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2. Estrutura da Tese

A presente Tese esta dividida no seguinte forma: Introducdo, Objetivos (Geral e
Especificos e Hipotese Cientifica para o desenvolvimento da Tese), dois Capitulos na
forma de artigos cientificos, Discussdo, Conclusfes, Perspectivas, Referéncias

Bibliograficas e Anexos.

Na Introducdo, sdo abordadas questdes especificas relacionadas ao tema da Tese,
baseadas nas Referéncias Bibliograficas consultadas e justificando o referido trabalho.
Serdo desenvolvidos assuntos como a importancia e aplicacdo industrial dos ésteres
como biomoléculas, principalmente o acetato de etila; a producao de ésteres por micro-
organismos, evidenciando o papel das leveduras e as principais variaveis que interferem

neste processo.

O Capitulo 1 mostra os experimentos iniciais do projeto e engloba todos 0s
procedimentos utilizados para o desenvolvimento e validagdo do método de
determinacdo de ésteres utilizando a microextragdo em fase sdlida (SPME) e
cromatografia gasosa (GC). Estes resultados geraram o primeiro artigo, intitulado
“Evaluation of acetate and ethyl esters production by yeast strains from South Brazilian
wine and homemade cheeses in solid medium and headspace solid-phase

microextraction procedure”, ainda em fase de preparagao.

O Capitulo 11 contém os dados da producao de ésteres pela levedura selecionada
nos experimentos iniciais, Zygosaccharomyces bailii BCV 08, a otimizacdo das
condicdes de temperatura e agitacdo e o efeito das fontes de carbono (glicose e frutose)
e do mosto de uva Chardonnay clarificado, bem como, os experimentos com diferentes
condi¢es de pH e em biorreatores de 5L. Estes resultados deram origem ao artigo
intitulado “Evaluation and improvement of esters production by the yeast
Zygosaccharomyces bailii isolated from Brazilian red wine”, submetido ao periddico

Food Microbiology.

A Discussdo contempla os comentarios a luz da literatura sobre os resultados
apresentados nos Capitulos | e 11 e a importancia cientifica do estudo desenvolvido, bem

como, o impacto dos resultados obtidos. Para finalizar, forma descritas as Conclusdes e



Perspectivas geradas com o estudo, além das Referéncias Bibliograficas utilizadas na

confeccdo da tese, seguida pelos Anexos.
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Resumo

Esteres produzidos por via biotecnoldgica sdo considerados e classificados como
naturais e sua demanda tem aumentado. Vérias leveduras podem produzir ésteres e seu
método de selecdo € altamente importante para inimeros tipos de industrias. Trinta e
quatro cepas de leveduras, isoladas de vinhos tintos em barris de carvalho elaborados na
Serra Gaulcha e de queijos artesanais do Sul do Brasil, foram utilizadas neste trabalho.
Cada cepa foi inoculada na superficie de meio sélido inclinado rico em glicose e
nitrogénio, diretamente no frasco utilizado para a microextracdo em fase sélida (SPME)
seguida pela injecdo num cromatdgrafo gasoso com deteccdo por espectrometria de
massas (GC/MS) e quantificacdo utilizando detector de ionizacdo de chama (GC-FID).
O método foi desenvolvido e validado, sendo que a fibra DVB/PDMS/CAR,
temperatura de extracdo de 80°C e 20 minutos de aquecimento da amostra antes da
extracdo foram as condi¢bes Otimas estabelecidas. A metodologia de superficie e
resposta foi usada para a otimizacdo da producdo de acetato de etila pela levedura
Zygosaccharomyces bailii BCV 08, e um planejamento fatorial 22 foi aplicado para
determinar as melhores condi¢cBes de temperatura de cultivo (X1, 20 até 36 °C) e
agitacdo (X2, 0 a 200 rev/min). Os melhores resultados foram obtidos com a temperatura
de 28 °C e 0 rev/min, onde houve um aumento de 60% na producdo de acetato de etila.
Foram avaliados os efeitos das fontes de carbono (glicose e frutose) e do mosto de uva
sobre a producdo de acetato de etila. A méaxima concentracdo de acetato de etila
produzida foi de 71,11 mg/L, utilizando o mosto de uva como meio. Experimentos
utilizando biorreatores de 4L levaram a producdo méaxima de 133,74 mg/L de acetato de
etila, 14,57 mg/L de hexanoato de etila, 4.093,74 mg/L de octanoato de etila e 3.775,28

mg/L de decanoato de etila.

Palavras-chave: ésteres, acetato de etila, otimizacdo, Zygosaccharomyces bailii,
SPME, leveduras.



Abstract

Esters produced by biotechnological means are legally labeled as natural and there is an
increasing demand for these products. Several yeasts can accumulate esters, and their
selection is highly interesting for many industries. Thirty-four yeast strains isolated
from red wine oak barrels of Serra Gaucha winemaking region and from homemade
cheeses of Southern Brazil were used in this research. The yeasts were inoculated in
agar slants of a solid medium rich in glucose and nitrogen, directly inside the extraction
transparent glass vials, using a headspace solid phase microextraction (SPME) method
followed by injection of gas chromatography with mass spectrometric detection
(GC/MS), and quantification by flame ionization detector (GC/FID). The analytical
method was developed and validated, and the DVB/PDMS/CAR fiber, extraction
temperature of 80°C, and 20 minutes of sample heating time volatilization prior to the
extraction step were the best conditions. A response surface methodology was used to
optimize the production of ethyl acetate by Zygosaccharomyces bailii BCV 08, which
was selected, and a 22 full factorial central composite design was applied to determine
the best conditions for the cultivation temperature (X1, 20 to 36 °C) and stirring speed
(X2, 0 to 200 rev/min). The best results were found with temperature of 28 °C and
medium agitation of 0 rev/min, with a 60% increase in ethyl acetate production. We
evaluated the effect of the carbon sources (glucose and fructose) and grape must on
ethyl acetate formation; the maximal yield was reached with grape must and the highest
concentration of ethyl acetate produced was 71.11 mg/L. Employing experiments on
bioreactors of 4L, it was possible to improve the esters production by this yeast; a
maximal production of 133.74 mg/L of ethyl acetate, 14.57 mg/L of ethyl hexanoate,
4093.74 mg/L of ethyl octanoate, and 3775.28 mg/L of ethyl decanoate was reached.

Keywords: esters, ethyl acetate, optimization, Zygosaccharomyces bailii, SPME, wine

yeasts.
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4. Introducéo

4.1. Esteres e sua importancia

A demanda conduzida pelos consumidores por sabores, aromas e outras
moléculas naturais tem estimulado consideravel progresso cientifico, industrial e
comercial no desenvolvimento de novos processos e produtos utilizando micro-
organismos (Schreier, 1997). Processos de producdo em escala industrial foram
desenvolvidos para produtos quimicos de sabor e aroma, tais como muitos ésteres. Os
ésteres sdo resultantes da combinacdo de uma molécula de alcool organico R*OH com
uma de acido organico, R?COOH, [R! — O — C (=0) — R?], com eliminacdo de uma
molécula de agua, sendo que, R e R? sdo radicais alquil ou aril, tanto em mono e di-
ésteres 4cidos (Clarke e Bakker, 2004).

Os ésteres sdo moléculas encontradas em diversos alimentos obtidos por via
fermentativa e atuam diretamente sobre a qualidade organoléptica de vinhos e cervejas,
sendo que 0s mais importantes sdo os acetil ésteres (Verstrepen et al., 2003). O grupo de
acetil ésteres se caracteriza por ter origem a partir de alcoois superiores, como o acetato
de isoamila (aroma de banana) e o acetato de feniletila (aroma de rosas) (Ribereau-
Gayon et al., 2004). Certas leveduras produzem grandes quantidades destes compostos,
0s quais contribuem para o aroma de vinhos jovens (Park et al., 2009). Os ésteres
volateis apresentam-se em pequenos niveis nas bebidas fermentadas, mas séao
extremamente importantes para o flavor e o perfil aromatico destes produtos (Lilly et
al., 2006).

Além disso, possuem um papel crucial, pois apresentam sensa¢des agradaveis ao
aroma, principalmente, os compostos formados a partir de acido acético, alcodis
superiores e acidos graxos com etanol (Torreas et al., 2003). Os acetil ésteres sdo muito
empregados como compostos aromaticos, pois sdo responsaveis por notas frutadas,
adocicadas e florais (Plata et al., 2005). De acordo com Ribereau-Gayon et al. (2006), o
aroma frutado dos vinhos apds o processo de fermentagdo é dado por uma mistura

complexa de acetato de hexila, caprilato de etila e caproato de etila (compostos que
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apresentam aroma de macd), acetato de isoamila (aroma de banana) e acetato de 2-
feniletila (aroma de rosas). Os etil ésteres sdo obtidos a partir da esterificacdo de acidos
graxos de cadeia longa e/ou curta e o grupo alcool e o etanol (Saerens et al., 2010).
Destes, destacam-se 0 hexanoato de etila (aroma de magé) e octanoato de etila (aroma
de macd acida) (Ribereau-Gayon et al., 2006).

Acetil ésteres e os etil éteres podem ser utilizados amplamente por distintas
aplicacdes industriais (Park et al., 2009). Esteres sdo empregados como moléculas
aromatizantes em diversos alimentos industrializados, tais como, sorvetes, biscoitos,
bebidas em geral, bolos e etc; podem ser utilizados como aditivos muito importantes e
de elevados custos, na industria de cosméticos e farmacéuticos (Singh et al., 2008).
Embora a maior parte destes compostos no mercado seja produzida via sintese quimica,
maior interesse concerne na producdo de ésteres via biossintese, assim considerados,

componentes naturais (Vandamme e Soetaert, 2002).

Acetato de etila, acetato de butila e butirato de butila, além de serem usados
como compostos de flavor, podem ser empregados como solventes industriais e séo
capazes de dissolver uma ampla variedade de compostos (Park et al., 2009). O acetato
de etila, um solvente altamente polar, € amplamente utilizado em tintas tipo laca a frio
para moveis de madeira, acabamento para pintura de veiculos e tintas para papel (Park
et al., 2009). Podem ser usados também como solvente para celulose, podendo dissolver

poliestireno (Loser et al., 2013).

4.2. Producao de ésteres por leveduras

As leveduras sdo amplamente utilizadas pelo homem, podendo ser consideradas
como benéficas e/ou deteriorantes na industria de alimentos, dependendo da matriz onde
se desenvolvem. Na inddstria de bebidas, possuem um papel fundamental, pois sdo
produtoras de etanol e inimeros compostos volateis, principalmente, espécies de
Saccharomyces cerevisiae. No vinho, a fermentacdo alcoolica realizada por estas
espécies de leveduras, contribui para o aroma do mesmo, pois produzem,
principalmente, etanol, alcodis superiores e ésteres (Mingorance-Cazorla et.al., 2003).
Alguns géneros de leveduras, assim como outros microrganismos, sdo grandes

produtores de ésteres (Rojas et al., 2003). Em condigdes Otimas, estes componentes
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podem ser obtidos sem que ocorram perdas no crescimento e no metabolismo

fermentativo de tais microrganismos (\Voilley e Etiévant, 2006).

Leveduras sdo fungos unicelulares que se multiplicam por gemulacdo e séo
importantes por sua capacidade de realizar a fermentacdo alcodlica dos agUcares
(Zambonelli, 1998). Por esta caracteristica de seu metabolismo, sdo consideradas como
as formadoras de muitos produtos fermentados. As leveduras do género Saccharomyces
possuem varias aplicacdes industriais, principalmente, na producdo de cerveja, vinho e
producdo de alcool (Verstrepen et.al., 2003). O processo fermentativo leva a formagéo
de uma mistura complexa de produtos que enriquecem 0 aroma e sabor, tanto de
alimentos, quanto de bebidas obtidas por fermentacdo (Lilly et al., 2006). O
desenvolvimento da fermentacdo, tradicionalmente, possui um papel muito importante
para a qualidade e quantidade de aromas desenvolvidos em bebidas. Os compostos do
aroma denominado “yeast-bouquet” sdo metabolitos secundarios produzidos por
inimeras espécies de leveduras, representados, principalmente por acetil ésteres, etil
ésteres, alcodis superiores, carbonilas e acidos graxos volateis (Cordente et al., 2012).
Inimeras espécies de leveduras podem produzir ésteres, destacando-se as espécies do
género  Saccharomyces, bem como, do género Pichia, Hanseniaspora,
Zygosaccharomyces e Candida. Na fermentacdo realizada por Saccharomyces
cerevisiae, a producao de acetil ésteres ocorre através do balanco da expressdo de duas
enzimas, a enzima alcool acetil transferase (ATF1), também chamada de éster sintase, e
0 produto do gene EST2, uma enzima esterase que atua hidrolizando os ésteres
acumulados no meio fermentativo (Saerens et al., 2010).

