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Resumo

Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (D. bruxellensis) é considerada uma das
principais leveduras de deterioracao dos vinhos. Como tal, o objetivo deste trabalho
consistiu na avaliacdo de novas metodologias de detecao e quantificacao de D.
bruxellensis em vinhos tintos, promovendo a comparacao entre o teste olfativo
SniffBrett, PCR quantitativo (qPCR) e citometria de fluxo. Neste estudo foram
avaliados trés kits comerciais para a detecao de D. bruxellensis. Os kits 1 e 2
correspondem a kits de qPCR, enquanto o kit 3 a um kit de citometria de fluxo. A
validacao dos kits comerciais foi efetuada através da analise de suspensbes de D.
bruxellensis 21 em vinho tinto ou solucao salina em concentracdes conhecidas.
Adicionalmente, procedeu-se a analise de amostras de vinho naturalmente
contaminadas.

Através do estudo realizado verificou-se uma relacdo de linearidade entre a
contagem através da camara de Neubauer e a quantificacao obtida pelos kits
comerciais em estudo, apesar da subestimacao face a concentracao inoculada (100
vezes inferior para os kits de qPCR e uma 10 vezes para o de citometria de fluxo).
Verificou-se que o efeito da matriz nao é responsavel pela subestimacao, tendo a
inoculacao em solucao salina devolvido concentracées inferiores comparativamente a
vinhos tintos.

Para o kit 1 nao foram obtidos os limites de detecao (LOD) propostos pelo fabricante.
Quanto aos limites de quantificacao, a inoculacao das concentracoes de 8 e 50
UFC/mL, descritas para os protocolos de extracao de DNA a partir de 45 e 1,8 mL de
amostra, respetivamente, devolveram valores de 2,6+1,6 e 40,9+16,6 UFC/mL.

Para o kit 2, a partir da extracao de 1 mL de amostra, obtiveram-se valores de 13 e
80 UFC/mL para LOD e LOQ, respetivamente. Ja o kit 3 evidenciou um limite de
detecao de 10 células/mL para o vinho B, sendo 50 células/mL a inoculacao que
devolveu a menor quantificacao analisada (4 células/mL). Ja para o vinho A, a menor
quantificacdo registada correspondeu a 8 células viaveis/mL, por inoculacdao de 10
células/mL.

Para ambos os kits de qPCR os resultados foram reprodutiveis, ainda que
quantifiquem células mortas. Ainda assim, os kits de extracao de DNA comercializados
parecem adequados a vinhos, quando comparados com um kit geral de extracao de
DNA de fungos. A especificidade foi verificada apenas para o kit 1, dada a auséncia de

amplificacao para uma amostra de leveduras totais.
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Por utilizacao do kit 3 verificou-se ainda que o tratamento térmico contribui para a
reducao da viabilidade da estirpe (70,8 %) de forma mais acentuada, quando
comparado com a adicao de bissulfito de potassio (49,6 %).

Quanto a producao de fendis volateis, esta apenas se verificou a partir da inoculacao
de 1500 células/mL de D. bruxellensis 21 na matriz de vinho C. Apoés 10 dias de
incubacao, as inoculacdes efetuadas devolveram valores de aproximadamente 2,3
mg/L de 4-etil fenol (4-EP) e 0,29 mg/L de 4-etil guaiacol (4-EG), correspondente a
uma concentracao celular na ordem de 6 log células/mL.

De um modo geral, todos os kits apresentam as suas limitacdes. Ainda assim o kit 3
reproduziu concentracées mais proximas das inoculadas. Desta forma, a aquisicao dos
equipamentos deve ser ponderada, avaliando o custo e os falsos negativos passiveis de

ser gerados, face a rapida obtencao de resultados.

Palavras-chave: D. bruxellensis, qPCR, citometria de fluxo
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Abstract

Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (D. bruxellensis) is considered one of the main
spoilage yeasts in wines. Thus, the objective of this work was to evaluate new
methodologies for the detection and quantification of D. bruxellensis in red wines,
promoting the comparison between the SniffBrett olfactory test, quantitative PCR
(qPCR) and flow cytometry. In this study, three commercial kits for the detection of
D. bruxellensis were evaluated. Kits 1 and 2 correspond to qPCR kits, and kit 3 to a
flow cytometry kit. Validation of commercial kits was performed by analysing
suspensions of D. bruxellensis 21 in red wine or saline with known concentrations. In
addition, naturally contaminated wine samples were analysed.

A linear relationship between the Neubauer count chamber and the quantification
obtained from the commercial kits under study was noted, despite the underestimation
of the inoculated concentration (100 times lower for the qPCR kits and 10 times for
flow cytometry). It was found that the matrix effect is not responsible for the
underestimation, since the inoculation in sterile saline led to lower concentrations
compared to red wines.

For kit 1 the detection limits proposed by the manufacturer were not obtained.
Regarding LOQ, the inoculation of the concentrations of 8 and 50 CFU/mL, described
for the DNA extraction protocols from 45 and 1.8 mL of sample, respectively, returned
the average concentrations of 2.6+1.6 and 40.9+16.6 CFU/mL.

For kit 2, regarding the extraction of 1 mL, values of 13 and 80 CFU/mL were
obtained for LOD and LOQ, respectively. Kit 3 showed a detection limit of 10 cells/mL
for wine B, with 50 cells/mL being the inoculation that returned the lowest
quantification analysed (4 cells/mL). For wine A, the lowest quantification was 8 viable
cells/mL by the inoculation of 10 cells/mL.

For both gPCR kits, the results were reproducible, even though dead cells were
quantified. Despite this, these commercially available DNA extraction kits appear to
be well-suited to wine when compared to a general yeast DNA extraction kit. Only kit
1 was specific for the quantification of the target organism, given the absence of
amplification in a sample inoculated with a combination of yeasts.

Using kit 3 it was also found that the heat treatment contributes to a viability
reduction of the strain (70.8 %), more substantially than with the addition of potassium
bisulfite (49.6 %).

As for the production of volatile phenols, it was only verified from the inoculation

of 1500 cells/mL of D. bruxellensis 21 in the wine matrix C. After 10 days of incubation,
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inoculations returned values of approximately 2.3 mg /L of 4-ethyl phenol (4-EP) and
0.29 mg/L of 4-ethyl guaiacol (4-EG), corresponding to a cell concentration in the order
of 6 log cells/mL.

In summary, this study showed that all kits have limitations. However, kit 3
reproduced concentrations closer to those inoculated. Hence, the price, the detection
of false negatives and the time of the analysis should be all balanced before the

acquisition of one of the equipments.

Keywords: D. bruxellensis, qPCR, flow cytometry
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1. Introducéao

1.1. Descricao do projeto

O presente trabalho insere-se no projeto de dissertacao do Mestrado Integrado em
Bioengenharia, ramo de Engenharia Bioldgica. O referente projeto foi elaborado em
ambiente empresarial no laboratoério da Sogrape Vinhos na Freguesia de Avintes, Vila
Nova de Gaia.

O principal objetivo do trabalho prende-se com a validacao de novas metodologias -
PCR quantitativo (gPCR) e citometria de fluxo - que permitam o controlo de
Brettanomyces em vinhos tintos.

O projeto desenvolvido procurou determinar os limites de detecao e quantificacao
dos equipamentos de gqPCR e citometria de fluxo por inoculacao de D. bruxellensis 21
em duas matrizes de vinhos tintos estéreis - A e B. Adicionalmente, os kits comerciais
avaliados foram testados quanto a sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, e
ainda a linearidade dos resultados obtidos. Foi ainda alvo do projeto a recolha de
amostras de vinho naturalmente contaminadas, apos a realizacdo do teste olfativo
SniffBrett, para a validacao dos kits para analise de amostras reais.

Em paralelo foi realizado o teste olfativo para a detecao de Brettanomyces, em
execucao pela Sogrape Vinhos, com o objetivo de determinacdo da concentracao a
partir da qual se verifica a producdo de fendis volateis. Para tal, foi efetuada a
quantificacdo de fendis volateis (4-etil fenol e 4-etil guaiacol) numa matriz de vinho

C, por GC-MS e da densidade celular correspondente por citometria de fluxo.

1.2, Contributos para o trabalho

As metodologias em estudo nao estao implementadas na empresa, pelo que foi
desenvolvido um novo procedimento com base nos kits fornecidos pelas empresas BIO-
RAD, r-biopharm e sysmex.

Os isolados de Brettanomyces foram fornecidos pela ESB-UCP (Escola Superior de

Tecnologia - Universidade Catolica Portuguesa).
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1.3. Organizacao da tese

O documento inicia-se com o enquadramento do projeto, na introducao, ao qual se
segue uma descricao compreensiva do estado de arte. O estado de arte engloba as
principais etapas do processo de vinificacao e potenciais pontos de contaminacao, bem
como uma breve descricao da levedura de deterioracao em estudo - D. bruxellensis -
e principais praticas de controlo microbiologico aplicados na indistria vitivinicola. Esta
seccao termina com a descricao da metodologia utilizada e em avaliacao,
nomeadamente PCR quantitativo e citometria de fluxo, para a detecao de
microrganismos de deterioracao nos vinhos.

No capitulo 3 sao descritas as metodologias utilizadas para a analise de D.
bruxellensis. O procedimento experimental inclui a elaboracdao de uma curva de
crescimento, bem como de retas de calibracao para estabelecer a relacao entre a
densidade otica (600 nm), DO, e a concentracao celular em células viaveis (UFC/mL),
a partir de contagem em placa, bem como da DO e da concentracao de células totais,
por microscopia de epifluorescéncia. Adicionalmente esta também descrito o
procedimento para a verificacao das concentracées inoculadas por contagem através
da camara de Neubauer. A seccdo de materiais e métodos contempla ainda uma
descricao pormenorizada da metodologia empregue para a realizacao do teste olfativo,
gPCR e citometria de fluxo.

Na seccao 4 estao contemplados os resultados e discussao.

Finalmente é apresentada a conclusao do trabalho, bem como propostas de trabalho

futuro, seguida das referéncias bibliograficas.
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2. Estado de arte

2.1. Processo de vinificacao

O processo de producdo de vinho segue uma série de etapas, ainda que sujeito a
ligeiras alteracdes consoante seja efetuado de acordo com a metodologia tradicional
ou industrial. A figura 2.1.1 ilustra, de uma forma geral, o referido processo, sendo as

principais etapas descritas mais pormenorizadamente nas seccoes posteriores.

Amostragem | ™= | Colheita | ™ | Esmagamento/Prensagem | ® | Fermentac&o alcodlica

4

Fermentagao malolatica

) 4

Engarrafamento | €= | Filtracdo | 4® | Envelhecimento | 4@ | Estabilizagdo/Clarificacio

Figura 2.1.1: Etapas gerais de producao de vinho.

2.1.1. Fermentacao alcodlica

Na etapa de fermentacao alcoolica, as leveduras sao responsaveis pela conversao de
acucares em etanol (Lambrechts e Pretorius, 2000).

No caso de uma fermentacao alcoolica tradicional, a fase inicial € dominada por uma
vasta gama de leveduras com baixa capacidade fermentativa como Kloeckera,
Hanseniospora e Candida. O seu crescimento é limitado pela concentracao de etanol
(5 a 6 %), usualmente coincidente com os 2 primeiros dias de fermentacao (Fleet, 2003;
Romano et al., 2003). Dada a baixa tolerancia ao etanol, o crescimento destas estirpes
decresce acentuadamente, sendo substituidas por Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae), com tolerancia a elevadas concentracdes de etanol e elevada capacidade
fermentativa, acabando por se tornar dominante e completar o processo de
fermentacao (Romano et al., 2003; Bartowsky, 2017; Petruzzi et al., 2017).

Ja a nivel industrial, o processo fermentativo requer a eliminacao da microbiota
nativa presente nas uvas, sendo, para tal, promovido o seu esmagamento e adicionado
anidrido sulfuroso (diéxido de enxofre), normalmente sob a forma de metabissulfito
de potassio (K.0sS;). Em seguida, o procedimento passa pela hidratacao e inoculacao

da levedura liofilizada selecionada (Zuehlke et al., 2015).
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S. cerevisiae € a principal levedura utilizada para a inoculacdo do mosto a nivel
industrial, sendo inoculada imediatamente apos a etapa de esmagamento dos bagos.
Com a utilizacao de estirpes selecionadas é garantido o controlo do processo de
vinificacao, conduzindo a parametros mais previsiveis. Adicionalmente, a utilizacao de
estirpes selecionadas reduz o risco de deterioracao do produto, por outros
microrganismos nativos das uvas. Existem varias estirpes de S. cerevisiae disponiveis,
cabendo ao endlogo a sua selecdo. A selecao da estirpe de interesse pode basear-se
numa série de critérios como o aumento da expressao aromatica, fermentacao de
mostos com elevado teor de aclcar (leveduras osmofilicas), resisténcia a altas ou
baixas temperaturas de fermentacao ou tolerancia a elevadas concentracoes de etanol
(Mas, A.; Guillamon, J.M.; Beltran, 2016; Petruzzi et al., 2017).

Ainda assim, a utilizacao de leveduras comerciais selecionadas conduz a eliminacao
de microrganismos nativos do vinho, contribuindo para a perda da complexidade
organolética, comparativamente a fermentacbes espontaneas tradicionais. A fim de
contrariar a simplicidade dos vinhos, pode ser promovida a inoculacao conjunta com
outro tipo de leveduras, genericamente denominadas por Non-Saccharomyces (Sannino
et al., 2013; Petruzzi et al., 2017).

Non-Saccharomyces correspondem a um conjunto de leveduras que conduzem ao
aumento da concentracao de compostos volateis, dada a producao acentuada de
metabolitos secundarios, como alcoois e ésteres aromaticos (Mas, A.; Guillamén, J.M.;
Beltran, 2016; Petruzzi et al., 2017).

Dentro das leveduras Non-Saccharomyces, utilizadas destaca-se Torulaspora
delbrueckii, promovendo o aumento complexidade e estrutura do vinho; Lachancea
thermotolerans, produtora de acido latico, além de contribuir para a intensificacao
aromatica; Metschnikowia fructicola, responsavel pela protecdao natural contra
microrganismos de deterioracao, permitindo a reducao da adicao de SO, na etapa de
esmagamento (Petruzzi et al., 2017; Berbegal et al., 2018).

