinho sugira um aroma anormal



Ferramentas e armas contra . bruxellensis

m Deteccao especifica em vinhos
m Deplecao de oxigénio em vinhos
m Filtracao esterilizante dos vinhos infectados

m Desinfecao das barricas e equipamentos por
vaporizagao sob pressao

® Armazenamento a baixas temperaturas

m Melhor forma de prevencao:

= Controlo microbiolégico e da higienizacao devem ser
redobrados
® Manutencao de niveis adequados de SO, livre ( 30 mg/1)

Diversidade de comportamento
de Dekkera/Brettanomyces em vinho

André Barata

Dep. de Botinica e Engenharia Biolégica
Centro de Botinica Aplicada a Agricultura
Instituto Superior de Agronomia

Tapada da Ajuda, Lisboa




Mixed culture with S. cerevisiae
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Comportamento de
D. bruxellensis em vinho
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Diversidade de comportamento de

Dekkera/Brettanomyces em vinho
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pH effect on D. bruxellensis viability in white wines

Diversidade de comportamento de
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Initial inoculum 103 cells/ml

Comportamento de D. bruxellensis
em vinho tinto a médio

* In6culo 10 cel/mL de 7 estirpes diferentes de D. bruxellensis
* Mesmo vinho Tinto: 12% (v/v) etanol; pH=3.5
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Dekkera/Brettanomyces em vinho

Tipico comportamento = Diferentes sensibilidades .,)

de Dekkera no mesmo vinho!

11



Comportamento de

D. bruxellensis em vinho

Comparagio com outras leveduras
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Typical behavior in red wine (long term)
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C. Sauvignon

() CS Alentejo; () CS Ribatejo;
(0) 4-etilfenol CS Alentejo; () 4-etilfenol CS Ribatejo.

(<) Syrah Alentejo; (@) Syrah Ribatejo;
(<) 4-etilfenol Syrah Alentejo; (©) 4-etilfenol Syrah Ribatejo.

Principais factores que influenciam a produgao de
4-etilfenol e/ou a viabilidade de Dekkera

¥ Etanol

® pH

® Oxigénio

¥ Temperatura
® Conservantes:

* Sorbato de potassio

¢ Dimetildicarbonato =

¢ Anidrido sulfuroso @
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Efeito do Etanol

Factos:

* Vinhos com elevado grau alcoélico (> 14.0%) raramente
possuem niveis elevados de 4-etilfenol.

e D. bruxellensis raramente isolada de vinhos com > 14.0%

etanol.
Screening de tolerancia ao Etanol
Espécies MIC Numero de
(Yov/v) estirpes
S. cerevisiae 17.0 1 (starter)
D. bruxellensis 15.5 2
15.0 17
14.5 5
14.0 3
10.0 1 (type strain)

Crescimento: Meio YNB, pH=3.5, 20 g/1 glucose
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Efeito do Etanol e do pH

pH 3,0 pH 3,5
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D. bruxellensis ISA 1791
Inéculo: 104 cel/mL
Vinho Tinto

Tempo (h)

—®— 8% (v/v) Etanol
—m— 12% (v/v) Etanol

— A— 14 % (v/v) Etanol

Efeito do Oxigénio em vinho tinto

82,8%

D. bruxellensis ISA 1791

saturagdo O, / ¢
o——© 8
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. 8h
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E ° 3 —@®— 4-EF
£ . [, 5
2 < 2,0% 45
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.//./:/7/=\. —m— UFC/mL
_— //I : : - 0 —M— 4-EF
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Tempo (h)

Barricas: difusio de 30 mg/1 oxigénio/ano
Engarrafamento incorrecto: introdugio de 4 mg/1

(~50% saturagio)
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Viability of cell gowth (A) and volatile production of TR 26 (B)
grown in red wine

Symbols: 13°C; 0 10°C; A15°C, ¥ 20°C
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* Vinho Tinto 12% (v/v) etanol, pH=3,5
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Growth (A) and 4-ethylphenol production (B)
contaminated by wild populations of D. bruxellensis

) A 4500 B
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'y A %1000 /O
‘\/I 5'-’ 500 /O/O
10°4 ¥ lo—o
0J
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Time (days) Time (days)
Sample Temperature 4-EP production Days to
rate (ug/l.day) produce 620
ug/l 4-EP
Wine | 15°C 93 6.7
Wine | 25°C 82 7.6
Wine Il 15°C 22 28.2