Os ésteres sdo formados no citoplasma da célula da levedura S.cerevisiae, por
exemplo. Como possuem solubilidade a lipideos, os acetil ésteres se difundem
rapidamente pela membrana para 0 meio de fermentacdo, acumulando-se (Verstrepen et
al., 2003). Os etil ésteres de acidos graxos também sdo produzidos no citoplasma,
porém sua transferéncia para o meio é mais dificultada e é inversamente proporcional ao
tamanho da cadeia de acido graxo (Saerens et al., 2010). Os acetil ésteres sdo
sintetizados na célula da levedura pela enzima alcool acetil transferase (AATase),
utilizando alcoois superiores e acetil-CoA como substrato (Lilly et al., 2006). Além
disso, os acetil ésteres podem ser produzidos com a condensacdo de alcoois superiores

(metabolismo de aminoacidos) com etanol (Verstrepen et al., 2004).
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Vaérias enzimas sdo envolvidas na formacao de ésteres, as mais caracterizadas
sdo a AATase | e Il (EC 2.3.1.84), as quais sdo codificadas pelos genes ATF1 e ATF2,
respectivamente (Lilly et al., 2006) e enzima éster sintase (Verstrepen et al., 2004),
ambas bem caracterizadas em leveduras Saccharomyces cerevisiae. Além disso, a
atividade de enzimas esterase é muito importante e em leveduras S. cerevisiae, 0 gene
IAH1 (formalmente EST2) € responsavel pela producdo de esterases (Horsted et al.,
1998), as quais atuam sobre os ésteres formados, impedindo sua acumulag¢éo no meio. A
acdo conjunta destas enzimas é necessaria para a producao e acumulo de acetil ésteres

no meio de fermentacéo.

Como exemplo, o acetato de isoamila é sintetizado através da ligacdo de acetil-
CoA e alcool isoamilico realizada pela enzima AATase (ATF1 e ATF2) (Yoshimoto et
al., 1999) e, logo apos, € hidrolisado por uma esterase (IAH1) (Fumiyoshi e Horikoshi,
2005). O gene ATF1 é localizado no cromossomo XV e ATF2 no cromossomo VI, 0s
quais codificam para a AATase em S. cerevisiae (Singh et al., 2008). A Figura 1 ilustra
estas rotas bioquimicas encontradas em distintas espécies de leveduras, principalmente

S. cerevisiae.

Oxygen Unsaturated Fatty acids Fermentable sugars  Nitrogen

Nitrogen
& Ester synthase gene

mﬂabgsm (e.g., ATFI)
Fusel l
alcohols
Ester synthase Esters
Acetyl-CoA
Acyl CoA

/d

Sugar and lipid
metabolism

Esters

Figura 1: Rotas bioquimicas utilizadas para a produgdo de acetil ésteres por S.

cerevisiae (Verstrepen et al., 2003).
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Desta forma, estudos de clonagem e expressdo destes genes podem aumentar a
quantidade de ésteres acumulados no meio de fermentacdo, aumentando a qualidade
aromética de bebidas e alimentos fermentados. Como os acetil ésteres possuem
caracteristicas complexas de aromas, 0 aumento em sua quantidade pode ressaltar o
aroma de vinhos e cervejas, favorecendo sua aceitacdo no mercado. Segundo Fukuda et
al. (1998), varias estratégias podem ser adotadas para aumentar a producdo de acetil
ésteres, ou seja, a super-producdo de AATase e repressao do produto do gene 1AH1.
Estas estratégias podem ser vidveis, visto que o gene ATF1 de S. cerevisiae ja foi
clonado e sequenciado e mutantes com plasmideo contendo este gene podem produzir
quantidades muito superiores de acetil ésteres (Fukuda et al., 1998; Fumiyoshi e
Horikoshi, 2005; Yoshimoto et al., 1999).

Basicamente, dois fatores sdo importantes na formacao de ésteres pela levedura,
a concentracdo dos dois substratos, ou seja, acil-CoA/acetil-CoA e alcoois superiores ou
acidos graxos, e a atividade total das enzimas envolvidas na formacdo e hidrolise do
respectivo éster, como a AATase, éster sintase e esterases, respectivamente (Verstrepen
et al., 2004). Condicdes de cultivo, como temperatura, adicdo de acidos graxos, fontes
de nitrogénio e sua disponibilidade e nivel de oxigenacdo, possuem influéncia sobre a
sintese de ésteres, pois modificam a quantidade de acetil-CoA na célula (Verstrepen et
al., 2004). A maioria destes efeitos foram elucidados utilizando cepas de levedura S.

cerevisiae, pouco sendo conhecido sobre outras espécies de leveduras.

Como as condi¢bes de cultivo sdo importantes na biossintese de ésteres,
metodologias de otimizacdo destas podem ser utilizadas para buscar leveduras
produtoras de altas quantidades de ésteres. Portanto, a importancia da otimizacdo das
condicdes de cultivo, bem como, da cepa de levedura empregada, desempenham papel
importante no desenvolvimento de um processo industrial de biossintese de ésteres
(Saerens et al., 2010).

Desta forma, podem ser utilizadas diversas ferramentas para avaliar o efeito dos
principais fatores que interferem na producdo de ésteres, tais como, a metodologia de
superficie de resposta. Esta metodologia € uma ferramenta estatistica usada para
encontrar as condicdes ideais em processos complexos, além disso, permite otimizar
maultiplas variaveis, com um minimo nimero de experimentos, sendo considerada mais

rapida e menos trabalhosa do que outras técnicas (Stroescu et al., 2013). Principais
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efeitos, bem como as interagdes entre os fatores avaliados, podem ser previstos usando
esta técnica, tornando seu uso uma parte fundamental de processos biotecnoldgicos de

grande escala (Batista et al., 2013).

Embora a maior parte destes compostos seja produzida por sintese quimica,
grande interesse diz respeito a produgdo de ésteres via biossintese. Esta demanda é
atribuida ao desenvolvimento da consciéncia de saude e nutricdo humana e ao aumento
de consumidores que buscam certo padrdao ambiental (Park et al. 2009). Sendo assim,
destaca-se a importancia da aplicacdo de rotas biotecnoldgicas para obtencéo de esteres.
Na Tabela 1, estdo alguns exemplos de micro-organismos produtores de distintas

moléculas de acetil ésteres e etil ésteres.

Tabela 1: Exemplos de micro-organismos produtores de ésteres, adaptado de Park et al.
(2009).

Micro-organismos Esteres produzidos Fonte de carbono

Geotrichum sp. Isovalerato de etila, hexanoato de etila, Desconhecido
butirato de etila

Kluyveromyces fragilis Acetato de etila Soro de leite
Neurospora sp. Hexanoato de etila Né&o determinado
Pichia anomala Acetato de etila Glicose
Saccharomyces cerevisiae  Acetato de etila, acetato de isoamila Melaco
Saccharomyces Kluyveri Acetato de etila Glicose
Saccharomyces uvarum Acetato de butila, butirato de butila, N&ao determinado

acetato de etila, butirato de etila, acetato

de isoamila
Williopsis saturnus Acetato de etila, acetato de isoamila Melago de beterraba
Zygosaccharomyces sp. Acetato de etila, hexanoato de etila, Frutose

octanoato de etila




16

Leveduras possuem maior importancia, pois podem produzir esteres de forma
associada ao crescimento. Além disso, leveduras S.cerevisiae se destacam, pois
possuem uma cinética de crescimento rdpida e versatil; em sua maioria sdo micro-
organismos GRAS (“generally recognized as safe”) e podem assim ser utilizadas em
alimentos; sdo capazes de produzir ésteres a partir de acglUcares simples, tais como,
glicose e frutose. Varias cepas de leveduras sdo reconhecidas como boas produtoras de
acetil e etil ésteres. Leveduras classificadas como ndo-Saccharomyces também podem
produzir ésteres, tais como, Kluyveromyces marxianus (Loser et al., 2013),
Hanseniaspora osmophila (Viana et al., 2009), Candida sp., Debaryomyces sp., Pichia

sp., Hansenula sp. (Mateos et al., 2006) e Zygosaccharomyces (Rojas et al., 2001).

4.3. Leveduras Zygossacharomyces

As leveduras do género Zygosaccharomyces sdo toleram alta pressdo osmatica,
sdo leveduras fermentativas e sdo capazes de resistir a conservantes, tais como, acido
benzoico e sérbico (Wrent et al., 2010). S&o encontradas nas bagas de uvas e no mosto
em fermentacdo (Barata et al., 2012), xaropes e sucos de frutas (Dang et al., 2010), entre
outras amostras. Além disso, sdo capazes de crescer em ambientes com baixo pH (Dang
etal., 2010).

Leveduras deste género, principalmente Z. bailii, possuem a capacidade de
produzir ésteres (Rojas et al., 2003; Viana et al., 2008; Plata et al., 2005). Leveduras
Zygosaccharomyces tém sido descritas como produtoras de altas concentragcfes de acido
acetico, glicerol e ésteres (Rojas et al., 2001). De acordo com Viana et al. (2008),
utilizando mosto de uva como substrato, a levedura Z. bailii foi capaz de produzir
acetato de etila, acetato de isobutila, acetato de isoamila, acetato de feniletila e

octanoato de etila.

Além disso, leveduras do género Zygosaccharomyces conseguem fermentar altas
quantidades de acucares (Wrent et al., 2010), podem produzir inimeros compostos
durante este processo (Rojas et al.,, 2001), podendo também, ser utilizadas na
biossintese de ésteres e outros compostos. Porém, utilizam preferencialmente a frutose

(Stratford et al., 2013) como fonte de carbonos.
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4.4. Acetato de etila e outros ésteres

Um dos principais esteres produzidos por leveduras seja S.cerevisiae ou outras
ndo-Saccharomyces, é o acetato de etila (Loser et al., 2013). Este éster € o principal
responsavel pelo aroma frutado e sua complexidade em vinhos e cervejas (Saerens et
al., 2010). A Tabela 2 mostra os principais ésteres encontrados em cervejas, onde sua
presenca atua diretamente na complexidade aromatica e qualidade organoléptica da
mesma. No vinho, distintas quantidades sdo encontradas, variando de 39,9 a 292,8 mg/L
e pode ser considerado com seu principal éster (Viana et al., 2008).

Em vinhos tintos da variedade de uva Merlot, por exemplo, elaborados na regido
da Serra Gaucha no sul do Brasil, foi identificada a presenca de acetato de etila (Welke
et al. 2012). O acetato de etila é extensivamente utilizado, podendo ser degradado por
via microbioldgica e, assim, € um solvente com baixo impacto ambiental (Loser et al.,
2013). A producdo anual de acetato de etila é de 1,5 milhdes de toneladas (Urit et al.,
2012).

Tabela 2: Quantidade média dos principais acetil ésteres e etila encontrados na cerveja
(Verstrepen et al., 2003).

Componente Concentracdo Descritor do aroma
média (mgLt)

Acetato de etila 18,4 Frutado, solvente
Acetato de isoamila 1,72 Banana, péra
Hexanoato de etila 0,14 Maca, anisado
Octanoato de etila 0,17 Maca acida

Acetato de 2-feniletila 0,54 Rosas, mel, adocicado

Este éster € muito utilizado para a fabricacdo de tintas de impressdo, adesivos,
materiais fotorresistentes, formulacdes de revestimento, e utilizado como um agente de
extracdo (Loser et al. 2013). Comparado com o etanol, outro produto obtido por via

fermentativa, 0 mercado de acetato de etila € 30% maior e em funcdo de sua
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volatilidade, permite a criacdo de um processo de recuperacdo mais energeticamente
favoravel (Urit et al, 2011). A maioria das pesquisas tem sido destinada a formacdo de
acetato de etila como compostos aromaticos e somente um numero limitado de estudos
foi focado na sintese microbiana de acetato de etila como um produto a granel (Urit et
al., 2012).

De acordo com Liu et al. (2004), Passoth et al.(2006), Van Laere et al. (2008),
Park et al. (2009) e Saerens et al. (2010), trés principais rotas sdo utilizadas por
leveduras para a sintese de ésteres. Primeiro, a reacdo de esterificacdo de etanol com
acetato através da atividade de enzimas esterase e lipase. Segundo, através da reacdo do
etanol com acetil-CoA, catalisada pela enzima alcool acetiltransferase. Terceiro, a
reacao abidtica de etanol com acetaldeido e reducédo enzimatica do hemiacetal formado
com atuagdo de NAD* (nicotinamida adenosina dinucelotideo oxidado) e atividade da

enzima hemiacetal desidrogenase.

Em relacdo a volatilidade apresentada pelos ésteres, cultivos altamente aerados
ndo sdo recomendados para a obtengdo de alto rendimento na biossintese (Urit et al.,
2011). Sendo assim, a otimizacdo da aeracdo e/ou oxigenacdo do meio de cultura para a
producdo de acetato de etila e outros ésteres é muito importante, pois pode levar ao
aumento da quantidade produzida por via fermentativa (Loser et al., 2013). Condigdes
de temperatura de cultivo também possuem forte influéncia sobre a produgéo de acetil e
etil ésteres (Park et al., 2009; Verstrepen et al.,, 2004), portanto, constituem um
importante fator a ser otimizado para maior rendimento na biossintese de ésteres por

leveduras.