A semelhanca do que se evidencia para Saccharomyces, algumas estirpes de Non-
Saccharomyces apresentam fator killer, resultante da excrecao de toxinas proteicas
que podem ser letais para outras leveduras sensiveis. A presenca de fator killer nas
leveduras serve de alternativa para o controlo de leveduras de deterioracao (Ribéreau-
Gayon et al., 2006; Berbegal et al., 2018). No entanto, a grande maioria dos enologos
nao recorre a este tipo de leveduras, dada a sua capacidade de deterioracao dos

vinhos, apesar dos varios beneficios apontados (Mas et al., 2016).
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2.1.2. Fermentacao malolatica

Quando completa a fermentacao alcoolica, ocorre a fermentacao malolatica (FML),
levada a cabo por bactérias do acido latico (BAL). Estas convertem o acido malico
presente no vinho em acido latico, através de uma descarboxilacao promovida pela
enzima malolatica. Dentro das espécies de BAL intervenientes na FML, Oenococcus oeni
(0. oeni) corresponde a estirpe dominante, contribuindo para a reducao da acidez, e
alteracbes sensoriais do vinho. Além disso, promove a producdao de diacetilo,
responsavel pelo carater amanteigado dos vinhos, além do desenvolvimento de aromas
frutados em detrimento de herbaceos (Fleet, 2007; Renouf et al., 2007; Bartowsky,
2017).

A fermentacao malolatica, apesar de garantir a estabilizacdo microbiologica, bem
com a desacidificacdo, esta dependente do tipo e estilo de vinho que se pretende
produzir. Para vinhos tintos a fermentacao malolatica é quase sempre desejavel (De
Revel et al., 1999; Fleet, 2003; Bauer, R.; Dicks, 2004).

A realizacao de FML de forma espontanea implica alguns riscos, como o aumento da
acidez volatil, consumo de aclcares residuais e formacao de metabolitos indesejaveis,
como € o caso das aminas biogénicas. Assim, ao nivel industrial, sdo utilizadas culturas
de BAL selecionadas, garantindo uma fermentacao rapida e eficiente. A selecao de BAL
pode ser feita consoante o pretendido pelo endlogo - tolerancia a baixo pH, a elevadas
concentracoes de etanol e SO,, compatibilidade com as leveduras selecionadas ou
incapacidade de producao de aminas biogénicas (Petruzzi et al., 2017).

0. oeni é a principal bactéria do acido latico selecionada para a iniciacao da FML a
nivel industrial, podendo ser co-inoculada com as leveduras ou adicionada
sequencialmente, apos a fermentacao alcodlica. A co-inoculacdo é atualmente a
estratégia adotada na Sogrape, contribuindo para a reducao do tempo do processo de
vinificacao, sendo assim mais vantajosa do ponto de vista econémico (Mas et al., 2016;
Petruzzi et al., 2017). O. oeni é usualmente utilizada face a capacidade de
desempenhar a FML em condicGes adversas - baixo pH (<3), elevadas concentracoes de
etanol e baixa temperatura (inferior a 12 °oC). Adicionalmente, esta estirpe permite a

producado de diacetilo, interveniente na complexidade do aroma.
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2.1.3. Maturacao / envelhecimento

Vinhos tintos e alguns brancos passam ainda por um processo de maturacao e
envelhecimento, para a aquisicao de maior estrutura e complexidade (De Revel et al.,
1999). Usualmente, esta etapa ocorre em barris de madeira, podendo durar varios
meses. Dada a dificuldade de esterilizacao dos barris, esta é uma fonte de elevado
risco de contaminacao. Assim, no final do processo pode verificar-se um aumento da
microbiota do vinho, podendo conter espécies de leveduras como Saccharomyces e
Brettanomyces e de bactérias como Acetobacter, Oenococcus e Pediococcus, que, caso
nao sejam removidas, podem induzir a deterioracao do vinho (De Revel et al., 1999;
Renouf et al., 2007; Malfeito-Ferreira, 2011).
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2.2. Potenciais etapas de contaminacao

A etapa de maturacao e armazenamento de vinhos em tanques ou barricas de
madeira € um dos pontos criticos para a contaminacao. Face a oxigenacao, é
promovido o desenvolvimento de leveduras fracamente fermentativas - Candida e
Pichia - capazes de oxidar o etanol, glicerol e acidos organicos e inorganicos presentes
no vinho (Fleet, 2003; Malfeito-Ferreira, 2011). Apesar destas estirpes serem
resistentes a conservantes, como sorbato de potassio e didoxido de enxofre, podem
facilmente ser controladas reduzindo o oxigénio disponivel. Apesar disso, a micro
oxigenacao contribui para o desenvolvimento de Dekkera bruxellensis, responsavel
pelo sabor fenolico nao caracteristico e indesejavel nos vinhos (Malfeito-Ferreira,
2011).

Para a desinfecao dos barris, os tratamentos mais comuns passam pela utilizacao de
agua quente, solucoes de SO, e vapor de agua. Apesar disso, a eficiéncia da
higienizacao é limitada face a natureza porosa da madeira. Os sulcos e as aduelas
podem armazenar microrganismos mesmo apos a desinfecao e assim contribuir para
uma re-contaminacao (Malfeito-Ferreira, 2011).

0 engarrafamento é outro ponto critico na industria vitivinicola, sendo que, quando
inadequado, pode introduzir oxigénio no vinho. Face as condicoes aerdbias
disponibilizadas, este passa a ser um meio propicio para o crescimento exponencial de
leveduras (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Malfeito-Ferreira, 2011). Nesta etapa,
também as rolhas devem ser avaliadas, visto que, quando de fraca qualidade podem
apresentar canais de ar, contribuindo, assim, para a reducao de SO; livre molecular, o
que estimula o crescimento microbiano (Malfeito-Ferreira, 2011).

Atualmente, na etapa de engarrafamento sdao ja aplicadas praticas de controlo
microbioldgico, que permitem a detecado das fontes de contaminacao. Esse controlo é
efetuado ao nivel das garrafas, agua de enxaguamento, enchedoras e maquinas de
enrolhamento , bem como na atmosfera (Malfeito-Ferreira, 2011).

Mais recentemente, como forma de garantir uma maior qualidade microbioldgica do
vinho tém sido implementados novos procedimento de higienizacdo das linhas, além
do sistema HACCP. Ainda assim, estas metodologias ndao sao suficientes para a reducao
da adicao de dioxido de enxofre e sorbato de potassio utilizados em vinhos doces e

branco secos (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).
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2.3. Microrganismos de deterioracéao

A definicdo de deterioracao microbiana é bastante complexa sobretudo em
alimentos ou bebidas fermentaveis, em que alguns dos metabolitos produzidos sao
importantes para o sabor e aroma do produto final (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).

Na industria dos vinhos, a fermentacao alcodlica ocorre na presenca de um vasto
conjunto de leveduras e bactérias, o que dificulta a distincao de microrganismos
benéficos ou prejudiciais. Estes acabam por ser mais facilmente classificados nas
etapas de armazenamento, engarrafamento e envelhecimento de vinhos. No entanto,
a deterioracao do vinho pode ocorrer ainda antes da fermentacao como acontece
aquando da producao de etil-acetato por Pichia anomala. Como tal, a monitorizacao
de microrganismos de deterioracao deve ser efetuada em todas as etapas do processo
de vinificacao (Fleet, 2003; Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).

Entre as consequéncias da deterioracdo bacteriana estao o sabor amargo, acidez
volatil, textura oleosa e tracos amanteigados nos vinhos (Bartowsky, 2009). No
entanto, face aos recentes avancos tecnologicos implementados no processo de
vinificacdo, a deterioracao bacteriana ja nao é determinante desde que as boas
praticas nao sejam descuradas (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).

Quanto as leveduras, estas sao geralmente consideradas como principais
microrganismos de deterioracdo em vinhos engarrafados, sobretudo devido a sua
capacidade de sobrevivéncia em ambientes adversos, com elevada acidez (Loureiro e
Malfeito-Ferreira, 2003).

Os efeitos mais comuns face a deterioracao por leveduras sao a formacao de
peliculas, turvacao, formacao de depositos e producao de gas em vinhos engarrafados,
assim como o desenvolvimento de sabores nao caracteristicos ao longo dos processos
de vinificacao e armazenamento. Dekkera bruxellensis destaca-se como levedura de
deterioracao em vinhos tintos (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Malfeito-Ferreira,
2011).
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2.3.1. Brettanomyces / Dekkera bruxellensis

Brettanomyces sp. é considerada uma das leveduras mais perigosas na deterioracao
dos vinhos. Juntamente com o seu estado sexual ascosporogénico, Dekkera sp., €
responsavel pela producao de fendis volateis, acido acético (resultante da oxidacao do
etanol) e tetrahidropiridinas (Rodrigues et al., 2001; Fleet, 2003).

Relativamente aos fenois volateis destacam-se 4-etil fenol (4-EP), seguido de 4-etil
guaiacol (4-EG) e 4-etil catecol (4-EC). A sua producao esta associada a atividade
sequencial de 2 enzimas (descarboxilase e redutase), capazes de converter os acidos
p-coumarico, ferulico e cafeico em 4-EP, 4-EG e 4-EC, respetivamente. Estes
compostos, quando em quantidades elevadas (superiores a 620 pg/L no caso de 4-EP
ou a 426 pg/L para uma mistura 10:1 de 4-EP:4-EG), contribuem para a detecao de
aromas fendlicos nos vinhos, designados de “Carater Brett” (Rodrigues et al., 2001;
Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Malfeito-Ferreira, 2018).

Ainda assim, a detecao de aromas caracteristicos de Brettanomyces esta dependente
do tipo de vinho, da casta utilizada e da regiao. Caso seja permitido a levedura
proliferar, todos os vinhos manifestardo o mesmo aroma desagradavel,
independentemente da variedade ou regiao(Chandra et al., 2016; White, 2018).

Brettanomyces sp. desperta sobretudo preocupacao em vinhos tintos envelhecidos
em barricas de madeira (onde pode persistir dada a permeabilidade a 0;) ou originarios
de uvas de fraca qualidade, podendo provocar perdas econémicas na ordem das
centenas de milhares de dolares (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).

Apesar de Brettanomyces poder também ser detetada em vinhos brancos, os tintos
constituem uma melhor matriz para o seu desenvolvimento dada a riqueza em
percursores de fendis volateis. Efetivamente, o elevado pH, ao reduzir a percentagem
de SO; livre molecular no controlo microbiano, permite a proliferacao de
Brettanomyces, contribuindo, assim para o odor caracteristico a suor de cavalo
associado (Goode, 2003).

Esta levedura, pertencente a familia Cyptococcaceae, apresenta um crescimento
lento, sendo capaz de persistir no vinho por longos periodos de tempo. D. bruxellensis
tem uma longa fase de laténcia, sendo o crescimento exponencial verificado apos 6 a
10 meses da fermentacdo alcodlica, devendo, portanto, coincidir com a fase de
envelhecimento (Cocolin et al., 2004; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Bartowsky, 2017).
E uma levedura anaerdbia facultativa, capaz de resistir a condicdes minimas de
nutrientes, podendo utilizar diferentes fontes de carbono desde glucose a etanol, e

inclusivamente aclcares extraidos da madeira (celobiose). Adicionalmente, o seu
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desenvolvimento esta dependente de uma fonte de azoto, temperaturas entre os 13 e
os 30 oC, presenca de O,, bem como baixas concentracoes de SO, molecular (Zuehlke
et al., 2015).

O controlo de Brettanomyces nos vinhos deve ser efetuado durante a fase de
envelhecimento e quando o vinho é engarrafado. Na primeira fase referida, a analise
microbiolégica nao requer a completa eliminacao da levedura, procurando apenas
assegurar que o nivel de contaminacao € reduzido, de forma a evitar que a
concentracdo de 4-EP atinja valores detetados organoleticamente. Ja no
engarrafamento, o principal objetivo prende-se com a eliminacao total de
Brettanomyces, sendo que apenas uma célula viavel por garrafa pode contribuir para
a posterior deterioracao do vinho engarrafado(Malfeito-Ferreira, 2018, 2019).

Entre os processos de tratamento que podem ser aplicados, a filtracao esterilizante
continua a ser a técnica mais eficiente para a sua remocao, ainda que possam também
ser efetuadas técnicas de sulfitagem ou inativacdao térmica a partir de 35 °C
(Tessonniere et al., 2009; Malfeito-Ferreira, 2018).

A filtracao esterilizante € um processo efetuado antes da etapa de engarrafamento,
de forma a evitar a deterioracao de vinhos pelo desenvolvimento de microrganismos
remanescentes. Este processo consiste numa filtracdo por membrana, em que a
porosidade deve ser escolhida considerando a menor dimensao do microrganismo que
se pretende reter. A eficiéncia de filtracdo esta associada a aspetos como o nimero e
tortuosidade de poros, que varia com o filtro selecionado, bem como com o nimero
de microrganismos presentes, o qual deve ser tao reduzido quanto possivel. Para a
industria vitivinicola, é suficiente utilizar filtros com poros até 0,6 pm para a remocao
de leveduras (tamanho médio entre 3 e 4 ym). Por sua vez, um filtro de 0,45 pm reduz
a probabilidade de crescimento microbiano, sendo suficiente para a remocao de
leveduras e bactérias do vinho, garantindo a estabilidade microbiologica, sem efeito

negativo nas propriedades sensoriais (Malfeito-Ferreira, 2011; Fraise et al., 2012).
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2.4, Praticas de controlo microbiolégico

Face a diversidade e quantidade de microrganismos presentes no mosto e no vinho
sdao necessarias metodologias de controlo do processo de vinificacdo para assegurar a
sua qualidade.

A adicao de anidrido sulfuroso é uma das praticas mais comuns na vinificacao, ainda
que sujeito a limites legais muito rigorosos. Segundo OIV (Organizacao Internacional
da Vinha e do Vinho), a quantidade de SO, total presente em vinhos tintos pode ir até
150 ou 300 mg/L, conforme contenham até ou mais de 4 g/L de substancias redutoras,
respetivamente (International organization of vine and wine, 2011). Nos vinhos, este
composto encontra-se nas formas livre e combinada, consoante o pH. Acontece que,
aquando da adicao de SOz ao meio, cerca de 50 % combina-se com as antocianinas,
perdendo a sua atividade antimicrobiana (Malfeito-Ferreira, 2011).