Efeito dos Conservantes: SO,

Screening de tolerdncia ao Metabissulfito de Potassio

Espécies MIC Numero de
(ppm) estirpes

S. cerevisiae 210 1 (starter)

D. bruxellensis 40
60
70
80
90
100

Crescimento: Meio YNB, pH=3.5, 20 g/1 glucose

[\SIRCS e NN @) SN

* D. bruxellensis apresenta variagdes consideraveis de resisténcia
ao SO,
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Controlo microbiologico

Amostragem

Estado VBNC

Meios de cultura selectivos e diferenciais
Métodos moleculares

Metodologias de rotina

Implicagdes tecnoldgicas

Amostragem para a analise de
Dekkera/ Brettanomyces

Cuidados especificos na recolha da amostra
(Amostra Representativa):

mHeterogeneidade na distribui¢do das células:

mInterface vinho /ar: localizagio especial (O,)
mSulfurador: pode saturar a fase gasosa em sulfuroso
mProvadeira: potencial fonte de oxigénio

mBarrica: atestos e efeito das trasfegas (sub-amostras de

varias seccoes)

mPeriodicidade
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Evidéncia de um estado
“Activo mas nao cultivavel”

Viabilidade celular (ISA 1791)
12% (v/v) Etanol, pH=3.5
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Evidéncia de um estado
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Viabilidade celular (ISA 1791)
12% (v/v) Etanol, pH=3.5
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Evidéncia de um estado
“Activo mas nao cultivavel”

Viabilidade celular (ISA 1791)
12% (v/v) Etanol, pH=3.5
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Proposta do indicador EPPY

EPPY (Ethyl-Phenol Producing Yeasts)

* Leveduras EPPY como indicador do perigo de
alteragao dos vinhos.

* Analise com BA, sélido ou iy
liquido. ‘
g

* Conjugagdo com a H‘w oy

determinagao de fenois
volateis. L «M_w__,,JKHA :




Estratégia de deteccgao e identificagao

I]I]l:"> Meio de cultura
BA liquido/sélido

m=—> Identificagdao da espécie
 RFLP da regido 5.8S - ITS do rRNA Sl e

* FISH com sonda de PNA -
para D. bruxellensis

—"> Identificagdo da estirpe
Restricao do mtDNA

Meio BA parcialmente selectivo e totalmente
diferencial

Diferencialidade:
* Meio vira de azulado/verde a amarelado,

* Cheiro fendlico tipico,
* Colénias amareladas que escurecem
com o tempo

Resultados ap0s:

* 5 a 10 dias (Dekkera/ Brettanomyces) 1D dias

* 2 a 5 dias (outras espécies)
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Indicadores microbioldgicos

(=)
=
~§ Resultado
0 )
9 =
) @
v Turvagéao

v Cheiro fenélico

N/

Meio liquido

Indicadores microbiolégicos

1. Vinhos armazenados Tratamento:
Detecgao + em 1 ml ou menos "] Filtragao fina
4-etilfenol > 150 ppb e sulfuroso

2. Engarrafamento

Detecgio + em 10 ml ou menos | Filtragdo esterilizante

e sulfuroso

Detecgdao + em 100 ml ] Adigdo de sulfuroso e
auséncia de oxigénio ._g
"1 Filtragdo fina/esterilizante | §
'l Ou enchimento a quente @




Consideragoes finais

m Auséncia de elevados niveis de 4-etilfenol em
vinhos brancos esta relacionada com a auséncia de
crescimento de D. bruxellensis neste tipo de

vinhos;

® Evidéncia para diferentes sensibilidades das estirpes

e diferentes susceptibilidades dos vinhos tintos;

® Diéxido de enxofre (SO,) é o conservante mais

eficaz sobre Dekkera/Brettanomyces;

Consideracoes finais

B Adaptagao celular ao vinho potencia a resisténcia

a0 conservante;

B Temperatura de 15°C ndo evita o crescimento

de D.bruxellensis e a produgio de 4-etilfenol;

m Estado “Activo mas nao cultivavel”:

B Células activas
® N3ao detectadas em meio de cultura

® Falsos negativos!
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Trés ideias para concluir...

B Os mecanismos de alteragdo sao bem conhecidos

B Dekkera existe na adega! Temos de saber viver

com ela!

® O melhor meio de combate ¢ prevenir o
desenvolvimento da levedura recorrendo ao
controlo microbiologico adequado e a cuidados

de higienizagdo redobrados.
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