4.5. Principais fatores que influenciam a producao de ésteres por leveduras

De acordo com Vertrepen et al. (2003), a producdo de ésteres esta relacionada
com a cepa de levedura, fonte de carbono e sua quantidade no meio, fonte de nitrogénio,
fatores de crescimento, temperatura de cultivo e oxigénio dissolvido no meio de cultivo.
A temperatura exerce um fator de grande influéncia sobre a producdo de acetil ésteres,
sendo que os mesmos sdo acumulados em maior quantidade com temperaturas mais
baixas, em torno de 25 °C (Singh et al., 2008).
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A capacidade de producdo de ésteres varia dentre as espécies de leveduras e
também com as condi¢des de crescimento, além disso, sob condigdes anaerdbias a
producdo de acetil ésteres é aumentada (Plata et al., 2003). O oxigénio é fornecido por
meio de aeracdo do meio de cultivo ou oxigenacdo anterior a inoculacéo, desta forma
eliminando a necessidade de subsequente oxigenacdo durante o cultivo da levedura
(Verbelen et al., 2009). O oxigénio atua influenciando o crescimento da levedura
S.cerevisiae e disponibilidade de acetil-CoA na célula, além de reprimir diretamente a
expressdo dos genes ATF1 e ATF2 (enzima alcool acetil transferase) (Verstrepen et al.,
2003; Saerens et al., 2010).

Durante a fermentacdo, em que prevalece condicdes reduzidas de aeracao,
leveduras S. cerevisiae produzem uma grande quantidade de ésteres, 0s quais Sd0 0S
mais importantes componentes de aroma ativo encontrados em bebidas fermentadas
(Saerens et al., 2010). Neste contexto, a fermentacdo possui um efeito bastante
importante sobre a qualidade de bebidas fermentadas, pois os ésteres sdao moléculas

importantes e produzidas durante este processo (Cordente et al., 2012).

Em condicdes fermentativas, ou seja, alta quantidade de acUcares e baixa
quantidade de oxigénio dissolvido, inimeras leveduras produzem ésteres durante a
fermentacdo do mosto de uva (Sumby et al., 2010), cervejas (Verstrepen et al., 2003),
fermentado de suco de abacaxi (Pino e Queris, 2010) e fermentacdo do cacau
(Rodriguez-Campos et al. 2012). A maior concentracdo dos ésteres no vinho ¢é
produzida com o processo de fermentacdo alcodlico desencadeado por leveduras S.
cerevisiae, sendo que possuem efeito sensorial na qualidade aromatica da bebida
(Saerens et al., 2010). Do ponto de vista industrial, conhecer este metabolismo
possibilita um maior controle do processo fermentativo e por consequéncia, uma
otimizacdo da quantidade e quais ésteres sdo produzidos. A Figura 2 demonstra o0s

principais esteres produzidos por S. cerevisiae.

O potencial dos micro-organismos associados ao vinho tem sido altamente
caracterizado e assim, possuem um grande potencial na aplicagdo industrial para
elaboracéo de vinhos de qualidade superior e com maior tipicidade (Sumby et al., 2010).
De acordo com Plata et al. (2003), o perfil de volateis do vinho durante o processo de
fermentagéo é dominado pelos ésteres, formados com a fermentacdo alcoolica do mosto

de uva. Sendo assim, a influéncia do regime de aeracdo durante a fermentacao alcodlica
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é bastante importante, uma variavel determinante para otimizacdo de um processo

biotecnologico para producdo de acetil e etil ésteres.

Ethyl acetate Isoamyl acetate
o) (o)
)J\ O/\ )I\ O/\)\
Phenyl ethyl acetate Isobutyl acetate
I /\/O I
S )ko/Y
Ethyl caproate Ethyl caprylate
(@] O

/”\o/\ /\/\/\)]\o/\

Figura 2: Principais ésteres produzidos por leveduras S. cerevisiae durante a
fermentacdo do mosto de uva e que atuam sobre a qualidade sensorial do vinho (Saerens
et al., 2010).

A quantidade de glicose atua diretamente sobre a producdo de ésteres,
principalmente acetato de etila, pois influencia a disponibilidade acetil-CoA na célula da
levedura (Saerens et al., 2010). De acordo com Plata et al. (2004), a maior quantidade
de acetato de etila foi encontrada em condi¢fes semi-anaerdbias e em altas quantidade
de glicose (250 g/L). Além da quantidade total de agUcares no meio, 0s niveis relativos
de diferentes acUcares assimildveis no meio influenciam a producdo de ésteres
(Verstrepen et al., 2003). Altas quantidades de glicose e frutose favorecem a producao
de ésteres, comparando, por exemplo, com a presenca de maltose no meio (Verstrepen
et al., 2003).

O rendimento de acetato de isoamila diminui quando os niveis de glicose séo

reduzidos (Singh et al., 2008). Na fermentacdo de mosto de uva em cultura mista de



21

S.cerevisiae e Hanseniaspora osmophila, a maior quantidade de acetato de etila e
acetato de feniletila foi encontrada em altas quantidades de acUcares e durante a fase de
maior consumo dos mesmos (Viana et al., 2009). O metabolismo de glicose gera uma
alta quantidade de acetil-CoA na célula da levedura, favorecendo a sintese de ésteres
(Verstrepen et al., 2003).

A temperatura possui um efeito importante sobre o crescimento de leveduras e,
portanto, sobre a producdo de acetil e etil ésteres. A producdo desses ésteres é
aumentada com o acréscimo da temperatura, variando de 15 a 25 °C (Vertrepen et al.,
2003), sendo que a temperatura de 25 °C favorece o acimulo de acetato de isoamila
(Singh et al., 2008). Porém, de maneira geral, temperaturas mais baixas favorecem a
producdo de ésteres (Vertrepen et al. 2004). Um nivel mais elevado de nitrogénio no
meio também provoca um forte aumento na producdo de ésteres (Verstrepen et al.,
2003).

Outras condi¢bes podem interferir na producdo de ésteres, tais como, pH,
nitrogénio e sua disponibilidade no meio, além da quantidade de metais (ferro e cobre,
principalmente). A disponibilidade de metais no meio de cultura pode aumentar a
producdo de ésteres, principalmente sobre a producdo de acetato de etila (Urit et al.,
2012).

4.6. Técnicas de extracdo e determinacdo de ésteres

Um grande nimero de métodos vem sendo utilizados para extracdo de ésteres e
em funcdo de sua volatilidade, varias técnicas de preparagdo das amostras tém sido
desenvolvidas. De acordo com Plutowska e Wardencki (2008), varias técnicas de
preparacdo de amostras podem ser empregadas, tais como, a extracdo liquido-liquido
(LLE), a extracdo continua liquido-liquido (LLCE), a microextracdo em fase sdlida
(SPME) e destilacdo por arraste de vapor (SD), seguidas por técnicas de determinacédo

utilizando a cromatografia gasosa (GC).

Para substancias volateis, utiliza-se a técnica de headspace, a qual consiste na
mistura gasosa de substancias volateis que circundam a amostra, seja volatilizada a alta

temperatura ou temperaturas mais reduzidas (Zini, 2002). Além disso, séo
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caracterizadas por ndo serem invasivas (Zini, 2002), sendo que a principal técnica
aplicada ¢ a SPME. A SPME utiliza uma fibra de silica fundida e com o exterior
revestido com uma fase estacionaria apropriada (Kole et al., 2011; Arthur e Pawliszyn,
1990). SPME é muito utilizada para concentra¢do de componentes volateis de alimentos
e bebidas, amostras ambientais, entre outras (Bene et al., 2001). A SPME requer uma
pequena quantidade de amostra, permite a extracdo de varios volateis na mesma matriz

e rapidamente, além de ser simples e de baixo custo (Plutowska e Wardencki, 2008).

As substancias séo concentradas na camada de adsor¢do que reveste a fibra de
SPME e depois, diretamente sdo transferidas para o bico de injecdo e separadas por um
processo cromatografico (Bene et al., 2001). Para ésteres, esta técnica de extracdo pode
ser utilizada, pois possui boa sensibilidade (Watkins et al., 2012) e ndo utiliza solventes
(Antalick et al., 2010).

Desta forma, € imprescindivel que seja realizada uma selecdo dos revestimentos
das fibras de silica de SPME, de acordo com o composto a ser extraido (Liu et al.,
2012). Especificamente, no caso dos ésteres, fibras com véarias camadas de revestimento
sdo as mais indicadas (Antalick et al., 2010). Para extracdo de ésteres em vinhos, por
exemplo, a fibra de tripla camada, composta por polidimetilsiloxana/divinil benzeno/
carboxen (PDMS/DVB/CAR) é a mais recomendada (Antalick et al., 2010; Welke et
al., 2012 e Sagratini et al., 2012).
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Objetivos

5.1. Objetivo geral

Selecionar leveduras da microbiota de vinhos tintos da Serra Galcha e de

queijos artesanais da regido litoranea do Estado, buscando isolados com alta producéo

de acetil e etil ésteres, além de otimizar as condi¢des de cultivo visando o incremento da

producdo de ésteres.

5.2. Obijetivos especificos

Selecionar leveduras produtoras de ésteres isoladas a partir de vinhos tintos em
barril de carvalho elaborados na regido da Serra Galcha e de queijos produzidos
na regido litordnea, em meio solido rico em glicose e nitrogénio;

Caracterizar e identificar os melhores isolados de leveduras capazes de produzir
altas quantidades de ésteres;

Desenvolver e validar um método de headspace-SPME e GC/MS e GC/FID para
determinacdo dos ésteres;

Quantificar os ésteres produzidos, principalmente, acetato de etila, acetato de 2-
fenil etila, hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de etila;

Avaliar o efeito das condi¢Ges de agitacdo e temperatura de cultivo na producéo
de acetato de etila pelo melhor isolado selecionado, utilizando a metodologia de
superficie de resposta;

Avaliar o efeito das fontes de carbono simples (glicose e frutose) e aplicacéo do
meio complexo (mosto de uva) na produgdo de acetato de etila pela levedura
selecionada;

Avaliar o efeito do cultivo em biorreatores de 5L de volume sobre o acumulo de

acetil ésteres e etila pela levedura selecionada.
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5.3. Hipdtese cientifica

As leveduras isoladas a partir de vinhos tintos da Serra Gaucha e queijos da
regido litoranea do estado sdo capazes de produzir ésteres em altas quantidades durante
seu metabolismo fermentativo utilizando glicose como fonte de carbono. Além disso,
com a otimizacao das condi¢des de temperatura e agitacdo do cultivo liquido a producéo
de acetil e etil ésteres serd aumentada, possibilitando o uso da levedura selecionada num
processo industrial de producao de ésteres como insumo para distintos tipos de produtos
e inddstrias, ou entdo, possibilitar sua utilizagdo como cultura starter num processo de
fermentacdo alcodlica de vinhos, aumentando a complexidade aromatica da bebida

produzida.
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6. CAPITULO I

Evaluation of acetate and ethyl esters production by yeast strains from South
Brazilian wine and homemade cheeses grown in solid medium using headspace

solid-phase microextraction procedure

Artigo em fase de revisdo para submissao.
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Abstract

Microbial esters are labeled as natural and there is an increasing demand for these
products. Several yeasts can accumulate esters, and their selection is highly interesting
for many industries. Thirty-four isolates from artisanal cheeses and red wine in oak
barrels in South Brazil were screened for acetate and ethyl esters production in solid
medium, rich in glucose and nitrogen. The yeast cultures were realized directly inside
the extraction vials and the extraction of esters was done using a headspace solid phase
microextraction method followed by gas chromatography with mass spectrometric
detection, and quantification by flame ionization detector. The DVB/PDMS/CAR fiber,
extraction temperature of 80°C, and 20 minutes of sample heating time volatilization
prior to the extraction step were the best conditions. The yeast strain
Zygosaccharomyces bailii BCV 08 was able produce 4.9 mg L ethyl acetate, 120.96
mg L* phenyl ethyl acetate, 76.29 mg L ethyl octanoate, and 17.30 mg L ethyl
decanoate. Moreover, the yeast Z. bailii BCV 05 is also a reliable strain for industrial
applications, since it can produce great levels of esters, mainly, phenyl ethyl acetate
(77.0 mg L) and ethyl octanoate (76.29 mg L ). The method proved to be successful,
easy, fast to implement and can serve to select suitable yeast strains for industrial

process applications.