A adicao de SO: é normalmente efetuada antes do inicio da fermentacao alcoodlica
para a selecao das leveduras fortemente fermentativas, além de evitar que FA e FML
ocorram em simultaneo. A forma ativa, responsavel pelo carater antissético
corresponde a forma molecular livre (H:SO3), a qual depende do pH do vinho.
Adicionalmente a forma de bissultito (HSO3") contribui para a inibicao da tirosinase
além de retardar as oxidacoes do vinho. Apesar dos beneficios apresentados, o didxido
de enxofre é nefasto, pelo que a sua aplicacao deve ser efetuada na dose mais reduzida
que permita o efeito desejado nos vinhos. Quando aplicado inadequadamente pode
originar maus aromas ou até inibir a fermentacao malolatica. Ainda assim, a aplicacao
de SO2 nos vinhos nao é suficiente para assegurar a qualidade, existindo um vasto
conjunto de microrganismos resistentes (Malfeito-Ferreira, 2011).

Também os tratamentos térmicos podem ser aplicados no processamento do vinho,
ainda que raramente sejam utilizados ao nivel da indlstria vitivinicola. Dada a
sensibilidade dos microrganismos colonizadores de vinhos ao calor, temperaturas
médias sdo suficientes para promover a morte celular, assegurando a esterilizacao do
produto. A relutancia perante a pratica de pasteurizacao associa-se a interferéncia na

qualidade organolética e longevidade dos vinhos (Malfeito-Ferreira, 2018, 2019).
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2.5. Metodologias de analise

Face a microbiota existente nos vinhos é necessario recorrer a metodologias que
permitam a sua detecao e quantificacao. Sao diversos os métodos hoje utilizados com
esse mesmo intuito na indUstria alimentar, sendo o mais recorrente para a analise de
vinhos a cultura em placa (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003).

O método de filtracdo por membrana é o normalmente utilizado para enumerar
microrganismos de deterioracdo. Esta metodologia permite isolar um reduzido nimero
de microrganismos de um grande volume de amostra. Apesar disso, pode gerar falsos
negativos, dado nao garantir a detecao de células viaveis nao cultivaveis (VNC). Estas
correspondem a células metabolicamente ativas e capazes de persistir por longos
periodos de tempo, apesar de nao serem detetadas através do crescimento em placa.
Assim, as células VNC podem causar deterioracdo de vinhos. De facto, existem ja
evidéncias da inducao do estado VNC para Brettanomyces e Zygosaccharomyces em
condicoes adversas de crescimento, com adicao de SO, (Montville e Matthews, 2013;
Anonymous, 2019; Zuehlke et al., 2015; Longin et al., 2017).

O teste olfativo é uma outra abordagem utilizada para a detecao de microrganismos,
nomeadamente a presenca de Brettanomyces. Este teste baseia-se na adicao de meio
de cultura seletivo ao vinho em analise, permitido um ambiente propicio a producao
de fenois volateis que sao detetados olfativamente (Gerland, 2006).

Ainda assim, cada vez mais a investigacao recai em novas metodologias de detecao,
quantificacao e caracterizacao, procurando aumentar a rapidez e fiabilidade dos
resultados. Para tal sao utilizadas técnicas moleculares, como qPCR e citometria de
fluxo, entre outras (Cocolin et al., 2004; Renouf et al., 2007; Gerland e Sarl, 2010;
Morgan et al., du Toit, 2017).

2.5.1. PCR quantitativo

A tecnologia de gPCR destaca-se do método convencional visto que, além de detetar,
permite a quantificacao de DNA, amplificado em tempo real. Este avanco foi possivel
dada a inclusao de corantes fluorescentes como o SYBR-Green ou sondas TagMan
(Fairchild et al., 2006).

SYBR-Green corresponde ao corante mais utilizado, intercalando o DNA a medida
que este vai sendo sintetizado. Trata-se de um corante mais econdémico além de
permitir a analise de varios tipos de genes. Ja as sondas TagMan, com 18 a 22 pb, sao

constituidas por um fluoréforo covalentemente ligado a extremidade 5’ e um quencher
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a extremidade 3’. Numa fase inicial, face as reduzidas dimensdes das sondas, o
quencher inibe a fluorescéncia associada a extremidade 5’. Por sua vez, durante o
PCR, a sonda emparelha com o DNA, e, por acao da atividade de exonuclease associada
a polimerase, a extremidade 5’ (fluoréforo) € clivada, resultando na emissdao de
fluorescéncia proporcional ao niUmero de copias gerado, o que se traduz numa elevada
especificidade (IDT, 2010; Anonymous, 2015).

A amplificacdo de DNA por qPCR apresenta uma curva caracteristica, capaz de ser
subdividida em 4 etapas - ruido, amplificacdo exponencial, amplificacdo linear e

plateau (Figura 2.5.1).

HAuorescéncia .
~~fPlateau -

Amplificacao linear

Ampliﬁ(a;ﬁo
exponencial
e 1 v NTC
.- - . MR 4 kst AEEERFT.F AEmuw- A

P ————

1273 45 070 FMMNIUMBITHISONRDHUIRITNIIRIONRNIIMUIENITE NGO

Namero de ciclos

Figura 2.5.1: Curva tipica devolvida aquando da realizacdo de um ensaio de PCR quantitativo
(retirado de (Smith e Osborn, 2009)).

O ruido verifica-se nos ciclos iniciais, em que a amplificacao ainda nao é detetavel,
provocando uma pequena variacao no sinal de fluorescéncia. A partir do momento em
que a fluorescéncia passa a ser detetavel - apoés um nimero minimo de ciclos, Cr (cycle
threshold) - inicia-se a fase de amplificacao exponencial. Durante a fase exponencial,
a amplificacdao do gene-alvo ocorre proporcionalmente, sendo o numero de copias
duplicado em cada ciclo, bem como a fluorescéncia associada. Face a precisao e
especificidade da reacao é possivel quantificar o nUmero de genes. Na fase linear,
inicia-se 0 esgotamento dos componentes da reacao, provocando a reducao da
eficiéncia. Ja na fase de plateau, a reacao para, deixando de se verificar o incremento
da fluorescéncia, o que normalmente se associa a perda de atividade da enzima Taq
polimerase utilizada (Delaherche et al., 2004).

Para a quantificacao € elaborada uma reta de calibracao, através da realizacao de

diluicoes seriadas de um padrao de DNA total da estirpe, do gene ou de um vetor
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recombinante que o contenha. Normalmente, a reta de calibracao procura cobrir uma
gama entre 5 e 6 logs. Assim, o logaritmo da quantidade inicial (em cada diluicao) é
feito corresponder ao numero de ciclos minimo para assegurar a amplificacao (Cr). O
gene-alvo é quantificado por comparacao com a reta de calibracao construida, ainda
que nao corresponda exatamente ao numero de genes presentes na amostra. Desta
forma, torna-se necessario calcular alguns parametros para a reta de calibracao obtida
- eficiéncia de amplificacdo (90-110 %), coeficiente de regressao linear (R? > 0,98),
ordenada na origem e temperatura de fusao - de forma a avaliar a sensibilidade e
especificidade da reacao (Delaherche et al., 2004; Smith e Osborn, 2009; Taylor et al.,
2010).

A eficiéncia, E, é calculada por E = 10'% — 1, com m correspondente ao declive da
reta de calibracdo, sendo, normalmente, obtida diretamente do equipamento. A
temperatura de fusao (Tm), correspondendo a temperatura de desnaturacao do
fragmento de DNA, permite assegurar que os primers utilizados estao a amplificar um
Unico produto, inerente ao amplicdo de interesse. As previsoes da temperatura de
fusdo costumam permitir um erro maximo em torno de 1,5 °C face ao valor esperado.
Esta curva de fusao é obtida, apos o ensaio de gPCR, diretamente no equipamento,
através do incremento da temperatura de desnaturacao (Delaherche et al., 2004; IDT,
2010).

Os limites de detecao (LOD) e quantificacao (LOQ) sao importantes para a avaliacao
da sensibilidade do método. LOD corresponde a concentracao minima a qual 95 % das
amostras sao detetadas, sendo, teoricamente, o valor mais sensivel passivel de ser
obtido de 3 copias por PCR. Este parametro permite determinar o ponto em que as
medicoes deixam de ser validas. Ja LOQ associa-se a concentracao minima mensuravel
que pode ser quantificada com precisdao aceitavel sob as condicdoes experimentais
estabelecidas (Bustin et al., 2009; Forootan et al., 2017).

Aplicando o limite de detecdo a qPCR, este pode ser obtido pela analise da reta de
calibracao de forma a determinar a amostra mais diluida ainda detetavel. Acontece
que fatores inerentes a amostragem e extracao podem contribuir para o aumento do
ruido e assim promover o aumento substancial de LOD comparativamente a uma
situacao ideal. Da mesma forma, também LOQ pode ser obtido a partir das curvas
padrao replicadas, por intermédio do calculo do desvio padrao nas diferentes
concentracoes em analise (Forootan et al., 2017).

De acordo com Tessonniéere et al. (2009), a técnica de qPCR é valida para a detecao
de Brettanomyces entre 25 e 2x10°> UFC/mL, quer para vinhos brancos, rosés e tintos,

tendo, para tal, utilizado o gene RAD4 (Invitrogen, 108 bp). Delaherche et al. (2004),
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usando SYBR Green PCR Supermix (BIO-RAD) e o gene RAD4 para a detecao de
Brettanomyces, obteve um limite de detecdo de 10* UFC/mL, face a presenca de
substancias inibitorias. Ja Phister e Mills (2003), criando os primers DBRUX (79 bp) -
através do alinhamento do dominio D1/D2 da subunidade 26S rRNA para Dekkera
anomala, D. bruxellensis, Brettanomyces custersii, Brettanomyces naardensis,
Brettanomyces nanus e S. cerevisiae -, e fazendo uso de SYBR-Green Master Mix
(Applied Biosystems), chegaram a um limite de detecao de 1 UFC/mL.

Em suma, a técnica de qPCR, permitindo a quantificacdo do nimero de copias de
DNA, pode ser utilizada para a detecao e quantificacao de leveduras de deterioracao
em amostras de vinho. Ainda assim, pode gerar falsos negativos, dada a presenca de
substancias inibitorias nos vinhos, como taninos, polissacarideos e pigmentos, o que
reduz a eficiéncia da amplificacao de DNA (Tessonniere et al., 2009; Longin et al.,
2016).

A técnica de gPCR permite quantificar um baixo niUmero de genes-alvo, dado o baixo
limite de detecao, ainda que a informacao acerca dos limites inferiores de detecao
deva ser qualificada, de forma a evitar uma quantificacao erronea de DNA presente na
amostra (Smith e Osborn, 2009). A semelhanca do que ocorre para genes de resisténcia
a antibidticos, descrito por Fortunato et al. (2018), para leveduras de deterioracao, os
limites inferiores de detecao e quantificacao podem ser considerados elevados para
uma avaliacao precisa. Efetivamente, este € um parametro critico para a validacao da
metodologia no controlo de qualidade de vinhos, visto que, mesmo em baixas
concentracoes (nao detetadas por qPCR) alguns microrganismos de deterioracao
podem crescer e danificar o vinho. Assim, as subestimacdes, ou falsos negativos,

podem acarretar sérias consequéncias (Longin et al., 2016).

2.5.2. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo (FCM) é uma metodologia individual, qualitativa e
quantitativa, baseada na utilizacao de um laser para a detecao e enumeracao de
microrganismos numa suspensao liquida (Longin et al., 2017). Estando as células
marcadas com sondas fluorescentes especificas, esta técnica permite conhecer o seu
estado fisiologico, além de permitir a enumeracao de um determinado microrganismo
dentro de uma populacao heterogénea, podendo ser aplicada a patogénicos bem como
a microrganismos de deterioracao (Longin et al., 2017).

O citometro de fluxo é composto por 3 componentes principais: fluidico, otico e

eletrénico, como evidenciado pela figura 2.5.2. O componente fluidico é constituido
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por uma camara de fluxo capaz de separar e alinhar as células, dado o regime laminar
e estreitamento do tubo verificado. As células atravessam um laser, gerando-se
informacao relacionada com dispersao da luz e com a emissao de luz por fluorocromos.
Efetivamente, estando as células marcadas com um fluoréforo especifico, emitem
fluorescéncia e provocam a refracao e o espalhamento da luz, a qual é detetada por
um complexo sistema de espelhos e filtros, que constituem a componente ética. A
dispersao da luz pode ocorrer para a frente (Forward Scatter FSC), sendo proporcional
ao tamanho das células, enquanto que a dispersao para os lados, a 90° (Side Scatter
SSC) esta associada a composicao estrutural e granularidade, bem como a
complexidade celular. Adicionalmente, o citometro apresenta 2 sinais fluorescentes
nas zonas do verde e do vermelho. Face a detecao da fluorescéncia gerada, esta é
convertida em sinais eletronicos - componente eletronica - passiveis de serem

analisados (Jahan-Tigh et al., 2012; Longin et al., 2017a).

s
&
]
L 3
c SSC
fluid - ?\33
-
L
|
et
- espelhos ,,A—fi '.- PMT - | I
S f
//\] | 7 — }
W N ———
o filtros N
Laser —— e
-
mput; |
Otica Otica Hetronica

Figura 2.5.2: Composicao e funcionamento esquematizado de um citometro de fluxo (retirado
de (Longin et al., 2017)).

A citometria de fluxo € a tecnologia mais utilizada para geracao de informacoes
correlativas sobre células individuais dentro de amostras de populacdes heterogéneas.
0 grafico de difusao € a forma mais simples de visualizar a informacao gerada. Os eixos
do grafico sao designados pelo nome do fluoroforo utilizado e do marcador. Assim,
células positivas para os 2 marcadores situar-se-ao no 1° quadrante, enquanto as
negativas para ambos encontrar-se-ao no 3° quadrante (Jahan-Tigh et al., 2012).

FCM, além de sensivel e reprodutivel, permite separar células de interesse com
elevada pureza (> 99 %), sendo rapida e altamente especifica (Jahan-Tigh et al., 2012).

No entanto, a citometria de fluxo apresenta algumas limitacdes, sobretudo

associadas ao elevado custo, bem como a elevada quantidade de dados gerados, o que
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pressupde uma analise demorada e complexa. Para subpopulacoes de células com
marcadores de expressao semelhantes, a sua diferenciacao torna-se complicada, além
de que também a normalizacdo da técnica, bem como da analise de dados nado estao
ainda bem documentados (Jahan-Tigh et al., 2012). Outra limitacdo comum a muitas
outras técnicas corresponde aos falsos negativos passiveis de serem gerados consoante
o fluorocromo utilizado (Longin et al., 2017).

A citometria de fluxo ja comeca a ser aplicada em enologia, para a enumeracao dos
microrganismos presentes no vinho, nomeadamente leveduras e bactérias. A sua
utilizacao permite determinar a viabilidade celular, bem como a capacidade de
performance das fermentacoes alcodlica e malolatica. Adicionalmente, a citometria
de fluxo garante a detecao de células VNC, que podem provocar a deterioracao futura
de vinhos (Longin et al., 2017).

FCM pode também ser utilizada para detetar leveduras de deterioracdo como B.
bruxellensis, tendo ja sido desenvolvidos testes de imunocitometria com esse
proposito (Longin et al., 2017). Ja Serpaggi et al. (2010) recorreu a juncao de FISH
(fluorescence in situ hybridization) com FCM para a detecao e quantificacao de B.
bruxellensis diretamente de vinho tinto.

A metodologia FISH-FCM é ja considerada uma alternativa real a qPCR. Trata-se de
uma técnica bastante rigorosa e sensivel. Face a inclusao da metodologia FISH com a
citometria de fluxo torna-se possivel marcar regides-alvo de DNA ou RNA, garantindo
a identificacao e quantificacao de microrganismos. A sua aplicabilidade para
leveduras, passa pela construcao de sondas com afinidade para uma sequéncia
especifica da regidao D1-D2 de 26S rRNA. Para assegurar a hibridacao da sonda com a
sequéncia de TrRNA, ¢é promovida a permeabilizacdo das células, sendo,
posteriormente, adicionadas as sondas marcadas com fluorescéncia (Serpaggi et al.,
2010; Longin et al., 2017).
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3. Materiais e métodos

3.1. Microrganismos e condicées de cultura

Neste estudo foram utilizadas as leveduras D. bruxellensis 21 e 33, isoladas de vinhos
pela ESB-UCP. Ja para a verificacao da detecao de leveduras totais recorreu-se a mosto
amuado dessulfitado da Sogrape Vinhos.

Para a detecao e quantificacao de Brettanomyces os isolados foram inoculados em
3 vinhos tintos produzidos pela Sogrape Vinhos: A, B e C. Os referidos vinhos foram
esterilizados por filtracao (0,22 pm; Filter-Lab), encontrando-se pormenorizadamente
descritos no apéndice A. O meio de cultura utilizado para o crescimento das referidas
estirpes foi desenvolvido pela Sogrape em parceria com a ESB-UCP.

O crescimento de leveduras totais foi promovido em Yeast Extract Peptone Dextrose
(YEPD), cuja composicao se encontra descrita no apéndice B.

As amostras foram incubadas numa estufa (Memmert) a 28 °C. A incubacao associada
ao teste de Brettanomyces foi realizada durante 10 dias, enquanto, para leveduras
totais, apenas foram necessarias 48 horas.

Para a preservacao das estirpes foi preparado meio de cultura YEPD duplamente
concentrado, ao qual foi adicionado glicerol a 30 % (v/v) na proporcao de 1:1. A solucao
foi distribuida em micro tubos (1 mL) estéreis, sendo a estirpe posteriormente
ressuspendida. As amostras foram conservadas a - 80 °C em triplicado (Lopez et al.,
2013) .

Todos os ensaios foram realizados numa camara de fluxo laminar (Faster BH-EN
2003).

Além das matrizes de vinho utilizadas para os ensaios, foram também avaliadas
amostras de vinhos da Sogrape, sem inoculacao prévia de microrganismos de forma a
validar a eficiéncia das metodologias testadas em casos de contaminacao real. Assim,
para a analise de Brettanomyces, foram recolhidas amostras positivas apods

enriquecimento com meio de cultura, estando as mesmas descritas no apéndice A.
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3.2. Curva de crescimento de D. bruxellensis 21

A curva de crescimento de D. bruxellensis 21 foi efetuada em condicbes de
aerobiose. Inicialmente promoveu-se o crescimento da estirpe em meio seletivo sélido,
sendo incubada a 28 °C, durante 10 dias.

Do ind6culo inicial foi preparada uma suspensao, em 10 mL de solucao salina, com
densidade otica de 0,5 (a 600 nm). O volume foi transferido integralmente para um
matraz com 0,5 L de meio de cultura seletivo liquido.

As amostras foram recolhidas em duplicado para a quantificacdo. Foi realizada a
leitura da densidade otica (DO) a 600 nm num espetrofotometro (V-630, Jasco) ao longo
do tempo, tendo sido utilizado como branco o meio seletivo que serviu de matriz para
0 ensaio.

A taxa de crescimento especifica foi obtida de acordo com a metodologia
matematica descrita no apéndice C.1 (Werner-Washburne et al., 1993; Couto et al.,
2005).

3.3. Quantificacdo de microrganismos

A quantificacdo das estirpes em analise seguiu diferentes procedimentos. Para a
enumeracao de leveduras totais foi utilizada a metodologia de contagem em placa do
numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Ja para D. bruxellensis, a
contagem foi conseguida através de microscopia de fluorescéncia com utilizacao do
corante fluorescente 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), sendo a mesma confirmada

através da utilizacao da camara de Neubauer.

3.3.1. Enumeracao de microrganismos cultivaveis

Para a quantificacao de leveduras totais foi realizada uma reta de calibracao, de
forma a fazer corresponder a densidade otica (DO) ao niUmero de coldnias formadas no
meio de cultura adequado ao seu crescimento (UFC/mL).

Inicialmente as leveduras totais foram isoladas de mosto amuado dessulfitado, por
filtracado de membrana. Seguidamente foram preparadas suspensées da mistura de

leveduras obtida em salina (0,85 % NaCl), de forma a obter varios pontos com
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densidades oticas compreendidas entre 0,1 e 0,9 (600 nm)(Tofalo et al., 2012; Wahid
et al., 2015).

Para cada DO obtida foram realizadas diluicoes decimais seriadas, sendo
posteriormente plaqueadas, em duplicado, em meio YEPD agar, conforme apresentado
na tabela 3.3.1.

Tabela 3.3.1: Correspondéncia entre a DO (600 nm) e as diluicdes plaqueadas de leveduras

totais isoladas de mosto dessulfitado.

DO (600 nm) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6 0,8 0,9
Diluicoes 107"- | 10"- 107'- 107"- 107"- 10°2- 10°2-
plaqueadas 103 1073 1073 1073 1073 104 104

As placas foram incubadas a 28 °C durante 48 horas e, posteriormente, foi realizada
a enumeracao das colonias de forma a obter UFC/mL.
A reta de calibracao serviu de base para a determinacao preliminar da concentracao

pretendida para os ensaios abaixo referenciados.

3.3.2. Concentracao de microrganismos totais por
microscopia de epifluorescéncia

A reta de calibracao de D. bruxellensis 21 teve por base a enumeracao de
microrganismos através de microscopia de fluorescéncia. A quantificacao foi efetuada
através da utilizacao do corante fluorescente 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI).

A semelhanca do anteriormente descrito, a estirpe foi cultivada em meio seletivo
solido e, apods 10 dias, a biomassa foi utilizada para preparar suspensdes em solucao
salina, com densidades oticas (600 nm) compreendidas entre 0,1 e 0,9. As suspensoes
foram homogeneizadas por vortex. Apos a montagem da coluna de filtracao por vacuo,
utilizando membranas filtrantes de policarbonato (® = 0,22 ym, d = 25 mm; Merck),

filtraram-se os volumes descritos na tabela 3.3.2.
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Tabela 3.3.2: Correspondéncia entre a DO (600 nm) e o volume necessario para a contagem de

D. bruxellensis 21 por microscopia de epifluorescéncia.

Fator Volume
DO (600 nm) diluicao (L)
0,1 1 500
0,2 1 500
0,3 1 250
0,5 10 500
0,6 10 500
0,7 10 250
0,8 100 500
0,9 100 500

Apos a filtracdo da amostra, as células foram cobertas com DAPI (0,1 mg/mL; Merck)
a qual se seguiu uma incubacao durante 10 minutos no escuro. Por fim, filtrou-se o
excesso de corante e as amostras foram preparadas para a visualizacao ao microscopio
com sistema de epifluorescéncia (Nikon DS-Qi2) com filtro UV. A contagem foi
realizada com a objetiva 100x, tendo sido retiradas imagens de 10 campos
representativos. A enumeracao de microrganismos totais foi obtida por intermédio da

equacao C.2.1, descrita no apéndice C.2.

3.3.3. Contagem de leveduras através da camara de
Neubauer

A camara de Neubauer (Sigma-Aldrich) foi utilizada com o intuito de determinar com
maior exatidao a concentracao das células em analise.

Inicialmente foi preparada uma suspensao homogénea de D. bruxellensis 21 em
solucao salina. Em seguida, procedeu-se a determinacao da densidade otica (600 nm).
A partir da reta de calibracao previamente elaborada tornou-se possivel prever a
concentracao em células/mL. Tipicamente, a gama de concentracao para a contagem
celular exata utilizando uma camara de Neubauer situa-se entre 2,5x10° e 2,5x10°
células/mL. Deste modo, para concentracoes elevadas as suspensoes foram diluidas,
de forma a impedir a sobreposicao celular (Bastidas, 2008).

Por ultimo pipetou-se 20 L da suspensao na camara de Neubauer, procedendo-se,
entdo, a contagem no microscopio 6tico (Nikon Elipse), utilizando a objetiva de 40x.

Os calculos para a contagem de microrganismos totais estao descritos no apéndice
C.3.
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3.4, Analise por PCR quantitativo

Inicialmente foi preparada uma suspensao-mae de D. bruxellensis 21 em solucao
salina. Em seguida, com base na DO (600 nm), foi realizada a correspondéncia em
células/mL, por intermédio da reta de calibracdo. Apds a verificacdo da
correspondéncia da concentracao celular na suspensao-mae através da camara de
Neubauer, foram preparadas varias aliquotas com diferente concentracao de células
totais inoculadas em 2 das matrizes de vinho referidas (A e B), conforme descrito na
tabela 3.4.1.

Tabela 3.4.1: Descricdao da concentracao de células totais testadas nos ensaios de detecao e
quantificacdo de D. bruxellensis 21 em matrizes de vinho tinto estéril por gPCR aplicadas aos
kits comerciais 1 e 2 (*os valores apresentados correspondem a LOQ e LOD, respetivamente, de

acordo com a informacao fornecida pelo fabricante).

Volume de

extracio DNA Concentracao inoculada (células/mL)

) 1,8 mL 27/50*
Kit 1 200 10° | 10* | 10°
45 mL 1/8*
Kit 2
1mL 100 10° | 10* | 10°

Além das amostras descritas foi também testada a interferéncia da matriz na
extracdo de DNA por inoculacdo de 200 e 10* células/mL em solucdo salina, para os
kits 1 e 2, respetivamente. Foi ainda avaliada a sua especificidade por inoculacao de
200 e 10* UFC/mL de leveduras isoladas de mosto dessulfitado na matriz B.
Paralelamente, foi avaliada a quantificacao de células mortas submetendo uma
suspensao de 10* células/mL de Brettanomyces a um tratamento térmico (65 °C, 10
minutos).

O ensaio de gPCR foi realizado em duplicado ambas as matrizes referenciadas nas
concentracoes descritas.

A extracao de DNA das amostras em analise foi efetuada em duplicado por

intermédio dos kits A e B, de acordo com as instrucoes do fabricante.
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A extracao de DNA por intermédio do kit A contempla uma etapa inicial de lavagem
e concentracao dos microrganismos presentes no vinho. Segue-se a fase de lise celular
e, posteriormente, a purificacio de DNA por intermédio de uma coluna
cromatografica. Ja o kit B contempla também uma etapa de lavagem, sendo a lise
celular efetuada posteriormente, no equipamento de gPCR disponibilizado pela marca,
através da enzima liticase, imediatamente antes da amplificacao de DNA.

O kit A permite a extracao a partir de 1,8 ou 45 mL de amostra. O DNA assim extraido
foi analisado por qPCR, recorrendo ao kit 1. A analise foi realizada no equipamento de
PCR quantitativo da mesma marca (empresa |), com utilizacao da reta de calibracao
associada (declive= -3,284; eficiéncia= 101,6 %; R*= 1,000). Os resultados foram
devolvidos em UFC/mL.

Ja o kit B recorreu a 1 mL de amostra para a extracao de DNA. Para este kit foi
também avaliada a interferéncia da inoculacao de D. bruxellensis 21 proveniente de
cultura em placa ou de meio liquido, por inoculacdo de 10* células/mL em solucao
salina e no vinho B. Procedeu-se ainda a comparacao da eficiéncia de extracao de DNA,
sendo avaliados os 2 kits ja referidos, bem como um novo protocolo sugerido pela
empresa Il (ainda em fase de teste) (kit C) e um kit geral de extracao de DNA de
leveduras (kit D). A comparacao foi efetuada através da inoculacao de 10* células/mL
na matriz B. Por Gltimo, foi também realizado um tratamento térmico (65 °C, 10 min)
numa suspensao de 10* células/mL na matriz B. O DNA foi analisado através do kit 2.
A quantificacao foi efetuada com base na elaboracao de uma reta de calibracao
recorrendo ao Standard Kit disponibilizado pela mesma marca. Para a determinacao
de LOD e LOQ foram realizadas 5 diluicdes decimais seriadas a partir dos standards
fornecidos, desde 8x10° até 80 UFC/mL. As amostras foram analisadas através do
software e equipamento de qPCR do mesmo fornecedor.

Para todos os kits utilizados foi preparado um controlo negativo, correspondente ao

vinho em analise apos filtracao (0,22 um; Filter-Lab).
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3.5. Analise por citometria de fluxo

Para a detecao e quantificacdo de Brettanomyces por citometria de fluxo foi
utilizado o kit 3. O kit referido faz uso de varias sondas-alvo para diferentes regides
conservativas de 185 rRNA de Brettanomyces, permitindo, desta forma, a
diferenciacao entre células metabolicamente ativas e inativas (assumidas como vivas
e mortas, respetivamente).