Keywords

Ethyl esters, acetate esters, SPME, food yeasts, wine yeasts
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1. Introduction

Yeasts are important microorganisms for beverage, wine and dairy industries
due to their ability to produce distinct types of volatile compounds during the
fermentation process. The major volatile products of yeast metabolism are ethanol,
glycerol, and carbon dioxide, besides compounds with characteristic aroma, such as
acids, alcohols, higher alcohols and esters and, to a lesser extent, aldehydes and ketones
(Maurielo et al., 2009). The volatile esters are present at reduced levels in fermented
drinks, but are extremely important for the flavor of these products (Lilly et al., 2006),
and are common constituents of some dairy products such as cheese, contributing to
their flavor (Liu et al., 2004). Various volatile compounds have also other applications
besides the flavor industry or as components of beverage aroma. Esters, for example,
can be applied as industrial solvents, such as ethyl acetate, butyl acetate, and butyl
butyrate (Park et al., 2009), and are valuable compounds used in the fragrance, flavor,
pharmaceutical, and plastic industries (Sumby et al., 2010)

The most significant acetate esters are ethyl acetate (‘fruity’, ‘solvent-like’
aromas), isoamyl acetate (‘banana’ aroma), and 2-phenylethyl acetate (‘honey’, ‘roses’,
‘flowery’ aromas) (Cordente et al., 2012). The prices of both compounds are subjected
to considerable market fluctuations explained by their oil-based synthesis, but a market
analysis demonstrates that the price of esters is always 30% higher than the market price
of ethanol (Urit et al., 2012). For example, butyl acetate demand over the last 10 years
has ranged from 89 million to 107 million kg at an average price of $1.06 kg; ethyl
acetate, on the other hand, has ranged from 69 million to 91 million kg at an average
price of $1.02 kg?! (Park et al., 2009). Both compounds have the potential to be
produced via biological means. The size of the flavor and fragrance industry worldwide
is considerable, estimated at US$ 9.7 billion; whereas about 6,400 natural volatiles are
known, only a few hundred are regularly used in flavors and fragrances industries
(Voilley& Etiévant, 2006).

Esters produced by microorganisms are legally labeled as natural and there is an
increasing demand for these products, mainly attributed to the expansion of a healthy-
conscious lifestyle, which results in growing consumer interest for companies and
products that meet certain environment and health standards (Singh et al., 2008).

Innumerous yeasts can accumulate esters during the fermentation processes, including
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wine (Rojas et al., 2003), dairy (Liu et al., 2004) and beer yeasts (Verstrepen et al.,
2003). Saccharomyces can produce high levels of acetate and ethyl esters during beer
(Verstrepen et al., 2003), wine (Barata et al., 2012) and pineapple juice fermentations
(Pino & Queris, 2010), but yeasts classified as non-Saccharomyces can also produce
esters (Plata et al., 2003; Rojas et al., 2001).

The determination of esters is commonly performed by gas chromatography
(GC) and mass spectrometry (MS), and sample preparation prior to GC/MS analysis is
crucial because they are produced at levels ranging from ng L™ to mg L (Jin et al.,
2012). Some esters are extremely unstable and volatile; in special those having minor
molecule mass may be missed during analytical manipulation, decreasing the total level
of measured volatile compounds (Khio et al., 2012). There are several techniques
employed for the extraction of these compounds, but the solid phase microextraction
(SPME) has many advantages compared to the others because it is a solventless
technique in which sampling, extraction and concentration are integrated in one step,
followed by sample introduction in the analytical instrument (Plutowska &Wardencki,
2008). It also offers other advantages such as simplicity, high sensitivity and
reproducibility, requires low sample volume and can be automated (Antalik et al.,
2010). Headspace SPME (HS-SPME) is the preferred option for volatile components
extraction from matrices such as food and beverages, and it avoids damage of the fiber
coating, providing longer life for the SPME fiber (Mullett & Pawliszy, 2003).

The aim of this work was to select yeast strains for the production of volatile
esters with industrial relevance. In order to circumvent possible losses by volatilization
of these compounds during the extraction step, yeasts were grown on agar slants inside
the SPME vials, followed by in situ extraction techniques and determination of esters
(HS-SPME-GC/MS). Furthermore the SPME conditions were tested to improve the
ester quantification and minimize the losses, developing a simple solventless method,
easy to implement for the selection of yeast strains able to produce esters in solid

medium.

2. Materials and Methods

2.1. Yeasts, medium and culture conditions
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Thirty-four (34) yeast strains were isolated from different sources: 13 from
Brazilian artisanal cheeses and 21 from red wine oak barrels from Serra Gaucha
wineries, Brazil (Table 1). For yeast identification, the divergent D1/D2 domain of the
large subunit of rDNA genes was sequenced using the NL1 and NL4 primers, according
Kurtzman & Robnett (1998). The sequences were obtained with the ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) using standard protocols.
Identification was achieved using the BLAST algorithm with a 99% identity as the cut
off value.

Table 1: Yeast isolates used in this work and their respective origin.

Origin of strains Code number Total of yeasts screened (n

=34)

Southern Brazil artisanal cheeses QU 79, QU 110, QU 112, QU 68, QU 138, QU 29, QU 48,
13
QU 27, QU 134, QU 135, QU 138, QU 21, QU 84 B

Red wine oak barrels from Serra BCV 02, BCV 04, BCV 05, BCV 06, BCV 07, BCV 08, BCV
Galcha wineries, Brazil 09, BCV 10, BCV 12, BCV 14, BCV 19, BCV 22, BCV 24, 21
BCV 25, BCV 26, BCV 27, BCV 28, BCV 29, BCV 30, BCV

31, BCV 32

The production of esters was evaluated after yeast growth on GPYM agar slants
[40 g L glucose (Oxoid), 5 g Lt peptone (Oxoid), 3 g L yeast extract (Oxoid), 3 g L
malt extract (Oxoid), 1 g L MgS04.7H20 (Synth, Séo Paulo, Brazil), 15 g L agar
(Merck, Darmstadt, Germany) pH 6.0], modified from Rojas et al. (2003). 10 mL of this
medium were transferred to 20 mL transparent glass vials (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), and tightly capped with septa of polytetrafluoroethylene (PTFE) and silicon
(Sigma-Aldrich). The vial was sterilized (121 °C for 15 minutes) and was kept at an
inclined position until agar solidification to form the agar slants. A colony of each yeast
was inoculated at the surface of the medium using a calibrated loop of 1 pL and
incubated at 28 °C during five days. Then, the vial headspace was submitted to HS-
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SPME and GC/MS procedures; the GC/MS conditions were defined using the
experiments performed with the isolate named QU110, and the best conditions were

applied to the other isolates for the screening analysis.

2.2. HS-SPME conditions

Three different SPME coatings were tested: polydimethylsiloxane (PDMS),
polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB), and
polydimethylsiloxane/divinylbenzene/carboxen (PDMS/DVB/CAR), all with a
nonbonded phase of 65, 50 and 100 um, respectively, and coupled in a manual holder.
Fibers and holder were purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA). Fiber coatings
were conditioned according to manufacturer’s instructions before use. Preliminary tests
were performed under the following conditions in order to verify which fiber coating
would result in higher ester chromatographic area: extraction equilibrium time of 20
minutes (sample heating period before the fiber exposition) and extraction time of 10

minutes (fiber exposition period inside the vial).

The following parameters were tested in order to search the best experimental
SPME conditions: extraction temperature (50, 65 and 80 °C) and extraction time (5, 10,
20 and 30 min). All experiments were performed in triplicate. The SPME fiber was
introduced into the vials with the yeast biomass, where it was kept for a variable time
(extraction time) with manual and occasional stirring. The volatiles were desorbed for
10 minutes in the injection port of a gas chromatograph with a mass spectrometry
detector, using the splitless mode (section 2.3). Relative peak areas were used to
compare the effect of the type of fiber and SPME parameters on the sorption-desorption

of the esters.

2.3. Quantification of esters

Esters were analyzed using gas chromatography with mass spectrometric
detection and flame ionization detector, using a Shimadzu GC 2010 equipment
(Shimadzu, Tokyo, Japan), equipped with a ZBWAX capillary column (30 m x 0.25 pm
x 0.25 mm) with polyethylene glycol (Supelco). A Shimadzu GCMS QP 2010 Plus
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mass detector was used in the scan mode (electron impact, m/z range: 40 to 400),
coupled to a Shimadzu FID 2010 Plus detector for the quantification of ethyl and
acetate esters. Helium (purity 99.99 %, from White Martins, Sdo Paulo, Brazil) was
used as carrier gas at 1 mL min-l. Temperature of detector and injector was 250 °C and
the oven temperature was programmed to start at 50 °C, where it was kept for 1 min. It
was then increased to 80 °C at 3 °C min™ and had a further increase until 200 °C (20 °C
mint). Total run time was 17 min. All the peaks were identified from their mass spectra
by comparison with spectra in Wiley6N and NIST98 libraries. Furthermore, the
identification and quantification was made by comparison of the retention times and
mass spectra of the analyzed samples and authentic standards (external standards,
purchased from Sigma-Aldrich, ethyl acetate, ethyl octanoate, ethyl decanoate, ethyl
hexanoate, phenyl ethyl acetate, acetaldehyde and ethanol) obtained at identical

chromatographic conditions, and by co-injection of standards and samples.

The HS-SPME-GC/MS method was validate by evaluation of linear range (LR),
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ). The external standard
calibration curve was constructed with eight standard solutions of ethyl acetate (Sigma-
Aldrich) and ethyl octanoate (Sigma-Aldrich), sequentially analyzed in order of crescent
concentrations. Each concentration was analyzed in triplicate. These compounds were
used in the validation step because they were produced in high amounts by several yeast
strains evaluated in the preliminary tests. The LOD and LOQ were established using the
signal to noise ratio of 3:1and 10:1, respectively. The precision of the method was
evaluated in terms of repeatability, and the intermediate precision was expressed as
relative standard deviation (% RSD). The repeatability was verified by 7 injections of
the standard solutions in the concentration of 5 mg L™ in a single day while maintaining
constant all the operational conditions. The intermediate precision was obtained by 7
injections of the same standard solution in three different days. The RSD was calculated

using the average of the chromatographic peak areas of the compounds.

2.4. Principal Component Analysis and statistical analysis

Principal component analysis (PCA) was used to detect clustering and to

establish relationships between yeast strains and esters quantified (ethyl acetate, phenyl
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ethyl acetate, ethyl octanoate and ethyl decanoate) by the HS-SPME-GC/MS method.
The amount of ester produced by each yeast strain was used in order to build the PCA
matrix. The statistical software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, USA) was used for all
statistical analysis, including one-way Analysis of Variance (ANOVA) in order to test
for significant differences between quantities of esters produced by the yeasts. When
significance was reached, a Tukey (HSD) post-hoc test (confidence interval of 95%)

was performed.

3. Results and Discussion
3.1. HS-SPME method optimization

In the first step of this work, experiments were performed in order to check the
best coating materials for HS-SPME examination and to define the extraction
conditions, using the yeast isolate QU 110. The sensitivity of the SPME extraction
technique depends greatly on the value of the distribution constant of the analytes
partitioned between the sample and the fiber coating material. For this reason, the
extraction efficiencies of three SPME fiber coatings were tested in order to find which

coating had the highest affinity toward esters.

The total area of chromatographic peaks identified as esters (acetate or ethyl
esters) was used to identify the most appropriate SPME coating fibers. In the tested
conditions (80 °C of extraction time, 20 min of equilibrium time and 10 min of
extraction time), the PDMS/DVB/CAR was the SPME coating that showed a larger
total area of ester chromatographic peaks. Furthermore, each fiber was exposed to three
different extraction temperatures and periods of time. The major peak area was reached
with de PDMS/DVB/CAR fiber in all tested conditions (Figure 1A and 1B). Similar
outcomes were reported formerly for SPME extraction of volatiles from wines from Rio
Grande do Sul (Brazil), with most compounds identified as esters (56%), and alcohols
and acids detected as minor components (Welke et al., 2012). This fiber was used to
detect volatile compounds extracted from different matrices, such as chili pepper (Junior
et al., 2011), pineapple wine fermentation (Pino & Queris, 2010), yeast cultures and
alcoholic beverages (Khio et al., 2012), and proved to be suitable for the screening of

yeasts capable of producing acetate and ethyl esters.
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Figure 1: Total chromatographic peak area of ethyl and acetate esters produced by the
yeast isolate QU110 as a function of time and temperature extraction, using different

SPME coatings. A: extraction temperature. B: extraction time at 80°C.

The higher efficiency of PDMS/DVB/CAR fiber may be due to its triple film,
which provides three distinct coatings, lending to it an intermediate polarity. The
divinyl benzene (DVB) layer retains less volatile analytes, allowing the diffusion of the
smaller and more polar ones to the carboxen (CAR) layer. Extraction occurs basically
through sorption and is recommended for volatile and semivolatile compounds
containing 3 to 20 carbons, covering a broad range of polarity (Ceva-Antunes et al.,
2006). The PDMS/DVB/CAR fiber was utilized in all further optimization experiments
of this work.

The extraction time depends on the chemical nature of the target compounds and

the polymeric phase (Junior et al., 2011). An increase in the chromatographic peak areas
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of esters was observed when the temperature of the extraction was increased, as shown
in Figure 1A. The temperature of 80 "C was chosen for the experiments, because at this
temperature a higher number of compounds and a larger chromatographic peak area
were observed. High temperatures are supposed to increase the extraction efficiency of
volatiles. The better extraction with increasing temperature occurs due to the enhanced
mass transfer (kinetics) to the vial headspace (Welke & Zini, 2011). The highest peak
area of volatile compounds at 80 °C (Figure 1A) was due to an increase of peaks

corresponding to acetate and ethyl esters.