A analise foi efetuada no equipamento de citometria de fluxo disponibilizado pela
mesma marca, estando equipado com um laser azul de 488 nm e 2 sinais fluorescentes
- FL1, atuando ao nivel da fluorescéncia verde (-~ 530 nm), e FL3 associado a
fluorescéncia na zona do vermelho (> 630 nm). A obtencao e tratamento de dados
foram conseguidos por intermédio dos softwares aconselhados pelo fornecedor.

A referida metodologia foi utilizada para a analise de amostras de D. bruxellensis 21
com concentracoes iguais as testadas com o kit 1, conforme descrito na tabela 3.4.1
(a partir de 50 células/mL), nas matrizes A e B. Adicionalmente foi também testada a
concentracao de 10 células/mL.

Além das amostras descritas foi avaliada a inoculacdo de 10* células/mL de D.
bruxellensis 21 em solucao salina. Para avaliar a especificidade do método inoculou-
se 10* UFC/mL da mistura de leveduras isoladas de mosto dessulfitado no vinho B.
Paralelamente, foi também avaliada a interferéncia de algumas medidas de correcao
de vinhos empregues ao nivel da indlstria vitivinicola. Assim, foi efetuado um
tratamento térmico (65 °C, 10 minutos) no vinho B inoculado com 10* células/mL, bem
como adicao de bissulfito de potassio (15 % v/v) (Gaisin), por forma a obter 51 mg/L
de SO, livre. Foi ainda testada a influéncia da inoculacdo de 10* células/mL
provenientes de meio liquido ou de cultura em placa nos resultados obtidos.

Como controlo negativo foram utilizadas as matrizes de vinho A e B, submetidas a

um processo de filtracao (0,22 pm; Filter-Lab). A extracao foi realizada em duplicado.
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3.6. Analise por teste olfativo - determinacdao da
concentracao de D. bruxellensis 21 para a producao de
fendis volateis

O teste olfativo foi realizado de acordo com a metodologia atualmente utilizada pela
Sogrape Vinhos para a detecao de Brettanomyces em vinhos tintos.

Inoculou-se D. bruxellensis 21 na matriz C, de forma a obter concentracées de 1, 8,
15, 27, 50, 100, 200 1000, 1500, 10* e 10° células/mL. Cada suspensdo (40 mL) foi
misturada com igual volume de meio de cultura seletivo de Brettanomyces em frascos
de 100 mL de volume. Os frascos foram incubados na estufa a 28 °C durante 10 dias.
No fim do periodo de incubacao, foi realizado o teste olfativo por 2 pessoas treinadas
do laboratorio da Sogrape Vinhos, tendo como finalidade a detecao de fenois volateis.

Paralelamente, foi realizada a quantificacao de fendis volateis por cromatografia
gasosa - espetrometria de massa (GC-MS) (Scion TQ 436-GC, Bruker), a fim de
determinar a concentracao de fenois volateis presentes no vinho aquando da detecéo
por teste olfativo. Para tal, adicionou-se a 10 mL de amostra, 100 pL de padrao interno
(4-decanol, 2 ppm). A quantificacao de fenois volateis foi realizada em duplicado,

tendo sido utilizado vinho branco (Bipea) como padrao para a quantificacao.
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4. Resultados e discussao

4.1. Curva de crescimento de D. bruxellensis 21

A monitorizacao da DO (600 nm) ao longo de 150 horas, permitiu a elaboracao parcial
da curva de crescimento caracteristica de D. bruxellensis 21, em escala semi-

logaritmica, conforme apresentado na figura 4.1.1.
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Figura 4.1.1: Curva de crescimento de D. bruxellensis 21 em meio seletivo obtida por medicao
da DO (600 nm) ao longo do tempo em escala semi-logaritmica (azul claro - crescimento celular;

azul escuro - morte celular).

Apesar de nao ter sido possivel determinar os valores de DO entre as 99 e as 142
horas, foi possivel estimar que a entrada em fase estacionaria tenha ocorrido entre 4
e 5 dias. De facto, sao diversas as evidéncias de crescimento exponencial de
Brettanomyces até 3 a 10 dias, variando conforme a estirpe em analise (Louw et al.,
2016; Malfeito-Ferreira, 2018).

Adicionalmente, verificou-se uma ligeira reducao da DO apds 140 horas, podendo
estar associado a entrada em fase de morte celular. Outra possivel justificacao prende-
se ao fenomeno de agregacao verificado aquando da entrada na fase estacionaria. De
facto, as elevadas absorvancias lidas no final da fase exponencial de crescimento
afetam a precisao da leitura, causando variabilidade (Jung et al., 2015; Louw et al.,
2016).
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Por intermédio da linearizacdao da curva de crescimento obtida (figura 4.1.2),
distinguem-se 3 fases: laténcia, exponencial e morte ou estacionaria. Para o ensaio
realizado a fase de laténcia teve uma duracao de 22,8 horas, sendo, portanto,
comparavel com uma medicao em vinho, sem adicao de didxido de enxofre (22,4 horas)
(Avramova et al., 2018). A taxa de crescimento especifica obtida foi de 0,05 h™ para
a estirpe em analise, estando na mesma ordem de grandeza dos valores evidenciados
na literatura. Efetivamente, Avramova et al. (2018) chegou a taxas maximas de
crescimento para estirpes de Brettanomyces, entre 0,07 e 1,1 h™', em meio YEPD

suplementado com cloranfenicol, bifenil e cicloheximida.
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Figura 4.1.2: Linearizacao da curva de crescimento obtida para D. bruxellensis 21: (a) fase de

laténcia; (b) fase exponencial; (c) fase estacionaria ou de morte celular.

A determinacao da curva de crescimento de D. bruxellensis 21 serviu para averiguar
o periodo necessario para atingir a fase exponencial. Desta forma, a repicagem da
cultura em meio liquido torna-se mais facilitada. Adicionalmente é assegurada a
auséncia de fatores de stress, aquando da inoculacdo da estirpe em vinho para os varios

ensaios efetuados.
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4.2. Quantificacdo de microrganismos

Para a quantificacao de Brettanomyces, a correlacao entre DO e UFC/mL foi
inconclusiva, ndo tendo sido visualizada a presenca de colénias em meio sélido seletivo
no final do periodo de incubacao para nenhuma das estirpes disponiveis (21 e 33). Este
resultado pode ser justificado com base no lento crescimento das estirpes, associado
a requerimentos nutricionais fastidiosos (Oelofse et al., 2008).

Como alternativa, recorreu-se a técnicas de microscopia de fluorescéncia para a
enumeracao de microrganismos, conseguindo desta forma estabelecer a
correspondéncia entre DO e células totais/mL. A quantificacdo do nimero total de
células da amostra foi efetuada com recurso ao corante DAPI, capaz de corar DNA
celular. O DAPI tem uma elevada foto estabilidade, permitindo contabilizar o niUmero
de nlcleos, através das interacoes electroestaticas que estabelece com as regioes de
DNA ricas em adenosina-timina. Ainda assim, esta metodologia tem como limitacao o
facto de nao diferenciar células viaveis de nao viaveis ou mortas (Tarnowski et al.,
1991; Chazotte, 2011).

A partir da visualizacao das estirpes de Brettanomyces por microscopia tornou-se
evidente a heterogeneidade da populacao apontando para células em diferentes fases
de desenvolvimento. Efetivamente, foi notdria a presenca de células eliticas, tipica de
leveduras. Ocasionalmente, observaram-se também células com separacao
incompleta, formando uma estrutura alongada designada de pseudomicélio, conforme
descrito por Louw et al. (2016). Estas estruturas consistem na elongacao celular,
devido a um atraso no desenvolvimento durante a fase G2/M, que tanto pode ser
provocado pela limitacdao de azoto (para células diploides), como de glucose (para
haploides).

Com base na enumeracao de D. bruxellensis 21 por microscopia de fluorescéncia foi

obtida a reta de calibracao evidenciada na figura 4.2.1.
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Figura 4.2.1: Relacao entre DO (600 nm) e a concentracao em células/mL obtida por

microscopia de fluorescéncia para D. bruxellensis 21.

Para a detecao de leveduras totais, o crescimento em placa foi bem sucedido, pelo

que serviu de base para a elaboracao da respetiva reta de calibracao (figura 4.2.2).
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Figura 4.2.2: Relagdo entre DO (600 nm) e a concentracdo de células cultivaveis em UFC/mL
obtida por cultura em placa para o conjunto de leveduras extraidas de mosto amuado

dessulfitado.

Face ao coeficiente de correlacao da reta de calibracao obtida para D. bruxellensis
21, é possivel inferir que a sua utilizacao para a determinacao da concentracao celular
€ inadequada, dado o erro grosseiro que se faz associar. Assim, esta reta serviu apenas
para uma estimativa inicial da concentracao celular, sendo a mesma determinada com

maior rigor por utilizacdo de camara de Neubauer.
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4.3. Analise por PCR quantitativo

Apds a preparacao das suspensoes de D. bruxellensis 21 nos vinhos A e B estéreis as
concentracdes discriminadas na tabela 3.4.1 (seccao 3.4 dos materiais e métodos)
realizou-se a analise por qPCR, obtendo-se a quantificacao conforme discriminado na

tabela D.1 (apéndice D). Os resultados obtidos foram sumariados na figura 4.3.1.
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Figura 4.3.1: Quantificacao de D. bruxellensis 21 por qPCR de acordo com a concentracao
inoculada nos diferentes vinhos. (A) Kit 1 a partir da extracao de DNA (a) de 1,8 mL e (b) de 45
mL de vinho A inoculado com concentragdes conhecidas de D. bruxellensis 21; (B) Kit 1 a partir

de 1 mL de vinho A (a) e de vinho B (b) com concentracoes conhecidas de D. bruxellensis 21.

Com base na figura é evidente a relacdo de linearidade entre as concentracoes
inoculadas e detetadas por gPCR. Todavia, nenhum dos kits comerciais de PCR
quantitativo permitiu a determinacao exata das concentracées inoculadas, sendo as
concentracoes detetadas cerca de 100 vezes mais reduzidas face as inicialmente
inoculadas no vinho.

Sao varios os autores que apontam para a complexidade da matriz como uma
problematica do método de qPCR na industria vitivinicola, realcando os taninos,
polissacarideos e pigmentos como compostos capazes de inibir a DNA polimerase,
produzindo falsos negativos (Delaherche et al., 2004; Savazzini e Martinelli, 2006;

Tessonniere et al., 2009; Tofalo et al., 2012). Por essa razao, foi também procurado
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testar a interferéncia de diferentes matrizes na detecdo e quantificacdo do método
abordado (figura 4.3.2). Assim, foram utilizados os vinhos A e B, procurando com o
altimo referido a avaliacdo de uma matriz de maior complexidade, dada a maior
riqueza em fendis totais. Como controlo utilizou-se uma suspensao preparada em
solucao salina. A analise dos vinhos utilizados como matriz encontra-se

pormenorizadamente descrita no apéndice A.
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Figura 4.3.2: Determinacao da interferéncia de diferentes matrizes nos protocolos de extragao
de DNA: (A) Kit A a partir de 1,8 mL de amostra (B) Kit B. As suspensdes continham 200 e 104

células/mL, em (A) e (B), respetivamente.

Com base nos resultados da figura 4.3.2, verifica-se que a concentracdo média
amplificada por gPCR tende a reduzir com a menor complexidade da matriz, ainda que
os resultados estejam dentro da mesma ordem de grandeza. A variancia de resultados
para cada uma das matrizes nao permitiu estabelecer nenhum tipo de relacao entre a
sua complexidade com a eficiéncia na extracao de DNA. Tessonniére et al. (2009)
chegou a uma conclusao semelhante, ao verificar que a eficiéncia e o coeficiente de
correlacao das retas de calibracao efetuadas para qPCR usando como matrizes solucao
salina e vinho tinto nao foram significativamente distintas.

A subestimacao de Brettanomyces obtida por qPCR podera estar relacionada com as
etapas de lavagem no processo de extracao de DNA. Adicionalmente, a propria
colmatacao da coluna cromatografica, pode ser um passo limitante no kit A (Katevatis
et al., 2017).

A subestimacdo pode também associar-se ao meio de proveniéncia do indculo
utilizado para a preparacao das suspensées com as concentracoes desejadas. Assim,

foi promovida a preparacao de suspensdes com 10* células/mL em 2 matrizes distintas
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- B e salina - utilizando D. bruxellensis 21 proveniente de cultura em placa e de meio

liquido, conforme evidenciado na figura 4.3.3.
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Figura 4.3.3: Determinacao da interferéncia do meio de proveniéncia de D. bruxellensis 21 na
quantificacao obtida pelo kit 2, usando como matrizes solucao salina e o vinho B inoculadas

com 10* células/mL.

Por analise do grafico verifica-se que a menor complexidade da matriz conduz a uma
subestimacao mais acentuada da concentracao inoculada. Provavelmente, o resultado
obtido devera estar relacionado com a especificidade do kit para a extracao de DNA a
partir de vinho. Quanto a proveniéncia celular, é notéria uma quantificacdo mais
elevada para a estirpe proveniente de cultura em placa comparativamente ao meio
liquido, ainda que os resultados estejam dentro da mesma ordem de grandeza. Seria
expectavel que as células provenientes de meio liquido, estando em crescimento
exponencial, tivessem uma maior capacidade de adaptacao, traduzindo-se numa
quantificacao mais exata por gPCR. Os resultados obtidos poderao relacionar-se com a
heterogeneidade celular associada ao crescimento em placa.

Segundo Dimopoulou et al. (2019) a presenca de sulfitos, necessarios para a protecao
dos vinhos de oxidacdes e contaminacao microbioldgica, aumenta da permeabilidade
das células, contribuindo para a rutura celular, o que podera também estar na
relacionado com a subestimacao verificada.

Foi também avaliada a eficiéncia dos kits de extracao de DNA disponibilizados e o
seu potencial envolvimento na subestimacao obtida por gPCR. Para tal foram utilizados
4 protocolos de extracao distintos, conforme apresentado na figura 4.3.4, os quais

foram utilizados para a extracdo de DNA de uma mesma amostra (10* células/mL).
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Figura 4.3.4: Avaliacao da influéncia de diferentes kits de extracao de DNA na amplificacdo de

Concentrc¢do obtida por qPCR
(UFC/mL)

D. bruxellensis 21 (10* células/mL) por utilizacao do kit 2 de qPCR : (a) Kit B; (b) novo protocolo
em fase de teste (Kit C); (c) Kit A; (d) Kit D.