After choosing the best extraction temperature, this parameter was set as 80 °C
and four different extraction times were tested in relation to SPME performance (Figure
1B). The PDMS/DVB/CAR fiber presented a large peak area after 20 minutes of
extraction. Time and temperature are parameters closely related to each other, since an
increase in temperature enables shorter exposure times, thus accelerating the analysis
time (Rodriguez-Bencomo et al., 2002). The best SPME conditions were obtained with
the PDMS/DVB/CAR fiber, temperature of 80 °C and extraction time of 20 min.

The linearity of the HS-SPME method was studied by extracting aqueous
solutions of a mixture of ethyl acetate and ethyl octanoate standards in the
concentrations between 0.05 and 100 mg L. The HS-SPME-GC/MS method showed
good linearity in this wide range of concentrations, with correlation coefficient (R?) of
0.9791 for the ethyl acetate standard and 0.9746 for ethyl octanoate. The LOD and LOQ
were of 0.63 mg L and 1.0 mg L* for ethyl acetate, and 0.96 mg L and 2.9 mg L"* for
ethyl octanoate, respectively. The repeatability (RSD) intra-day was measured for the
two standard aqueous solutions and was defined as 2.34 % for ethyl acetate and 0.26 %
for ethyl octanoate. These results show that the method has good quality validation
parameters, and can be applied for the measurement of acetate and ethyl esters levels

produced by the yeasts analyzed.

Figure 2 shows the chromatography separation of volatile compounds produced
by yeast strain QU 110. Several compounds were produced, such as ethanol,
acetaldehyde, ethyl acetate, acetic acid, isoamyl acetate, 2-phenylethyl acetate, ethyl
octanoate, ethyl decanoate and isoamylic alcohol (Table 2). Initially, the yeast growth
was done inside the SPME glass vial containing the GPYM medium in liquid form

(GPYM broth), however little production of esters, observed through the number of
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peaks detected by gas chromatograph, was verified. A higher production of esters was

obtained when the GPYM medium was used in solid form (GYMP agar).
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Figure 2: Chromatogram of volatile compounds produced by QU110 strain after
growth on GYMP agar, obtained by HS-SPME.

The detection of ethyl and acetate esters produced by yeasts in solid medium
probably occurred due to the higher contact of the yeast biomass with the oxygen in the
headspace inside the glass vial. The average production of esters and the relative
proportions of each compound are highly dependent on the yeast strain and other
parameters, such as the oxygen concentration in the medium (Sumby et al., 2010).
Furthermore, when the oxygen concentration is extremely low, ester accumulation
drops due to insufficient yeast growth (Verstrepen et al., 2003). The choice of the solid
medium was also made because this method showed a good equilibrium of ester
extraction from the medium, and large peak areas identified as esters were reached in

the chromatograms.
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3.2. Yeast identification and esters production

After the definition of the best conditions, the HS-SPME-GC/MS method was
applied to 34 yeasts isolated from artisanal cheese and red wine oak barrels (Table 1) in
order to select the strains that produced the higher amounts of acetate and ethyl esters.
Ester production by yeasts associated to Brazilian wines and cheeses is highly
unexplored, although these substrates are expected to be a good source of ester-
producing yeasts. Figure 3 shows the total peak area of esters in the chromatograms

obtained by best yeast isolates.
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Figure 3: Total chromatographic peak area of ethyl and acetate esters produced by the
strains analyzed by HS-SPME-GC/MS with PDMS/DVB/CAR coating fiber at the best
extraction conditions (80 °C for temperature, 20 minutes for sample heating and 10
minutes for fiber exposition in the vial). The error bars indicate the standard deviations

for three repeats.

The six best producer strains were selected for further analysis. All six strains
produced ethanol, meaning that they fermented under the applied conditions. There

were differences in the volatile compounds profiles between the strains, but the major
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constituents of the chromatograms were ethanol, acetate and ethyl esters. Table 2 shows
the amounts of esters produced by the selected six yeast strains. The four isolates from
wine oak barrels were molecularly identified as Zygosaccharomyces bailii, and other
two isolates from homemade cheeses as Candida parapsilosis (Table 2).

The yeast Z. bailii has already been detected in wine samples (Barata et al.,
2012). Although this species is recognized as a food and beverage contaminant, an
osmotolerant and strongly fermentative yeast, little is known about its metabolism at
different culture conditions or its capacity of producing esters. Zygosaccharomyces
wine strains can yield high levels of 2-phenyl ethyl acetate, isoamyl acetate and ethyl
acetate (Rojas et al.,, 2001), and are capable to produce these esters through the
esterification reaction with ethanol, isoamyl alcohol or 2-phenyl ethanol (Rojas et al.,
2001; Rojas et al., 2003).

Table 2: Esters production by the six best yeast strains measured by HS-SPME with gas
chromatography and mass spectrometric detection. Values with the same letters are not
significantly different according to the Tukey test (95%).

Ethyl acetate Phenyl ethyl Ethyl octanoate Ethyl
Yeast strain Origin (mg LY acetate (mg L) (mg L) decanoate(mg L)
C.  parapsilosis Homemade cheeses 4,742 1.09¢ 1.08¢ 0.9¢
QU 79
C.  parapsilosis Homemade cheeses 1.73 6.07¢ 6.17¢ 19.32
QU 110
Z. bailii BCV 02 Red wine oak barrels 4.08% 13.0¢ 145.362 0.67¢
Z. bailii BCV 05 Red wine oak barrels 1.77° 77.0° 76.29° 11.15°
Z. bailii BCV 08 Red wine oak barrels 4.912 120972 29.16° 17.3¢
Z. bailii BCV 25 Red wine oak barrels 1.85° 2.59¢% 2.57¢ 1.11°

Non-clinical isolates of C. parapsilosis are sporadically obtained from a variety

of substrates, such as beer, olive and seawater (Lachance et al., 2011), and have been

already isolated from cheeses made from pasteurized milk (Westall and Filtenborg,
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1998). This species has weak virulence factors and produces extracellular enzymes,
such as phospholipases, proteinases and esterases (Ge et al., 2012). Some strains have
biotechnological applications, for instance, production of peptidases with keratinolytic
properties (Vermelho et al., 2010), and whole-cell biocatalysis (Lou et al., 2009),
emphasizing the importance of the screening of strains of this species for
biotechnological purposes. C. parapsilosis yeast produces lipase/acyltransferase
enzymes and can catalyze the alcoholysis of various esters, which accumulate in the
culture medium (Brunel et al., 2004).

The yeasts were able to accumulate different amounts of ethyl acetate, phenyl
ethyl acetate, ethyl decanoate and ethyl octanoate (Table 2). The strain Z. bailii BCV 08
produced more esters than the other strains tested. This yeast produced 4.91 mg L of
ethyl acetate, 120.97 mg L™ of phenyl ethyl acetate, 17.3 mg L of ethyl decanoate, and
29.16 mg L of ethyl octanoate, the first three in significantly higher amounts than the
other strains tested. These results demonstrate that this strain can be used to develop an
industrial route for acetate and/or ethyl ester accumulation, either in the production of

foods and beverages via fermentation or biocatalysis process.

The strains belonging to the species Z. bailii produced more esters than the ones
belonging to C. parapsilosis (Figure 3, Table 2). C. parapsilosis QU 79 produced high
levels of ethyl acetate (4.74 mg L) compared to the strain C. parapsilosis QU 110, but
accumulated less ethyl decanoate (0.9 mg L™?). C. parapsilosis QU 110, on the other
hand, produced a great amount of ethyl decanoate (19.3 mg L), and this feature
distinguished it from the other yeasts evaluated. The two strains of C. parapsilosis had
different profiles of esters production(Figure 4), emphasizing that ester production is a

strain-specific trait.

The production of ethyl acetate, phenyl ethyl acetate, ethyl octanoate and ethyl
decanoate was evaluated for the best yeasts along different times of cultivation (0, 36
and 72 hours). The concentration of ethyl acetate by most strains was maximal at 36
hours, and stabilized until 72 hours, with the exception of C. parapsilosis QU 79, whose
production enhanced after 36 h of cultivation (Figure 4A). At 72 h the yeast Z. bailii
BCV 08 accumulated more ethyl acetate than the other strains (Figure 4A, Table 2).

This behavior is similar to other non-Saccharomyces strains from wine (Rojas et al.,
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2003), Kluyveromyces marxianus (Urit et al., 2012), Pichia pastoris (Brunel et al.,
2004) and Candida species (Neugnot et al., 2002).

The accumulation of phenyl ethyl acetate by the strains Z. bailii BCV 08 and
BCV 05 increased after 36 h of cultivation (Figure 4B). The production of this
compound is related with the progress of the fermentation process for Saccharomyces
cerevisiae (Saerens et al., 2008), even in mixed cultures of yeasts (Andorra et al.,
2012). Compared with the best strains tested, Z. bailii BCV 08 and BCV 05 can
accumulate more ethyl octanoate and decanoate after 36 h of cultivation inside the vials
and upon the agar slants surface. On the other hand, the remaining four best strains
tested (Z. bailii BCV 02, Z. bailii BCV 25, C. parapsilosis QU 79 and C. parapsilosis
QU 110) accumulated a small quantity of these compounds after 36 h (Figure 4 C and
D).

A B
- 120 4 .
— & .
ya — o
/ _7_7_,—-"-/ /
’/ e - _,/"'
4 — n "
E // < 90 N
o £
g 2 / §
e / k] g /F — T
= / 8
3 / L 7
£ = 604 s
= 3 /
g2 4 e = A
T : [ —— 8 /
i — o
A
- T 0 //
— - N -
e A — -
0 = 0 — I_ —— T T
0 20 40 60 80 0 20 40 80 80
Time (hour) Time (hour)
160
C [ 20 D l
ya / 4
120 // ,/'//é_"" o
Vi
o / 5 S/
ih A g
g / g /
E 804 /// "g /// - =
g // - % 10 //// -
g / S g S
Z / B z A S
a / D /A
40 - // /7/ -
ay o . —a //// P
4 yard L e e
S /; e
S o a ———— o
0 T T T T '_. 0 T T T
0 20 40 80 80 0 20 40 60

Time (hour) Time (hour)

Figure 4: Increasing of ethyl and acetate esters by the best yeast producers according to
the cultivation time (0, 36 and 72h) and. The error bars indicate the standard deviations

for three repeats. Squares: C. parapsilosis QU 79; circles: C. parapsilosis QU 110; up

80



41

triangles: Z. bailii BCV 02; down triangles: Z. bailii BCV 05; diamonds: Z. bailii BCV
08; left triangles: Z. bailii BCV 25. A: ethyl acetate. B: phenyl ethyl acetate. C: ethyl
octanoate. D: ethyl decanoate.

Some esters, mainly ethyl acetate, ethyl octanoate and ethyl decanoate have
great industrial interest because they can influence the flavor of foods and fermented
drinks, providing fruity aromatic notes (isoamyl acetate, ethyl decanoate and ethyl
octanoate), flowery notes (2-phenylethyl acetate) or solvent-like aromas (ethyl acetate)
(Verstrepen et al., 2003). These compounds may have a strong influence on wine
aroma, giving a desirable and fruity character to Merlot wines (Welke et al., 2012). The
strains isolated from wine samples were capable of producing 2-phenylethyl acetate,

even as strains isolated from cheese.

3.3. Principal component analysis

The principal component analysis (PCA), performed for the detection of esters
produced for each of the six best producer strains, revealed that the two principal axes
represent 82.59% of the total variation (Figure 5). PCA was used to identify the specific
production of esters discriminating the yeasts tested.

The PCA vyielded four different groups of yeasts. The first group comprised the
strains Z. bailii BCV 02 and C. parapsilosis QU 79, and is distinguished from the others
by ethyl acetate production. The second set is formed by the strain Z. bailii BCV 25 and
C. parapsilosis QU 110, which is characterized by a minor production of acetate and
ethyl esters. PCA analysis also distinguished the strains Z. bailii BCV 05 and Z. bailii
BCV 08 from all yeasts tested.

The yeast Z. bailii BCV 08 was separated from the other clusters due to the high
amount of phenyl ethyl acetate, whereas Z. bailii BCV 05 produced great amounts of
ethyl octanoate and ethyl decanoate. This analysis demonstrated that the HS-SPME-
GC/MS method was able to discriminate the yeasts according to the acetate and ethyl
esters formation during fermentation, resulting in enough sensitivity to discriminate

groups of strains with biotechnological interest. It proved to be a good tool for the rapid
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selection of yeast producers of volatile compounds, and can be easily applied for yeast

selection and aromatic profile identification in industrial fermentations.
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Figure 5: Principal component analysis of the six best yeast strains according to their
level of esters produced in solid medium.