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que, em todos os casos, a
concentracao contabilizada por qPCR continua inferior a concentracao inoculada em
uma ordem de grandeza, com excecao do protocolo D. Para o Ultimo referido a
extracao foi mais ineficiente, evidenciando 3 ordens de grandeza abaixo da
concentracao inoculada. A discrepancia podera estar relacionada com a especificidade
do kit para a extracao de DNA a partir de fungos desenvolvidos em placa. Apesar dos
fungos serem também eucariotas, o protocolo utilizado pressupunha uma massa inicial
de 100 mg, bastante superior comparativamente a concentracao analisada (0,8 mg).

Adicionalmente, a presenca de SO, nas matrizes de vinho utilizadas podera também

ser uma potencial causa para a subestimacao detetada.
Por forma a avaliar a reprodutibilidade do processo de extracao de DNA foram

realizadas extracées em triplicado e duplicado, para os kits 1 e 2, respetivamente. Os

resultados obtidos estao evidenciados na figura 4.3.5.
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Figura 4.3.5: Avaliacao da reprodutibilidade da extracao de DNA obtida por: (A) Kit 1 a partir
de 45 mL de suspensoes de D. bruxellensis 21 inoculadas na matriz A; (B) Kit 2 a partir de 1 mL

de amostra inoculada na matriz B.

Por analise do grafico, verifica-se que diferentes extracoes de uma mesma amostra
conduzem a uma quantificacao distinta, ainda que na mesma ordem de grandeza. A
excecao apenas se verifica para uma das extracées realizada para 10* células/mL com
o kit de extracdo A. De facto, Longin et al. (2016) além de realcar a imprecisao da
quantificacdo da populacao em analise por intermédio de 3 kits comerciais, verificou
também a variabilidade de rendimentos de extracao de DNA. Também Tessonniere et
al. (2009) verificou uma grande variancia associada a extracao de uma mesma amostra
de DNA, o que reflete a problematica de repetibilidade da analise de populacoes de
Brettanomyces em vinho. Efetivamente, a técnica de qPCR nao pode ser utilizada para
uma quantificacao exata, mas apenas como aproximacao para a determinacao da

magnitude (ordem de grandeza) da contaminacao.

Por utilizacao dos diferentes equipamentos de qPCR, disponibilizados pelas
empresas | e Il, verificou-se que a mesma amostra (10* células/mL) devolveu uma
mesma quantificacao - 280 + 54 e 242 + 61 UFC/mL, respetivamente. Assim, apesar
das diferentes retas de calibracao que servem de base para a quantificacao, dos
primers utilizados, bem como dos programas de amplificacao, a quantificacao esta

padronizada para os 2 equipamentos em estudo.

Atendendo aos limites de detecao e quantificacao, o kit comercial 1 considera LOD
e LOQ de 1 e 8 UFC/mL, a partir do protocolo de extracao de DNA de 45 mL e 27 e 50
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UFC/mL para o protocolo efetuado a partir de 1,8 mL de amostra, respetivamente.
Relativamente aos limites de quantificacao descritos, a sua inoculacao conduziu a
concentracoes mais reduzidas do que as referidas (2,6 + 1,6 e 40,9 + 16,6 UFC/mL para
os protocolos de 45 e 1,8 mL, respetivamente). Ja para os limites de detecao houve
predominancia de falsos negativos (8 em 12). Estes resultados vém de encontro ao
descrito por Portugal e Ruiz-Larrea (2013), o qual verificou que populacoes de
leveduras com concentracoes inferiores a 100 UFC/mL podem conduzir a falsos
negativos. Este problema acaba por afetar a fiabilidade do kit testado, na medida em
que falsos negativos afetam a decisao do enodlogo, e, consequentemente, poderao
desencadear a deterioracao do vinho em garrafa.

Para o kit 2, foi elaborada uma reta de calibracao entre 8x10° e 80 UFC/mL através
do Standard kit associado. Atendendo a reta de calibracao obtida (declive=-3,53;
eficiéncia= 92 %; R?=0,9977; erro=0,304), o limite de quantificacdo obtido foi de 80
UFC/mL. Ja o limite de detecao chegou a 13 UFC/mL.

O estudo procurou também testar a especificidade dos kits comerciais, por
inoculacao, de uma mistura de leveduras isoladas de mosto amuado dessulfitado.
Tratando-se de mosto, é expectavel que a mistura contenha a microbiota presente na
pelicula dos bagos, juntamente com a estirpe selecionada para a fermentacao na
Sogrape Vinhos - S. cerevisiae QA23. Do teste efetuado no equipamento da empresa
|, por intermédio do protocolo de extracao A, nao foram devolvidos resultados
positivos, 0 que aponta para a especificidade dos primers utilizados para a
amplificacao de DNA de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis. Ja com o equipamento
do fornecedor do kit 2 verificou-se amplificacao quer a partir do protocolo de extracao
A (30 UFC/mL) como do B (101 + 63 UFC/mL). Desta forma, conclui-se que os primers
utilizados no kit 2 nao sao especificos para a estirpe em analise, sendo que,

provavelmente, amplificam uma regiao comum a outro tipo de microrganismo.

Por analise de uma suspensdao de 10* células/mL de D. bruxellensis 21 apds
tratamento térmico (65 °C, 10 minutos), foram obtidas concentracdes de (2,5+0,2) x10°
e (1,3+1,1) x10® UFC/mL, a partir dos kits de extracdo A e B, respetivamente. Os
resultados obtidos sdao expectaveis, ja que uma quantificacdao a partir de DNA nao

permite diferenciar células vivas de mortas (Neeley et al., 2005; Tofalo et al., 2012).
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4.4, Analise por citometria de fluxo

A metodologia de citometria de fluxo evidencia uma relacao de linearidade entre a
concentracao de D. bruxellensis 21 inoculada e quantificada no equipamento (figura
4.4.1), também assegurada pelo fornecedor entre 150 e 10° células/mL (Anonymous
(Sysmex Partec), 2019). Os valores obtidos encontram-se discriminados no apéndice D
(figura D.2).
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Figura 4.4.1: Quantificacao de D. bruxellensis 21 por citometria de fluxo de acordo com a

concentracao inoculada nas diferentes matrizes de vinho (a) vinho A (b) vinho B.

Ainda que as concentracdes devolvidas sejam inferiores as inoculadas, por
comparacao com os equipamentos de qPCR testados, verifica-se que, para a citometria
de fluxo, a subestimacao é ligeiramente inferior (de apenas 10 vezes). De acordo com
Serpaggi et al. (2010), os compostos fenolicos impedem que as sondas FISH penetrem
nas células, podendo esta ser uma possivel razao para a subestimacao evidente.
Adicionalmente, Peluso et al. (2014) verificou que os flavondides podem interferir
com o sinal e a detecao das sondas fluorescentes por citometria de fluxo.
Efetivamente, é notdrio que a menor complexidade do vinho A devolve concentracdes
ligeiramente superiores ao vinho B, ainda que na mesma ordem de grandeza.

Deste modo, foi procurado avaliar a influéncia da matriz na quantificacao por FISH-
FCM, por inoculacdo de 10* células/mL. Os resultados obtidos encontram-se

discriminados na figura 4.4.2.
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Figura 4.4.2: Avaliacdo da influéncia da matriz na quantificacao de D. bruxellensis 21 obtida

através do kit comercial 3 (10* células/mL).

De acordo com a quantificacao obtida, verifica-se que o kit em teste esta otimizado
para a detecao de D. bruxellensis em matrizes de vinho, devolvendo uma quantificacao
mais proxima do valor inoculado. Enquanto que as 2 matrizes de vinho em analise nao
demostram diferencas significativas em termos de quantificacao, a avaliacao de uma
mesma concentracao inoculada em solucao salina reduz a precisao do método. Desta
forma, a subestimacdao nao resulta da interferéncia da matriz. Segundo as
especificacoes, (Anonymous (Sysmex Partec), 2019), o kit comercial destina-se a ser
utilizado para a analise de vinhos brancos ou tintos, pelo que a corroboracao
experimental efetuada para o lancamento no mercado nao esta otimizada para a
detecao da estirpe noutro tipo de matrizes, como é o caso da solucao salina testada.

Outra possivel justificacao para a subestimacao detetada podera estar relacionada
com a proveniéncia do indculo para a preparacao das concentracoes analisadas. Assim,
foram preparadas amostras com concentracdo de 10* células/mL a partir de cultura
em placa e de meio liquido, estando os resultados obtidos esquematizados na figura
4.4.3.
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Figura 4.4.3: Determinacao da interferéncia do meio de proveniéncia de D. bruxellensis 21 na
quantificacao obtida por citometria de fluxo usando como matrizes os vinhos A e B inoculados

com 10 células/mL.

A semelhanca do verificado por qPCR, a inoculacdo da estirpe a partir de meio
seletivo solido devolve resultados médios ligeiramente superiores, quando comparado
com a inoculacdo a partir de meio liquido. Para a matriz A, as diferencas nao sao
significativas e em todos os casos a quantificacao devolvida encontra-se na mesma
ordem de grandeza. A justificacdo para os resultados obtidos podera estar relacionada

com a heterogeneidade celular verificada para cultura em placa.

A fim de avaliar a interferéncia da adicao de sulfitos ao vinho no desenvolvimento
de Brettanomyces, foi efetuada uma adicao de 100 mg/L de bissulfito de potassio (15
% v/v) a matriz B (118 mg/L de SO, total e 21 mg/L de SO, livre), passando a
concentracao de SO; livre para 51 mg/L. Efetivamente, segundo Portugal et al. (2014)
uma concentracao total de 100 mg/L de metabissulfito de potassio é suficiente para
prevenir o crescimento de Brettanomyces em vinhos tintos na fase de envelhecimento.
Por inoculacdo de 10* células/mL de D. bruxellensis 21 no vinho B, antes e apos a
adicao de SO,, verificou-se a reducao da quantidade detetada. Enquanto no vinho sem
adicao de SO, foram detetadas 952 células/mL, a adicdao contribuiu para um valor de
480 + 226 células/mL. Sao varios os estudos que referem os sulfitos como potenciais
indutores do estado VNC de Brettanomyces (Du Toit et al., 2005; Serpaggi et al., 2010,
2012). Du Toit et al. (2005), verificou que, para concentracdes superiores a 0,8 mg/L
de SO, total, nenhuma célula cresce em meio sélido. Ainda assim, a capacidade de os
sulfitos contribuirem para a inducao do estado VNC apenas seria comprovada caso fosse

promovido o crescimento em placa paralelamente a analise por FCM. Este estudo foi
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realizado por Serpaggi et al. (2012), tendo de facto verificado que o stress oxidativo
contribui para o desenvolvimento do estado VNC.

Face aos resultados obtidos, a adicao de dioxido de enxofre ao vinho parece
contribuir para a morte celular, visto que a concentracao de células viaveis devolvida
por FISH-FCM reduz em 49,6 %. Barata et al. (2008) chegou a uma conclusao
semelhante, tendo verificado morte celular de D. bruxellensis por adicao de didxido
de enxofre. Assim, D. bruxellensis 21 apresenta sensibilidade a SO,.

Todavia, algumas estirpes de Brettanomyces sao resistentes aos sulfitos (Avramova
et al., 2018). Face a resisténcia, a pasteurizacao torna-se, por vezes, uma alternativa
na indUstria vitivinicola. Efetivamente, Brettanomyces nao € resistente a temperaturas
superiores a 35 °C, pelo que os tratamentos térmicos em garrafas contaminadas podem
controlar a deterioracao do vinho (Fabrizio et al., 2015; Malfeito-Ferreira, 2018). Desta
forma, foi avaliada a influéncia do tratamento térmico a 65 °C, durante 10 minutos
para suspensdes inoculadas com 10* células/mL de D. bruxellensis 21. Os resultados
obtidos apos 48 horas do processo de tratamento térmico demonstraram um total de
278 + 127 células/mL. Comparando com os resultados obtidos através do tratamento
com SO, verificou-se uma reducao de células viaveis em 70,8 %. Ainda que o processo
nao pareca suficiente para a eliminacao total de D. bruxellensis 21. Fabrizio et al.
(2015) avaliou a inativacao 4 estirpes de D. bruxellensis por tratamento térmico. Neste
estudo foi possivel confirmar que a sensibilidade térmica esta dependente da estirpe
em analise, verificando-se por microscopia Otica, que a aglomeracdao de células

contribui para uma maior resisténcia.

Relativamente a especificidade das sondas utilizadas no kit 3 para a detecao de D.
bruxellensis, foi efetuada a inoculacdo de 10* UFC/mL de uma mistura de leveduras
isoladas de mosto dessulfitado da Sogrape Vinhos isenta de contaminacao por
Brettanomyces, na matriz A. Por analise através do software associado foram
detetadas 12 + 6 células/mL. Os falsos positivos detetados para a analise efetuada a
leveduras totais, poderao ser justificados pela ligacdo nao especifica das sondas
utilizadas (Serpaggi et al., 2012). Para subpopulacdes de células com marcadores de
expressao semelhantes, a sua diferenciacao torna-se complicada (Jahan-Tigh et al.,
2012).

Por ultimo procurou-se também avaliar LOD e LOQ do citébmetro de fluxo
disponibilizado. Como limite de detecao obteve-se o valor de 10 células/mL para o

vinho B. Por sua vez, a mesma inoculacao efetuada na matriz A devolveu 8 células/mL,
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sendo esta a menor concentracao quantificada (LOQ). Para a matriz B, a menor
quantificacdo registada correspondeu a inoculacdo de 50 células/mL, tendo devolvido
4 células viaveis/mL. Ainda assim, de acordo com o fornecedor, apenas é assegurada
uma sensibilidade de 150 células/mL (Anonymous (Sysmex Partec), 2019). Ja Serpaggi
et al. (2010) utilizando FISH-FCM para a detecao e enumeracao de Brettanomyces em
vinho tinto, verificou um limite de quantificacdo de 10? células/mL, sendo os
resultados obtidos lineares de 10* até 10’. Segundo Portugal et al. (2014) o limite de
quantificacdo determinado ¢é suficiente, na medida em que a producao de fendis
volateis apenas se torna significante acima de 1000 células/mL de Brettanomyces. No
entanto, segundo Biermann (2018), uma concentracao entre 50 e 200 células é
potencialmente indesejavel. De qualquer forma, a capacidade de crescimento da
estirpe em vinho, faz com que a avaliacao do risco nao seja pontual, requerendo uma

monitorizacao ao longo do tempo.
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4.5, Validacao da aplicabilidade dos kits comerciais para
amostras de vinho naturalmente contaminadas

Por forma a validar os kits 1 e 3, de qPCR e de citometria de fluxo, respetivamente,
para a quantificacao de Brettanomyces em amostras de vinho, foram utilizadas as
amostras apresentadas na tabela 4.5.1. E de realcar que, para qualquer dos métodos
em analise a quantificacdo obtida podera nao corresponder a presente nos vinhos, face
a subestimacao verificada. Assim, nao € possivel assegurar uma quantificacao exata de
D. bruxellensis.

Das amostras apresentadas, 6574 corresponde a uma amostra proveniente da
aplicacao de teste olfativo, sendo que “6574 barrica”, corresponde ao mesmo vinho
antes de enriquecido com meio de cultura seletivo para a realizacao do teste olfativo.

Ja a amostra 33 corresponde a inoculacao de D. bruxellensis 33 em vinho tinto reserva.

Tabela 4.5.1: Comparacao das concentracées de Brettanomyces obtidas por qPCR (kit 1) e

citometria de fluxo (Kit 3).

Amostras
33 6574 6574 barrica
Kit 1 7 . 3
(UFC/mL) 6,4x10 5,0x10 1,1x10
Kit 3 ; ; )
(células/mL) 1,2x10 1,2x10 5,8x10

Analisando os resultados obtidos verifica-se que as concentracdes obtidas por gPCR
sdo bastante mais elevadas, comparativamente a metodologia de citometria de fluxo.
Este resultado podera estar relacionado com o facto de a analise por citometria de
fluxo apenas ter sido realizada 48 dias apos o teste por gPCR. Apesar de as amostras
terem sido armazenadas a 4 °C, o elevado tempo entre analises contribui para o
desenvolvimento do estado VNC, bem como para a inducao de morte celular.
Adicionalmente, o kit 3 recorre a tecnologia FISH, contendo uma mistura de sondas-
alvo fluorescentes para diferentes regides conservativas de 185 rRNA de
Brettanomyces, pelo que permite a discriminacao entre células vivas e células mortas,
ndo conseguida por intermédio da metodologia de PCR quantitativo (Anonymous
(Sysmex Partec), 2019).
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Adicionalmente, foi também verificada a fiabilidade dos kits 1 e 3, visto ter sido
detetada a presenca de Brettanomyces na mesma amostra de vinho antes e apos
enriquecimento. Conforme previsto, a concentracao de Brettanomyces na amostra
retirada diretamente da barrica é inferior a detetada apds a realizacao do teste
olfativo, o que se justifica através das condicbes mais favoraveis ao crescimento

proporcionadas pela adicao de meio de cultura.

A fim de validar o kit 2, foram recolhidas 2 amostras de barrica, apos confirmacao
da presenca de Brettanomyces por teste olfativo. A descricao das referidas amostras
encontra-se descrita no apéndice A. Para ambas foi verificada a detecao de
Brettanomyces, ainda que em concentracoes bastante reduzidas. Para a amostra 17770
(Douro tinto), nao houve quantificacao visto nao ter sido atingido o threshold (Cr).
Com base nos resultados obtidos na seccao anterior (4.3.2) é possivel concluir que a
concentracao devera ser inferior a 13 UFC/mL, valor este correspondente a menor
quantificacdo determinada através do kit comercial em estudo. Assim, estando a
amostra diluida num fator de 2, é possivel concluir que a concentracao em barrica
devera ser inferior a 26 UFC/mL. Ja para a amostra 17768 (Douro tinto) foi obtida uma
concentracao de 73 UFC/mL. Dada a baixa concentracao detetada em barrica, esta
metodologia revela-se eficaz para uma atuacao preventiva, evitando, deste modo, a

producao de fendis volateis acima dos limites de detecao.
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4.6. Analise por teste olfativo

Em paralelo a metodologia de qPCR foi realizado o teste olfativo efetuado na
Sogrape Vinhos para a detecao de Brettanomyces. Dentro das concentracoes analisadas
por gPCR apenas 10%, 10* e 10° células/mL, inoculadas nas matrizes A e B, foram
detetadas como positivas. Efetivamente, segundo Portugal e Ruiz-Larrea (2013), D.
bruxellensis apenas comeca a ser detetavel para concentracoes de células
metabolicamente ativas superiores a 10° células/mL. Ja Couto et al. (2005), defende
que o tempo necessario para a detecao de fendis volateis por intermédio do teste
olfativo esta dependente da concentracdo de Brettanomyces. Para as concentracoes
em analise, o tempo necessario para obter um resultado positivo é de 4, 3 e 2 dias
para 10°, 10* e 10° células/mL, respetivamente. De facto, as mesmas concentracdes
preparadas no vinho A evidenciaram um resultado positivo ao final de 4 dias de
incubacao. No entanto, para a detecao de Brettanomyces no vinho B foram necessarios
os 10 dias de incubacao, o que de facto comprova a afirmacao de que a complexidade
da matriz influencia o desenvolvimento do microrganismo em estudo (Delaherche et
al., 2004; Savazzini e Martinelli, 2006; Tessonniére et al., 2009; Tofalo et al., 2012).

4.6.1. Limiar de concentracao para a detecao de
fendis volateis

Utilizando as matrizes B e C, foram efetuadas inoculacées de D. bruxellensis 21 de
forma a obter concentracdes de 1, 8, 15, 27, 50, 100, 200 e 1000 células/mL. Ao fim
de 10 dias de incubacao nenhuma das preparacdes evidenciou um resultado positivo
quer através do teste olfativo (realizado por 2 peritos), como através da detecao de
fenois volateis por GC-MS.

O resultado obtido podera estar relacionado com a concentracao de SO, molecular
livre presente nas matrizes em estudo, dificultando o desenvolvimento da estirpe. De
acordo com Chandra et al. (2016), para garantir o crescimento de Brettanomyces deve

procurar-se a remocao de SO do vinho.

Adicionalmente, foram também avaliadas as concentracées de 1500, 10* e 10°
células/mL de D. bruxellensis 21 no vinho C. Para as referidas inoculacoes foi devolvido
um resultado positivo quanto a detecao de fendis volateis por teste olfativo.

Paralelamente, foi efetuada a correspondéncia em termos de fendis volateis
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produzidos por GC-MS, bem como da concentracao de Brettanomyces ao fim dos 10
dias de incubacao por citometria de fluxo.

Os resultados encontram-se descritos na tabela 4.6.1.

Tabela 4.6.1: Correspondéncia entre a concentracao de D. bruxellensis 21 inoculada no vinho
C e a concentracao de fendis volateis (por GC-MS) e da estirpe ao fim de 10 dias de incubacao

(por citometria de fluxo).

Concentracao
inoculada

(células/mL)

Concentracao apods 10 dias
de incubacao

(x10° células/mL)

Concentracao
de 4-EP
(x10° pg/L)

Concentracao
de 4-EG
(x10? pg/L)

1500 2,8+2,3 2,3+0,2 2,9+0,5
10* 5,8 +0,1 2,3+0,2 3,0+£0,9
10° 6,0+0,6 2,7+0,9 2,9+0,6

Analisando os resultados obtidos, verifica-se uma uniformidade relativa a
concentracao de D. bruxellensis viavel ao fim de 10 dias de incubacdao, bem como do
teor de fendis volateis produzidos. As concentracoes obtidas sao bastante superiores
ao limiar de detecao olfativo (entre 400 e 430 pg/L) (Portugal et al., 2014; Guzzon et
al., 2017). Segundo Chatonnet et al. (1995), o limitar de percecao de fenois volateis
em vinho tinto ronda os 426 pg/L para uma mistura 1:10 de 4-EP:4-EG, o que se verifica
para uma populacao de Brettanomyces ativa superior a 10° células/mL (Portugal et al.,
2014).

A concentracao de 4-EP obtida esta em concordancia com os resultados obtidos por
Serpaggi et al. (2012), tendo verificado concentracoes de 2,5 + 0,1 mg/L para
Brettanomyces cultivaveis. Ja o estado VNC conduz a concentracoes de 4-EP mais
reduzidas (em torno de 1,9 mg/L). Face a presenca de SO, no vinho utilizado como
matriz para a realizacao do teste olfativo, é expectavel que a concentracao de 4-EP
produzida seja intermédia dos valores descritos.

Efetivamente. a producdao de fenodis volateis esta dependente da estirpe de
Brettanomyces, bem como do tipo de vinho. De acordo com Coulon et al. (2010), ha
uma relacao entre o estado fisioldgico de D. bruxellensis e a sua capacidade de

produzir fendis volateis.
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Quanto a concentracao de células devolvida por citometria de fluxo ao fim dos 10
dias de incubacao, verifica-se que, apesar das diferentes concentracoes inoculadas,
todas tendem para uma mesma ordem de grandeza (10°). Também Chandra et al.
(2016) verificou o crescimento de D. bruxellensis inoculada em vinho comercial a
atingir niveis entre 6 a 8 log UFC/mL.

A semelhanca de concentracoes obtidas no término da incubacao, quer ao nivel de
fendis volateis como de células viaveis, devera estar relacionada com uma limitacao
de substrato, visto o acido p-coumarico ser um dos principais percursores da producao
de etil-fendis (Coulon et al., 2010; Chandra et al., 2016). Este composto encontra-se
presente no meio de cultura seletivo utilizado para o crescimento de Brettanomyces.
Tendo sido adicionado, para as diferentes concentracées, um mesmo volume de meio
de cultura (40 mL), entao, é expectavel que haja uma tendéncia de crescimento e

producao de fendis volateis para um mesmo valor.
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4.7. Comparacao das metodologias utilizadas para a
detecao de Brettanomyces

Atendendo as técnicas de biologia molecular avaliadas para a detecao de D.
bruxellensis verifica-se que ambas se apresentam como mais rapidas por comparacao
ao teste olfativo SniffBrett. Ainda assim, as novas metodologias apresentam um
elevado custo associado (Serpaggi et al., 2010; Jahan-Tigh et al., 2012; Loftie-Eaton
etal., 2014).

Conforme apresentado na tabela 4.7.1, ha uma grande discrepancia dos custos de
analise associados a metodologia tradicional em comparacdao com as tecnologias
moleculares. Como tal, a analise sistematica de vinhos tintos devera,
preferencialmente, ser efetuada por aplicacao do teste olfativo. A mais valia associada
a aquisicao dos equipamentos em estudo prende-se com a rapida capacidade de
resposta, aquando da detecao de uma amostra positiva (por intermédio do teste
olfativo). Assim, a amostra proveniente de um conjunto de 10 barricas podera ser
reavaliada, de forma a verificar em qual das barricas ocorre, efetivamente, a
contaminacao. Em todo o caso, a aplicacao desta alternativa de controlo implicaria
um aumento de custos entre 3 470 € e 5210 € por ano, conforme discriminado no
apéndice E.

Uma outra possivel limitacdo, bastante abordada para a técnica de PCR quantitativo
corresponde aos elevados limites de detecao e quantificacao reportados.
Consequentemente, podem gerar-se falsos negativos, conforme foi reportado para os
kits 1 e 2. Segundo Longin et al. (2016), os kits comerciais de qPCR subestimam
frequentemente a concentracao de D. bruxellensis, conduzindo a uma imprecisao da
contaminacao mensuravel, que, de certa forma, acaba por contribuir para gerar falsos
negativos. Esta €, também, uma problematica comum a metodologia de citometria de
fluxo (Longin et al., 2017), bem como ao teste olfativo, sendo que baixas
concentracdes celulares (inferiores a 10° células/mL), podem ndo contribuir para a
formacao de fenois volateis acima do limite de detecao (Portugal e Ruiz-Larrea, 2013).

Adicionalmente, a técnica de PCR quantitativo, assentando na amplificacao de DNA,
apresenta como inconveniente a quantificacado de células mortas. Assim, a
monitorizacao da contaminacao do vinho apenas podera ser conclusiva por realizacao
de varias analises, espacadas no tempo. Ja o kit de citometria de fluxo testado,
incidindo na detecao de rRNA, apenas quantifica células vivas, permitindo uma

conclusao imediata acerca da contaminacao do vinho, aquando da analise.
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Quanto aos falsos positivos, estes podem estar relacionados com a amplificacao nao
especifica, detetada para os kits 2 e 3. Estes resultados colocam em causa a
especificidade dos kits para algumas estirpes de D. bruxellensis, conduzindo ao
incremento da concentracao de sulfitos adicionados.

A comparacao das metodologias encontra-se sintetizada na tabela 4.7.1.

Tabela 4.7.1: Quadro-sintese de comparacao das metodologias em estudo para a detecao de D.
bruxellensis 21 (*: para o protocolo de extracao de DNA a partir de 45 mL de amostra; °:

extracdo de DNA a partir de 1,8 mL de amostra - kit 1;  para a matriz A; ¢ para a matriz B).

) LOD LOQ ) ) L Custo/
Metodologias | Tempo | Alvo Linearidade | Especificidade
(UFC/mL) | (UFC/mL) amostra (€)
10 Fenois
Teste olfativo . -) - - Sim 0,52
dias | volateis
) > 12 82
Kit 1 4h00 DNA 10%-10° Sim 17,72
> 27° 50°
Kit 2 1h30 DNA 13 80 10%-10° Nao 14,59
_C 1OC
Kit 3 3h00 rRNA 10-10° Nao 20,81
10¢ 50¢

47




Validacao de metodologias para o controlo de Brettanomyces/Dekkera em vinhos tintos

5. Conclusao

Com base no trabalho desenvolvido concluiu-se que todos os kits comerciais
analisados apresentam as suas limitacoes. Os kits A e B sao adequados para a extracao
de DNA a partir de vinhos tintos, comparativamente a protocolos gerais (kit D).
Todavia, a subestimacao da concentracao inoculada é evidente. Os kits 1 e 2 de qPCR
demonstraram uma relacao de linearidade entre a concentracao inoculada e a
quantificada no equipamento. Para o primeiro referido foram obtidos LOD superiores
a 1/8, a partir dos protocolos de extracao através de 45 e 1,8 mL de amostra,
respetivamente. Quanto a LOQ, foram registados os valores de 2,6+1,6 e 40,9+16,6
UFC/mL, respetivamente associados a inoculacao de 8 e 50 UFC/mL. Ja para o kit
comercial 2, LOD e LOQ devolveram os valores de 13 e 80 UFC/mL respetivamente.
Adicionalmente, verificou-se a reprodutibilidade da quantificacao efetuada nos
diferentes equipamentos de qPCR. Apesar disso, entre réplicas, esta apenas pode ser
considerada com base na ordem de grandeza de contaminacao. A analise é rapida, mas
0s custos associados sao mais elevados (17,72 e 14,59 €/amostra, para os kits 1 e 2,
respetivamente), comparativamente ao método tradicional (0,52 €/amostra).