4. Conclusions

Using the proposed screening methodology, it was possible to detect acetate and
ethyl esters produced by yeast cultures in solid medium. The best SPME conditions
were defined and fixed at 80 °C for temperature, 20 minutes for sample heating before
the fiber insertion on the vial and 10 minutes for PDMS/DVB/CAR fiber exposition
inside the glass vial with the yeast biomass. The procedure method has a very good
sensibility, does not require large sample volumes and can detect various esters,
reducing the use of organic solvents and the discard of residues. The best yeast selected
was Z. bailii BCV 08, due to its ability to produce acetate and ethyl esters; this strain
produced high amounts of ethyl acetate (4.91 mg L), phenyl ethyl acetate (120.97 mg
L) and ethyl decanoate (17.3 mg L), and these ester levels differentiated it from the

other yeast strains tested. Moreover, the yeast Z. bailii BCV 05 also produced high
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levels of esters. Furthermore, it was possible to evaluate the esters formed by both
yeasts, thus facilitating their application in industrial processes to either enhance the

aromatic complexity and quality of fermented foods and beverages or as a bulk product.
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Abstract

A response surface methodology was used to increase the production of esters by Z.
bailii BCV 08, selected from twenty-one yeast strains isolated from red wine in
Southern Brazil. A 22 full factorial central composite design was applied to determine
the best conditions of temperature (X1, 20 to 36 °C) and agitation (X2, 0 to 200 rev/min).
The results showed a second-degree polynomial regression model with good agreement
of the experimental data (R? = 0.91, P < 0.05). The maximum production of esters was
found at 28 °C and a stirring speed of 0 rev/min. Further experiments showed that the
carbon source (glucose, fructose and grape must) was important for the accumulation of
esters. Best results were found using grape must in bioreactor experiments and pH of
3.5, indicating that this medium can be used for the production of esters. In winemaking
practices, this yeast strain could be mixed with Saccharomyces cerevisiae cultures,

improving the fruity notes and wine flavor complexity.

Keywords: esters; response surface methodology; Zygosaccharomyces bailii; grape

must fermentation, wine flavor
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1. Introduction

Yeasts are important microorganisms in winemaking due to their ability to
produce distinct types of volatile compounds. The major volatile products of yeast
metabolism are ethanol, glycerol, and carbon dioxide, besides compounds with
characteristic aroma, such as acids, alcohols, higher alcohols and esters and, to a lesser
extent, aldehydes and ketones (Maurielo et al., 2009). The volatile esters are present at
reduced levels in fermented drinks, but are extremely important for the flavor of these
products (Lilly et al., 2006). For instance, ethyl hexanoate and ethyl octanoate are
associated to an apple flavor and ethyl decanoate to floral and soap aromas (Saerens et
al., 2010).

Several yeast strains produce esters, such as Kluyveromyces marxianus (Loser et
al., 2013), Hanseniaspora osmophila (Viana et al., 2009), Saccharomyces cerevisiae
(Plata et al., 2005), oxidative or weakly fermentative yeasts (Mateos et al., 2006) and
non-Saccharomyces strains, including Zygosaccharomyces (Rojas et al., 2001). This
genus includes osmotolerant, strongly fermentative yeasts that are able to resist to weak-
acid preservatives (Wrent et al., 2010). The yeast Zygosaccharomyces bailii can cause
sediment and cloudiness during the wine fermentation (Barata et al., 2012), is a
fructophilic yeast (Leandro et al., 2011), capable of surviving under acidic environments
(Rodriguez et al., 2004) and frequently found in wines from distinct winemaking areas
(Viana et al., 2008).

In this study, the response surface methodology (RSM) was applied to verify the
influence of agitation and temperature cultivation as a strategy for enhancing the
production of esters, by a strain of Z. bailii selected among yeasts isolated from
Brazilian red wine barrels. Additionally, the influence of different carbon sources and
bioreactor experiments were applied in order to study the ester production at larger

scales.

2. Materials and Methods

2.1. Yeast strains and identification
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Twenty-one yeast strains were isolated from red wine stored inside oak wood
barrels in wineries in Serra Gaucha, Brazil, a recognized winemaking region. For yeast
identification, the divergent D1/D2 domain of the large subunit of rDNA genes was
sequenced using the NL1 and NL4 primers, according Kurtzman and Robnett (1998).
The sequences were obtained with the ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, CA, USA) using standard protocols. Identification was achieved using the
BLAST algorithm with a 99% identity as the cut-off value.

The yeasts were maintained in solid Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD)
medium [20 g/L glucose (Oxoid, Hampshire, UK), 10 g/L peptone (Oxoid), 10 g/L
yeast extract (Oxoid) and 20 g/L agar (Merck, Darmstadt, Germany)] at 4°C until use.

2.2. Yeast screening

A preliminary screening to evaluate the esters production was performed using a
solid phase micro-extraction (SPME) approach. Aliquots of 10 mL of GPYM medium
[40 g L glucose (Oxoid), 5 g Lt peptone (Oxoid), 3 g L yeast extract (Oxoid), 3 g L
malt extract (Oxoid), 1 g Lt MgSO4.7H20 (Synth, Séo Paulo, Brazil), and 20 g L* agar
(Merck), pH 6.0] were transferred to 20 mL transparent headspace vials (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and tightly capped with septa of
polytetrafluoroethylene/silicon (Sigma-Aldrich).

The vials with medium and septa were sterilized (121 °C, 15 minutes). A colony
of each yeast strain was inoculated on agar slants and incubated at 28 °C for five days.
The vials were then submitted to headspace SPME, gas chromatography and mass
spectrometric (GC/MS) procedures for ester analysis (section 2.7). Relative peak areas
and their retention times with those of pure standards were used to compare the esters

production by different yeast isolates.

2.3. Esters production

Experiments to evaluate the kinetics of ethyl acetate, ethyl hexanoate, ethyl

octanoate and ethyl decanoate production were performed using GPYM liquid medium.



53

The kinetics was conducted in 250 mL conical shake flasks with 50 mL of GPYM
broth. The inoculum was prepared by transferring 1 mL of the pre-cultured yeast (24
hours, optical density at 600 nm of 1.0) to the medium. The flasks were maintained at
an agitation speed of 150 rev/min and 28 °C. Samples were collected at regular intervals

until 48 hours and again at 72 hours.

2.4. RSM experiments

This approach was applied to define the optimal conditions using the same
culture medium described. A 22 full-factorial central composite design (CCD) was
employed to generate the polynomial regression model. Temperature (X1) and agitation
speed (X2) were chosen as the independent variables, and each one was tested at five
levels with six star points and five replicates at the central point. Table 1 displays the
real values and coded settings of the independent variables used on CCD. A total of 13

experiments were required for this procedure.

Table 1: Real values and coded settings of the independent variables and their different

levels used for the central composite design (CCD).

Variables Codes Levels
- o (-1.41) -1 0 1 a (1.41)
Temperature ("C) X1 20 24 28 32 36
Agitation (rev/min) X2 0 50 100 150 200

The independent variables were coded according to the following regression

equation (Eq 1):

1)
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where x; is the coded value and Xi is the actual value of the ith independent variable, Xo

is the actual value at centre point and AXi is the step change value.

The accumulation of ethyl acetate (mg/L) by the yeast after 36 hours, at this
time, the production was maximal, according to previous results in GPYM broth.
Because this ester is an important biotechnology bulk molecule, and has an aromatic
pleasant fruity note (Saerens et al., 2010), was used as the dependent variable. Table 2
shows the coded settings and the actual values of the independent variables with their

combinations and responses.

Table 2: Variables used in the CCD trials, showing the treatment combinations and the

mean experimental responses for esters production.

Experiments Temperature Stirring speed Ethyl acetate (mg/L)
("C) (Xa) (rev/min) (X2) (Y)
1 -1 -1 19.56
2 1 -1 16.43
3 -1 1 7.31
4 1 1 6.12
5 0 0 11.72
6 0 0 11.79
7 0 0 11.60
8 0 0 11.58
9 0 0 12.02
10 -1.41 0 1.25
11 0 141 0.79
12 141 0 0.5

13 0 -1.41 18.98
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The design is represented by a second-order polynomial regression model that

was used to generate the response surface plots according to Eq. 2:

Y =bo+ biX1 + b2Xa + b11Xa? + b2aX22 + b12X1 Xz (2)

Where Y is the response variable; X1 and Xz are independent variables for temperature
and agitation speed, respectively; bo is the intercept term; by and b, are the linear
coefficients; b1z is the interactive coefficient and bi: and b, are the quadratic

coefficients.

Statistical analysis of the model was performed by the analysis of variance
(ANOVA) method of regression and graphical analysis of the data. The significance of
the regression coefficients was determined by Student’s t-test; the second order model
equation was determined by Fisher’s test. The variance explained by the model is given
by the multiple coefficient of determination, R?. Optimal levels of the variables were
determined by analysis of the response surface curves plotted by the data.

2.5. Carbon sources

The influence of carbon sources on the accumulation of esters by Z. bailii BCV
08 was estimated. The influence of glucose, fructose, the combination of the two
sources (1:1) and a complex and natural medium, white grape must were tested using
the optimal cultivation conditions for esters production (RSM experiments). The sugar
used in the GPYM broth formulation was changed while maintaining the same final
concentration (40 g/L). A clarified Chardonnay must [reducing sugars 267.38 g/l, pH
3.12, density 1.104, totally acidity 10.15 g/L expressed in tartaric acid, free SO, 15.2
mg/L, total SO> 52.5 mg/L, total nitrogen 635 mg/L] was used. All experiments were

performed in triplicate.
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2.6. Bioreactor experiments

The medium used in the bioreactor experiments was the same grape must used,
steam-sterilized at 100 °C for 30 min. The inoculum preparation followed the same
procedures described for shake flasks, and corresponded to 10% of the total working
volume (400 mL). The experiments were performed using a 5.0 L BIOSTAT B Plus
bioreactor (Sartorius Stedim Systems GmbH, Melsungen, Germany). The pH was
controlled by automatic addition of 0.1 M NaOH or 0.1 M H3PO4and measured by a pH
probe (Hamilton, Reno, USA). Dissolved oxygen concentration was measured using a
polarographic O2 probe (Hamilton, Reno, USA). All experiments were performed in

triplicate. The total working volume in the bioreactor was 4 L of liquid grape must.

The culture agitation was done eventually; an agitation speed of 250 rev/min for
30 minutes was applied each 4 hours before taking samples. This procedure was applied
to homogenize the culture broth and enhance the oxygen dissolution in the medium. The
production of esters was evaluated under two different pH values (3.5 and 5.0), both

maintained constant during yeast cultivation.

The production rate of each ester evaluated (ethyl acetate, ethyl hexanoate, ethyl
octanoate and ethyl decanoate) was determined as a ratio of ester produced to the yeast
biomass accumulated according to a time unit (mg ester/g biomass/h). The ethyl acetate
yield was calculated through the ratio of ethyl acetate level to the quantity of reducing
sugar intake (mg ester/g reducing sugars consumption).

2.7. Analytical procedures

The biomass was measured by centrifugation of 10 mL of the samples for 15
min at 3000 g; the pellets were washed twice with distilled water and dried for 24 hours
at 75 °C in a vacuum-oven. The optical density (OD) of the cells was determined using
a spectrophotometer (Quimis, Q798U, SP, Brazil) at 600 nm. Reducing sugar
concentrations were measured with the DNS method (Miller, 1959) using the 3,5-

dinitrosalicylic acid reagent (Sigma-Aldrich).

Esters in preliminary experiments were measured by headspace SPME and gas
chromatography (GC). Aliquots of 10 mL of yeast cultures were placed into 20 mL
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glass vials and sealed with PTFE/silicon septa. A
polydimethylsiloxane/divinylbenzene/carboxen (PDMS/DVB/CAR) fiber with a no
bonded phase of 100 um was used and was coupled in a manual holder (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). The fiber was conditioned according to manufacturer’s
instructions. The vial was heated at 80 °C for 20 minutes for esters volatilization. The
fiber was then placed in the vial for exposition in the headspace and was maintained for
10 minutes, followed by desorption for 10 minutes in the injection port of a gas
chromatograph and splitless mode. All conditions were previously tested and optimized.

Esters were measured by comparing the retention times and mass spectra of
identical chromatographic conditions and by co-injection of the samples and authentic
standards (Sigma-Aldrich). A Shimadzu GC 2010 chromatograph (Shimadzu, Tokyo,
Japan) equipped with a ZBWAX capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm) with
polyethylene glycol (Supelco) and a flame ionization detector (FID) (Shimadzu QP
1010 Plus, Tokyo, Japan) was used. Nitrogen (purity 99.99 %, White Martins, Sao
Paulo, Brazil) was used as the carrier gas at 4 mL/min. The temperature of the detector
and injector was 250 °C. The oven temperature was programmed to start at 50 °C and
was maintained for 1 min. The temperature was increased to 80 °C at 3 °C/min and was
further increased until 200 °C was reached (20 °C/min). The total run time was 17

minutes.

2.8. Statistical analysis

The results of esters production were submitted to one-way ANOVA to test for
significant differences among carbon sources. When significance was reached, Tukey’s
(HSD) post-hoc test (confidence interval of 95%) was performed. The software
Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA) was used.

3. Results and Discussion

3.1. Yeast identification and screening experiments
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The headspace SPME-GC/MS method was applied at 21 yeasts to select that
produces higher amounts of esters in GYPM agar slants. Ester production by yeasts
associated to Brazilian wine is highly unexplored, although this substrate is anticipated
to be a good source of ester-producing yeasts. The strain Zygosaccharomyces bailii
BCV 08 produced 4.91 mg/L of ethyl acetate, 8.83 mg/L ethyl hexanoate, 17.3 mg/L
ethyl decanoate and 76.29 mg/L ethyl octanoate in GYPM agar slants; was selected as a
potential target for optimization of ester production at larger scales. This specie is
associated to food and beverage microbiota, little is known about its metabolism at
different culture conditions or capacity for producing esters (Dang et al., 2010).
Zygosaccharomyces wine strains can yield of 2-phenyl ethyl acetate, isoamyl acetate,
ethyl acetate and ethyl esters (Rojas et al., 2001) through ethanol esterification reaction
(Rojas et al., 2003; Plata et al., 2003).

3.2. Production of esters

Z. bailii BCV 08 produced several esters, including ethyl acetate that is a highly
interesting biotechnological compound (Barata et al., 2012, Loser et al., 2013, Park et
al., 2009); therefore its production was increased. The production of ethyl hexanoate,
ethyl octanoate and ethyl decanoate was evaluated under the optimized conditions for

ethyl acetate.

The kinetics of esters production by Z. bailii BCV 08 is shown in Figure 1.
These tests were performed to investigate the esters production by this yeast, which was
related to biomass accumulation, as already reported in the literature (Rojas et al., 2001,
Verstrepen et al., 2003; Saerens et al., 2010; Sumby et al., 2010). Maximal biomass
(1.58 g/L) was found after 32 h (late logarithmic growth phase).
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Figure 1: Growth kinetics and metabolite production by Z. bailii BCV 08 in
GYPM broth and shake flask (28 °C, 150 rev/min). The error bars indicate the standard
deviation for three repeats. A: biomass (filled circles and dotted line), glucose (open
circles and straight line). B: esters production; ethyl acetate (filled diamonds), ethyl
hexanoate (filled up triangles), ethyl octanoate (filled squares) and ethyl decanoate
(asterisks).
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At 36 h, the strain entered at stationary growth phase, which corresponded to the
maximum ethyl acetate concentration (4.42 mg/L). Previous experiments with
Kluyveromyces marxianus demonstrated that the maximum production of ethyl acetate
was reached after 20 h, when the yeast was in the stationary growth phase (Loser et al.,
2013). S. cerevisiae can also produce high levels of esters at the early stationary phase
after 36 h (Verstrepen et al., 2003).

Similar performance was achieved with ethyl hexanoate, ethyl octanoate and
ethyl decanoate. Esters production was higher at 32 to 48 h, when the maximal
concentration and biomass accumulation was achieved (Figure 1A). Z. bailli BCV 08
was capable to produce 12.08 mg/L of ethyl hexanoate, 84.68 mg/L ethyl octanoate and
17.84 mg/L ethyl decanoate (Figure 1B). Ethyl acetate yield ranged from 0.13 mg/g to
0.19 mg/g, whereas, maximal yield of ethyl hexanoate was 0.51 mg/g, ethyl octanoate
was 3.45 mg/g and 0.78 mg/g ethyl decanoate found. In static cultures of
Saccharomyces cerevisiae and Hanseniaspora osmophilica a production of about 0.6
mg/L ethyl octanoate and 0.3 mg/L of ethyl decanoate (Viana et al., 2009). During
brewing fermentation, a S. cerevisiae strain was capable produce 0.57 mg/L ethyl
octanoate, 0.276 mg/L ethyl hexanoate and 4.97 mg/L of ethyl decanoate (Hiralal et al.,
2014).

In screening studies, S. cerevisiae was the best producer of ethyl octanoate and
hexanoate compared to non-Saccharomyces yeasts (Pichia anomala and Hanseniaspora
guilliermondii), yielding 0.45 mg/L and 0.5 mg/L of each ester, respectively (Rojas et
al., 2003). These levels are clearly lower than those found in cultures with Z. bailii BCV
08 (Figure 1B).

A higher sugar consumption rate was reached when the esters and biomass
accumulation was maximal. This behavior is similar to other non-Saccharomyces strains
from wine (Rojas et al., 2003), Kluyveromyces marxianus (Urit et al., 2012), Pichia
pastoris (Brunel et al., 2004) and Candida species (Neugnot et al., 2002). After 72 h,
the strains consume 34.12 g/L of sugar, with a residual concentration of 6.48 g/L in the
medium (Figure 1A).

3.3. Effect of culture conditions
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In order to maximize the esters production by the yeast Z. bailii BCV 08, we
used the RSM to analyze the effect of temperature and agitation on shake flasks
experiments. These results are given in Table 2. Analysis of variance (F-test) showed
that the second order model was well adjusted. The computed F-value (4.88) was
higher than the F-value in the statistical table, indicating that the model was significant
at a high confidence level (95%). The R? value for the model was 0.91, indicating that
91% of the total variation was explained by the model. The significance of the
coefficients was directly proportional to Student’s t-test values and inversely
proportional to the P-values. This suggests a satisfactory representation of the process

model and a good correlation between the experimental and predicted values.

Table 3 shows the coefficients estimated by the model. We therefore propose the

following second-order polynomial equation, Eq. 3:

Y =12.79972 - 9.82194 X, — 0.79832 X2 (3)

Where Y is the predicted response; X1 and X are the coded values. The model,
was suitable to describe the response of esters by Z. bailii BCV 08. Figure 2 shows the

response surface curves generated from the predicted model presented in Eq. 2.

The coefficients, main effects and P-values are shown in Table 3. The quadratic
effect of temperature was significant (X12, P = 0.01563), indicating that even small
variations will affect the production of esters. Temperature has been shown to be
extremely important for the accumulation of esters (Saerens et al., 2008). The first order

main effect of stirring speed was also highly significant (X2, P = 0.000277).

The ethyl acetate production ranged from 0.5 to 19.56 mg/L. Table 2 presents
the experimental design and the levels of ethyl acetate obtained. The highest
productions of ethyl acetate (18.98 and 19.56 mg/L) were obtained at mild temperatures
(24 °C and 28 °C, respectively), while the lowest production of ester was obtained at a
high temperature (36°C). This indicates a strong negative influence of temperature on

the production of ethyl acetate; moreover, this effect was verified to the other esters
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tested. In fact, higher concentrations of esters in wine were obtained at lower

temperatures of fermentation (Molina et al., 2007).

Table 3: Coefficients estimated by the regression model.

Independent variables Coefficients (b) Standard error P value
Interaction 12.79972 0.31 0.000006
X1 -0.96842 0.21 0.529889
Xi?" -0.530429 0.16 0.001563"
X2 -9.82194 0.22 0.000277"
X2? -0.79832 0.16 0.476170
X1.X2 0.97059 0.36 0.713537

* Statistically significant at the 95 % confidence level

The response surface curve of temperature and agitation speed by CCD is shown
in Figure 2. The optimal value of ethyl acetate accumulation was reached when the
temperature was maintained at the central point, 28 °C. Esters production levels are
known to increase with increasing temperatures between 20 and 26 °C (Saerens et al.,
2008). Z. bailii strains have an optimal growth temperature at approximately 30 °C
(Dang et al., 2010), favoring esters production at around 28 °C.
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Ethyl acetate (mg/L)

Figure 2: Response surface curve plot of ethyl acetate production as a function of
temperature and agitation by RSM experiments.

The stirring speed was evaluated because when the broth is stirred, aeration is
generated in the medium, favoring biomass accumulation and esters production by some
yeasts. In this study, the optimal accumulation of ethyl acetate was reached when the
agitation was maintained at 0 rev/min (Figure 2), with a significant first order main
effect (P-test) (Table 3).

Although few studies were done to evaluate the metabolism of esters in non-
Saccharomyces strains, in S. cerevisiae they are mainly synthesized and excreted under
anaerobic fermentation conditions (Malcorps and Dufour, 1992). Broth oxygenation
during S. cerevisiae growth was reported to have a significant negative effect on ester
formation that was caused by a decreased expression of the alcohol acetyltransferase
gene ATF1 (Verbelen et al., 2009). Oxygen was found to inhibit the activity of alcohol
acetyltransferase and ester synthase enzymes, thereby lowering the levels of esters
produced by S. cerevisiae (Plata et al., 2005). Conversely, semi-anaerobic conditions
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favor the esters production by non-Saccharomyces wine yeasts (Plata et al., 2003).
According to the current study, a similar behavior was verified; the production of esters

in static and non-aerated cultures was visibly improved.

To validate the statistical model, the production of ethyl acetate was measured at
28 °C and with no flasks agitation (0 rev/min), the optimal conditions indicated by the
model. Thus, the coded values of X: = 0 and X2 = -1.41 (Table 1) were used to calculate
the response of the polynomial Eq. 2. The predictive production for the statistical model
was 28.63 mg/L. Experimentally, 28.26 mg/L was achieved in these conditions, and
demonstrates the fitness of the model. When we compared this result to the maximal
level of ethyl acetate obtained by non-optimal culture conditions (4.42 mg/L), an
increase of about six times was observed. The experimental production of ethyl acetate
can be explained by the model proposed and that the conditions tested were optimized,
indicating the maximal range of ester accumulation in the medium. Similar kinetics was
observed for the production of ethyl hexanoate, ethyl octanoate and ethyl decanoate by
Z. bailli BCV 08.

3.4. Influence of carbon sources

Z. bailii metabolizes fructose more easily than glucose (Dang et al., 2010). This
effect is due to the kinetics of the transporters favoring the uptake of fructose and a
partial inhibition of the glucose transporter by fructose (Leyva et al., 1999; James and
Stratford, 2011). The fermentation metabolism is increased in the presence of fructose
(Berthels et al., 2004), which most likely enhances esters production.

The glucose and fructose mixture (1:1) proved to be the most effective (Table 4).
Esters have been reported to be more intense when fructose and glucose are available
(Tronchoni et al., 2009). Moreover, we demonstrated that biomass production also
increased when a mixture of glucose and fructose is available (Table 4). Esters
production was further increased during grape must fermentation and under agitation of
0 rev/min and 28 °C conditions (Table 4). A total of 72.93 mg/L of ethyl acetate, 9.35
mg/L ethyl hexanoate, 271.72 mg/L ethyl octanoate and 132.99 mg/L ethyl decanoate
was reached; this represents about 5, 1, 2 and 5 times more esters produced compared to
the GYPM medium.
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Table 4: Esters production (mg/L) by Z. bailii BCV 08 with different carbon sources
after optimization (28 °C, 0 rev/min). Values with the same letters were not

significantly different according to Tukey’s test (95 %).

Carbon source Biomass Ratio C/N Ethyl acetate Ethyl Ethyl Ethyl
(o/L) hexanoate octanoate decanoate
Glucose 6.932 5:1 28.26¢ 9.35¢ 271,72° 25,671
Fructose 7.02 5:1 48.25°¢ 10.45° 290,31°¢ 58.76°
Glucose and fructose 6.982 5:1 64.43° 12.45% 347,97° 107.21°
Grape must 6.75° 40:1 72.932 12.822 646,422 132.992

Grape must is a complex medium with a high sugar and nitrogen content and
contains equal amounts of fructose and glucose (Tronchoni et al., 2009). Therefore,
fermentation metabolism and accumulation of esters were favored in this medium. The
production of esters by yeasts is related to increase of intracellular acetyl-CoA in the
logarithmic growth phase during fermentation (Leyva et al., 1999; Plata et al., 2005).
Then, the presence of fructose can increase the fermentation by Z. bailii BCV 08 and,

consequently, esters accumulation.

The carbon to nitrogen (C/N) ratio of the medium is an important parameter for
ester production (Saerens et al., 2008; Verstrepen et al., 2003). The grape must used had
a high reducing sugars value, with a calculated C/N ratio of nearly 40:1 opposed to the
5:1 C/N ratio of GYPM broth (Table 4). This higher C/N ratio led to increase esters
production by the yeast Z. bailii BCV 08.

This strain could be used as starter in a wine fermentation process at semi-
anaerobic conditions, because it yields esters using grape must as medium, favoring the

aromatic complexity of wine.

3.6. Bioreactor batch cultures
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The bioreactor trials were performed without oxygenation, based on the previous

results. Dissolved oxygen was kept at less than 1 mg/L throughout the experiments.

Many variables are known to affect esters production, including pH (Saerens et al.,

2008); therefore we evaluated this effect ester bioconversion by Z. bailii BCV 08.

Table 5 shows the parameters of yeast growth in bioreactors under pH 3.5 and

pH 5.0. Comparing the conditions, the yield of bioconversion of all esters was superior

at pH 3.5, as well as the maximum concentration of each ester (Table 5). Final biomass

accumulation, growth yield, sugar intake and ethanol production were higher at pH 3.5

than pH 5.0.