Para o kit comercial de citometria de fluxo, a subestimacao da concentracao
inoculada foi inferior a detetada por qPCR, tendo também evidenciado uma relacao de
linearidade (neste caso entre 10 e 10° células/mL). O limite de detecédo foi de 10
células/mL para o vinho B, enquanto a quantificacdo mais reduzida efetuada (4
células/mL) resultou da inoculacao de 50 células/mL. Ja para o vinho A apenas foi
quantificada uma concentracdo minima de 8 células/mL, corresponde a uma
inoculacao de 10 células/mL. O kit esta também bem-adaptado para matrizes de vinho,
apresentado reprodutibilidade entre diferentes extracdes, com base no logaritmo de
contaminacao devolvido. Adicionalmente permite a diferenciacao entre células vivas
e mortas, contrariamente ao obtido para os kits de gPCR. Ainda assim, trata-se do
método com maior custo associado (20,81 €/amostra).

Quanto a especificidade, apenas o kit 1 demonstrou capacidade de diferenciacao de
D. bruxellensis entre a diversidade de microrganismos presentes nos vinhos.

Face a avaliacao das medidas de controlo de Brettanomyces, verificou-se que o
tratamento térmico a 65 °C nao é suficiente para promover a completa morte celular,
ainda que devolva concentracoes inferiores (278 + 127 células/mL), comparativamente
ao tratamento por adicao de SO; (480 + 226 células/mL).

Quanto ao método convencional, a detecao olfativa de D. bruxellensis 21 apenas foi

conseguida a partir da inoculacao de uma concentracao de 1500 células/mL na matriz
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C. Concentracoes inferiores apresentam maior dificuldade de resistir perante o stress
imposto num vinho com tratamento de SO,. De qualquer forma, aquando da detecao,
4-EP e 4-EG rondam os valores de 2,3 e 0,29 mg/L, respetivamente, com a levedura
presente numa concentracao de 6 log de células/mL.

Em suma, com base nas técnicas de biologia molecular seria possivel atuar de
imediato aquando da detecao de Brettanomyces, evitando a producao de fendis
volateis em vinhos tintos. Adicionalmente, tratando-se de um método quantitativo, ao
determinar a concentracao presente, os conservantes apenas seriam adicionados numa
concentracao suficiente para o combate da deterioracdo. Ainda assim, as limitacoes
verificadas, bem como o elevado custo associado requer a ponderacao perante a

aquisicao dos referidos equipamentos.
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6. Proposta de trabalho futuro

Como trabalho futuro devera procurar-se assegurar a validade estatistica dos
resultados obtidos, sobretudo nos principais aspetos em estudo - LOD e LOQ,
especificidade de amplificacao para Brettanomyces, bem como quantificacao de
células mortas. Em todos os casos, devera ser utilizado um vinho sintético, sem adicao
de SO, e baixa concentracao de etanol. Os referidos compostos, ao induzir stress
celular, poderdao estar na base da subestimacdo obtida nos varios ensaios.
Adicionalmente, deve também procurar-se a confirmacao da concentracao inoculada,
promovendo a contagem por microscopia e crescimento em placa das varias suspensoes
em vinho preparadas.

Em termos da especificidade, podera ser promovido o ensaio com varias culturas
puras de estirpes presentes nos vinhos, como é o caso de S. cerevisiae e O. oeni.
Apesar de ter sido verificada a auséncia de Brettanomyces na mistura de leveduras
utilizada através de métodos convencionais (crescimento em meio seletivo liquido e
solido), é importante assegurar a validade do resultado obtido, recorrendo a uma
sequenciacao de alta performance.

Por Gltimo, outro aspeto de interesse passaria pela transposicao do estudo efetuado

a uma estirpe de D. bruxellensis isolada de vinhos contaminados da Sogrape Vinhos.
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Apéndices

Apéndice A. Descricao dos vinhos analisados

Tabela A.1: Descrigdo completa das analises efetuadas aos vinhos utilizados para a realizagdo do projeto (os valores a negrito evidenciam resultados fora do
expectdvel para a validacdo dos vinhos, tendo sido posteriormente efetuada a respetiva correc¢ao).

Acidez total Acidez total | Acidez volatil
o SO, SO, SO, e r ..
. tituldvel FTIR FTIR . Teor alcoométrico | Indice de fendis
Amostras Vinho . . L. L. L. L pH livre total | molecular i, .
(&cido sulfurico) | (acido tartérico) | (acido acético) (ma/L) | (me/L) (mg/L) adquirido (% vol.) totais
(g/L) (g/L) (g/L) & g g
Matrizes
(A) Douro
11193 . 3,31 5,07 0,59 3,75 42 102 0,72 13,58 64
Tinto 2018
13287 | (B)Douro 3,43 5,25 0,76 3,63| 50 153 1,15 14,17 98
Reserva 2016
1111 | © /;(')elrgejo 3,37 5,16 0,86 3,79 | 29 100 0,45 13,54 ;
Vinhos contaminados
g574 | Vinho Tinto 3,33 5,09 0,47 3,72| 343 | 81 . . .
Lisboa
Douro Tinto
17768 5018 3,36 5,16 0,57 3,81 38 77 - - -
Douro Tinto
17770 2018 3,39 5,19 0,57 3,81 | 35,1 71 - - -
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Apéndice B. Descricao de meios de cultura

A composicao do meio de cultura Yeast Extract Peptone Dextrose agar (YEPD agar),
utilizado para o crescimento de leveduras, encontra-se descrito na tabela B.1. As
quantidades descritas na tabela correspondem a preparacao de 1 litro de meio. Os
componentes devem ser misturados em parte do litro de agua necessario, sendo
promovida a agitacao para a sua dissolucao. Por fim, é adicionada a agua em falta.

O meio de cultura é entdo autoclavado, a 121 °C.

Tabela B.1: Constituicao do meio seletivo YEPD para a enumeracao de leveduras totais

Componentes Quantidade
Glucose 20¢g
Peptona de caseina 20¢g
Agar 20¢g
Extrato de levedura 10g
Cloranfenicol 1¢
Agua destilada 1L
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Apéndice C. Equacodes auxiliares

C. 1. Calculo da taxa de crescimento especifica para
microrganismos

A fase exponencial de crescimento pode ser descrita de acordo com a equacao C.1.1,
em que X corresponde ao numero de células, neste caso descrito em termos de
densidade otica (600 nm), t ao tempo, em horas, e p a taxa especifica de crescimento,
emh’,

Rearranjando a equacao diferencial (eq.C.1.2), por integracao, é possivel obter a
equacao C.1.3, que pode ser descrita como uma regressao linear, onde y=IlnX, e x=t, o

que permite obter a taxa de crescimento especifica, a partir do declive da reta.

ax _

T X Eq. (C.1.1)
2 = pde Eq. (C.1.2)
InX = ut + InX, Eq. (C.1.3)

C. 2. Contagem do numero total de células por microscopia
de fluorescéncia

A contagem do numero total de células por intermédio de microscopia de
fluorescéncia, utilizando DAPI recorreu a equacao C.2.1, em que N corresponde a
média do nimero de microrganismos contados nos 10 campos representativos do filtro,
Sm a superficie da membrana filtrante (2,27 cm?), d ao fator de diluicdo, S a area de
membrana visualizada no microscopio com ampliacdo 100x (1*10* cm?), e V ao volume

de amostra filtrado.

N*Spyxd

Células/mL =
S*xV

Eq. (C.2.1)
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C. 3. Contagem do numero total de células através da camara de
Neubauer

A contagem de leveduras foi realizada ao microscopio 6tico com uma objetiva 40x.
Como regra de contagem considerou-se que células com sobreposicao das linhas
esquerda e de base de um quadrado da grelha nao seriam contabilizadas. Foi ainda
considerado que, no caso de células agregadas, apenas seriam contadas como
separadas no caso da de menor tamanho apresentar pelo menos metade da dimensao
da célula-mae (Bastidas, 2008). Para assegurar a exatidao do método procurou-se
atingir entre 250 a 300 células por contagem.

O nUmero total de leveduras foi calculado através da equacao C.3.1, em que N
corresponde ao numero de células, n ao nimero de quadrados, V ao volume do

quadrado (6,25*10® mL) e d ao fator de diluicao utilizado.

Nx*d
nxV

Células/mL = Eq. (C.3.1)

C. 4. Calculo da concentracao de SO livre molecular

A concentracao de SO; ativo nos vinhos € obtida em mg/L, a partir da equacao C.4.1,
em que SO; (livre) € a concentracao de SO; livre em mg/L, TAV corresponde ao teor

alcoométrico adquirido, em % vol. e T a temperatura, em °C.

S0, (livre)
10PH-1,92-0,02(TAV-10)-0,031(T—20) 1 1

S0, (molecular) = Eq. (C.4.1)
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Apéndice D. Quantificacao obtida por PCR quantitativo e
citometria de fluxo

Tabela D.1: Quantificacao obtida pelos diferentes kits de qPCR testados de acordo com a

concentracao exata de D. bruxellensis 21 inoculada nas matrizes de vinho A e B.

Concentracao Quantificacao (UFC/mL)
real (células/mL) Vinho A Vinho B
27,0
49,9 (3,7+2,4) x 10 (4,2+1,6) x 10°
Kit 1 199,8 (8,5¢1,3)x 10' | (1,220,5) x 107
*extragio a partir 999,6 (2,00,6) x 102 | (1,120,9) x 102
de 1,8 mL amestra 9996,5 (1,5¢0,2) x 10° | (1,720,4) x 10°
99964, 8 (7,983,1) x 10° | (1,7£0,4) x 10°
1,0 (4,15,8) x 10™
8,0 (3,1£2,6) x 10°
Kit 1 50,0 (8,310,2) x 10°
*extracdo a partir 200,7 (4,7+0,0) x 10'
de 45 mL amostra 1002,7 (1,640,8) x 102
10026,7 (1,5+0,8) x 10°
99980,2 (3,50,8) x 10°
100,0 (1,6:0,1) x 102 | (3,0+1,4) X 107
Kit 2 9985, 1 (8,15,0) x 102 | (1,3%1,0) x 107
99850,7 (5,2¢2,2) x 10° | (6,2¢2,1) x 10°
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Tabela D.2: Quantificacdo obtida através da aplicacdo do kit 3 de citometria de fluxo por

inoculacao de D. bruxellensis 21 nos vinhos A e B.

Concentracao Quantificacao
real (células/mL) (células/mL)
Vinho A
10,0 8
50,0 (4,0+5,7) x 10°
200,3 (2,2+1,4) x 10
996,8 (1,1£1,0) x 107
9967,6 (1,70,5) x 10
99676,4 (1,7+1,0) x 10*
Vinho B
10,0 0
50,0 (4+0) x 10°
200,6 (2,6+0,8) x10'
999,0 (6,4+1,7) x 10
9990,3 (9,3+1,6) x 10?
99903, 1 (1,0+1,7) x 10*
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Apéndice E. Analise financeira

Para a aquisicao de alguma das tecnologias moleculares em analise pela Sogrape
Vinhos € necessario avaliar os gastos adicionais que a implementacao nos
procedimentos de rotina implica. Desta forma, a tabela E.1 sintetiza os custos

associados.

Tabela E.1: Discriminacao dos custos dos kits requeridos para a analise por cada uma das
metodologias (* Standard Kit serve para a elaboracao da reta de calibracao, requerendo uma
Unica realizacao por utilizador; para a obtencado do custo por amostra considera-se que o

referido kit permite a quantificacao de um total de 300 amostras).

Custo NUmero de Custo/ Custo total/
Empresas Kits o
unitario (€) amostras amostra (€) amostra (€)
A 700 96 7,29
I 16,67
1 900 96 9,38
B 260 100 2,60
Il 2 490 48 10,21 13,54
Standard Kit 220 - 0,73
1] 3 1000 50 20,00

Além dos custos apresentados, € também necessario considerar o material
consumivel requerido para a realizacao dos ensaios.

Os custos associados a gPCR foram estimados de acordo com a empresa |, nao tendo
sido pedido nenhum orcamento a qualquer outro fornecedor. Tendo sido considerado
que cada amostra requer a utilizacdo unitaria de cada um dos consumiveis (tubos de 1
mL, pontas de 1000, 200 e 20 pL, tubo e tampa para analise por gPCR), estima-se um
total de 1,05 € adicionais por cada amostra.

Também a analise por citometria de fluxo, requer a compra de consumiveis. Para
tal, é recomendada a aquisicao de tubos de 2 mL, pontas de 1000, 200 e 20 L, tubos
de 3,5 mL, solucao de lavagem, solucao de descontaminacao, solucao de hipoclorito,
Sheath fluid e Count Check Beads green, para a calibracao do equipamento. O custo

unitario dos consumiveis apresentados perfaz um total de 0,81 €.
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Desta forma, o custo total para a analise de 1 amostra por gPCR da empresa | ronda
os 17,75 € e 14,60 € para a empresa Il. Quanto a citometria de fluxo, a analise ficara
por 20,81 €.

Considerando que, desde janeiro até julho de 2019 foram detetadas 163 amostras
positivas através de SniffBrett, entao, por ano, em média, sao contabilizadas cerca de
280 amostras positivas na Sogrape Vinhos. Com a implementacao de qualquer das
metodologias moleculares, vinhos complexos, bem como repeticoes de amostras
retiradas de um conjunto de 10 barricas deixariam de ser analisadas pela metodologia
convencional. Assim, o aumento de custos verificado rondaria os 4 345 €, 3470 € e
5210 € para os kits 1, 2 e 3, respetivamente. A estimativa apresentada considera a
analise de todas as amostras positivas detetadas em 1 ano por intermédio das

tecnologias em estudo.