Table 5: Metabolism of Z. bailii BCV 08 during cultivation in bioreactor using grape

must at pH 3.5 and 5.0, temperature of 28 °C.

Parameter pH 3.5 pH 5.0
Initial biomass concentration (g/L) 0.53 0.44
Final biomass concentration (g/L) 7.63 5.34
Growth yield, Yxs (9/g) 0.086 0.036
Sugar consumption (g/h) 1.52 1.15
Maximum ethanol production (% vol/vol) 3.51 3.17
Maximum ethyl acetate production (mg/L) 133.74 49.16
Maximum ethyl hexanoate production (mg/L) 14.57 10.24
Maximum ethyl octanoate production (mg/L) 1693.86 734.6
Maximum ethyl decanoate production (mg/L) 377.25 201.98
Yield of ethyl acetate, Ypis (Mg/g) 0.70 0.34
Yield of ethyl hexanoate, Ye;s (Mg/g) 0.09 0.07
Yield of ethyl octanoate, Yeis (Mg/g) 12.98 4.69
Yield of ethyl decanoate, Ypis (Mg/Q) 2.33 1.70
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The yeast growth and ester production in the bioreactor can be seen in Figure 3.
The yeast had a phase of high consumption of sugars up to 10 hours, and entered at
logarithmic phase of growth just afterwards. As soon as the yeast achieved the
stationary phase, the uptake of sugars remained constant until the end of cultivation (80
hours), with a final consumption of 203.45 g/L of reducing sugars at pH 3.5 and 165.5
g/L at pH 5.0 (Figure 3A). The maximum biomass accumulation (7.68 g/L) was
observed at 72 hours at pH 3.5, and 48 hours at pH 5.0 (5.35 g/L) (Figure 3A).

The production of the esters at pH 3.5 and biomass accumulation in the medium
(Figures 3A, 3B, 3C) seemed to correlate with the peak of sugars consumption. The
biochemical pathways for acetate esters formation are different from the ethyl esters
(Saerens et al., 2008). The tendencies for esters production at pH 5.0 were not clear, but
ethyl acetate accumulation seemed to be biomass-independent, and the others seemed to
be biomass-dependent (Figures 3A, 3B, 3C).
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Figure 3: Kinetic of esters production by Z. bailii BCV 08 in bioreactor cultures under
different pH values, pH 3.5 (closed symbols) and pH 5.0 (open symbols). The error bars
indicate the standard deviation for three repeats. A: biomass (circles) and reducing
sugars (squares). B: ethyl acetate (diamonds), ethyl hexanoate (up triangles). C: ethyl

octanoate (squares), ethyl decanoate (circles).
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Maximum vyield of ethyl acetate was 0.70 mg/g and the maximum production
was 133.74 mg/L (Table 5). These values were reached after 48 hours and, compared
with pH 5.0, the yield was increased around 50%; and the ethyl acetate production was
enhanced around 60% at pH 3.5. Therefore, the pH proved to be a significant parameter
for improvement of esters production by Z. bailii BCV 08. Variation in the activity of
the enzyme alcohol acetyltransferase with pH has already been reported and may be the
cause for the differential ester production, although during the brewing process the
production of esters was related with a pH increase (Hiralal et al., 2014). Z. bailii BCV
08 was isolated from Brazilian red wine, that presents typical pH ranges from 2.8 to 3.6

(Miele et al. 2010), may explain its adaptation to low pH values.

S. cerevisiae produced 0.6 mg/L ethyl octanoate and 0.3 mg/L ethyl decanoate in
grape must without agitation (Viana et al., 2009). Under slightly aerobic cultures, the
strain S. cerevisiae T73 produced 0.22 mg/L ethyl octanoate and 0.77 mg/L ethyl
decanoate (Rojas et al. 2001). In summary, Z. bailii BCV 08 produced high amounts of
esters at pH 3.5 and no oxygenation. These amounts are much higher than the ones

reported in the literature for S. cerevisiae and other non-Saccharomyces yeasts.

4. Conclusions

Grape must, which is a cheap agricultural product, was demonstrated to be an
excellent natural medium for the production of esters. The production was optimized by
means of central composite design and response surface methodology, optimizing the
esters production by the yeast screened. The stirring speed, temperature and carbon
sources were important factors for increasing the production of esters. Esters production
was further increased in bioreactor experiments, principally at pH of 3.5, which was

maintained constant during batch culture.

Z. bailii BCV 08 can be applied in an industrial beverage fermentation procedure
to produce esters; moreover, this yeast strain could be used for grape must fermentation

in mixed cultures with S. cerevisiae to enhance the flavor complexity of wine.
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8. Discussdo

A produgdo de ésteres por micro-organismos vem sendo cada vez mais
desenvolvida, isso porque estes compostos podem ser utilizados em distintas aplica¢des
industriais. Existem dois grupos principais de ésteres que despertam interesse industrial:
0s acetil ésteres e os etil ésteres (Sumby et al., 2010). Mas, os acetil ésteres tém
recebido maior atengdo no passado, ndo somente porque sdo mais importantes, mas
porque sdo produzidos em maiores quantidades e sao facilmente mensuraveis (Saerens
etal., 2010).

Inmeros micro-organismos sdo capazes de produzir ésteres durante seu
crescimento em distintos meios de cultura e partir de varias fontes de carbono (Park et
al., 2009). Além disso, ésteres produzidos por via biotecnoldgica séo classificados como
naturais, uma vantagem, principalmente para sua utilizacdo com insumo na industria de
alimentos. Neste contexto, micro-organismos nao patogénicos possuem maior
aplicabilidade, principalmente se forem considerados GRAS (generally recognized as
safe). Principalmente leveduras sdo cultivadas, isto porque produzem ésteres durante
seu metabolismo fermentativo, se desenvolvem rapidamente e produzem inUmeros

compostos.

Esteres ativos sdo formados intracelularmente nas células de leveduras em
processo fermentativo, e como sdo lipossollveis, difundem-se através da membrana
plasmatica, acumulando-se no meio de cultura (Saerens et al., 2010). Ao contrario da
difusdo de acetil ésteres, que é rapida e completa, a transferéncia de etil ésteres para o
meio de fermentacdo é dependente de sua composicdo (Verstrepen et al., 2003).

A producdo de acetil ésteres € mais explorada e possui maiores aplicagdes como
componentes isolados ou na composi¢do aromatica de bebidas e alimentos obtidos por
fermentacdo. Neste contexto, o acetato de etila € um dos ésteres bastante produzido por
distintas leveduras e seu acumulo no meio é bastante facilitado, bem como, possui
grande aplicacdo. O acetato de etila possui um aroma descrito como frutado (Saerens et
al., 2010; Rojas et al., 2003; Verstrepen et al., 2003) e pode ser encontrado em vinhos
(Saerens et al., 2010; Sumby et al., 2010; Welke et al., 2012), cervejas (Verstrepen et
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al., 2003; Hiralal et al., 2013), cidra (Roza et al., 2003) e outras bebidas alcodlicas (Lilly
et al., 2006).

Principalmente leveduras isoladas de vinhos possuem capacidade de acumular
ésteres durante o processo fermentativo (Barata et al., 2012). Além de possuirem a
capacidade de produzir ésteres, leveduras possuem vantagem por terem um
metabolismo fécil de controlar e desenvolvem uma fermentacdo mais homogénea.
Inimeros estudos assinalam a influéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae na
producdo de subprodutos da fermentacdo, mas cepas chamadas de ndo-Saccharomyces e
de origem enoldgica (Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera,
Metschnikowia, Pichia, Schzosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces)

produzem altas concentracdes de ésteres durante a fermentacédo (Rojas et al., 2001).

Leveduras enoldgicas possuem a capacidade de produzir alta quantidade de
ésteres, incluindo acetato de etila (Ldser et al., 2013). A producdo de acetato de etila,
bem como outros ésteres, € bastante dependente da cepa de levedura utilizada na
bioconversdo (Urit et a., 2012). Desta forma, estudos de screening de cepas de
leveduras produtoras de ésteres podem representar uma estratégia para selecdo de uma
levedura boa produtora de ésteres e com alto rendimento a parir de substratos simples.
O screening desenvolvido foi realizado com nimero reduzido de cepas (34), sendo estas
isoladas a partir de vinhos tintos elaborados na regido da Serra Gaucha (RS), que
estavam em barris de carvalho, e de queijos artesanais produzidos na regido litoranea do
Rio Grande do Sul (Landell et al., 2006).

A preponderancia de cepas selecionadas como boas produtoras de ésteres e
identificadas (sequenciamento do dominio D1/D2 do rDNA) em vinhos foi de leveduras
Zygosaccharomyces bailii e, em queijos, Candida parapsilosis. Ambos géneros ja
foram descritos anteriormente como produtores de ésteres (Rojas et al., 2001; Saerens et
al., 2010; Sumby et al., 2010; Park et al., 2009). Leveduras Zygosaccharomyces podem
produzir inGmeros ésteres, tais como, acetato de etila, octanoato e decanoato de etila,
bem como butirato de etila, acetato de isoamila e acetato de feniletila (Dang et al., 2010;
Loser et al., 2013; Wrent et al., 2010, Rojas et al., 2001; Plata et al., 2005). Além disso,
leveduras Candida possuem a capacidade de produzir ésteres, utilizando a enzima
alcool acetiltransferase, as quais foram identificadas em C.parapsilosis (Neugnot et al.,
2002) e C. albicans (Roustan et al., 2005).
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Com os experimentos de selecdo, a cepa que mais acumulou ésteres foi a cepa Z.
bailii BCV 08, que produziu quantidades variadas dos ésteres avaliados (acetato de
etila, acetato de feniletila, octanoato de etila e decanoato de etila). Estes ésteres foram
gerados durante seu crescimento em meio rico em glicose e nitrogénio, e durante o
processo de fermentacdo e consumo de agucares do meio. Nos estudos de selecdo, como
0s ésteres possuem volatilidade elevada, a amostragem e a técnica de preparo das
amostras devem diminuir as possiveis perdas geradas. Neste caso, inimeras técnicas
podem ser aplicadas, mas a microextracdo em fase solida (SPME) possui inimeras

vantagens na determinacdo de ésteres.

A SPME é uma técnica de simples aplicacdo, pode ser automatizada, ndo utiliza
solventes téxicos, ndo gera descarte da amostra, além de ser barata (Plutowska e
Wardencki, 2008). As fibras de SPME utilizadas dependem do material a ser analisado,
pois, em grande parte, a sorcdo total dos volateis, seja no método de headspace ou in
situ, esta relacionada com o material de revestimento da fibra (Stoppacher et al., 2010).
Desta forma, é de extrema importancia a realizacdo de testes iniciais para a definicdo do
melhor material de revestimento da fibra de SPME. Para ésteres, fibras com até trés
camadas demonstram melhores resultados na adsorcdo utilizando o headspace
(Maurielo et al., 2009).

Apoés extragdo, os ésteres devem ser identificados, sendo que métodos de
cromatografia gasosa e detec¢do por espectrometria de massas (GC/MS) sao usualmente
empregados (Majcher e Jelén, 2009). Além disso, para uma correta quantificacdo dos
ésteres, métodos de GC e com detec¢do usado detector de ionizacdo de chama (FID)
podem ser aplicados.

O uso de métodos de SPME e GG/MS ou GC/FID acoplados sdo bastante
utilizados para determinacdo de ésteres (Stoppacher et al., 2010; Maurielo et al. 2009;
Antalick et al. 2008). Poucos estudos utilizam estas metodologias propostas para
quantificacdo de ésteres, principalmente, com a utilizacdo do headspace em meio soélido
para a producéo de ésteres. Como ferramenta de analise de ésteres e para screening das
leveduras selecionadas, foi desenvolvido e validado um método de avaliacdo da
producdo de acetil ésteres e etila utilizando SPME, GC/MS e GC/FID, sendo que as
leveduras foram semeadas diretamente nos frascos de extracdo, na superficie do agar

inclinado.
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Desta forma, os esteres produzidos foram concentrados no headspace e depois
volatilizados (aquecimento a 80 “C por 20 minutos) para adsorcdo na fibra de SPME (10
minutos). As melhores condicdes de extracdo dos ésteres foram as seguintes: fibra de
SPME de PDMS/DVB/CAR, temperatura de 80 °C para volatilizacdo, 20 minutos de
aquecimento da amostra, adsor¢do por 10 minutos, 10 mL de meio nos frascos de
extracdo. Apos, a fibra foi inserida diretamente no equipamento de GC e foi feita

dessorcao dos esteres adsorvidos na fibra no bico de injecdo do GC (10 minutos).

Com o método desenvolvido, foi possivel quantificar os ésteres produzidos por
cada cepa de levedura testada. Além disso, as perdas por evaporacdo foram diminuidas,
sendo que a extragdo foi realizada diretamente no frasco de extragdo; a extragdo foi
realizada de maneira facilitada, visto que em apenas um passo (step) foi realizado
durante o processo. Este método pode ser facilmente aplicado, pois é rapido e facil de
ser realizado. O método desenvolvido também pode facilitar a selecdo de novas cepas
para a producdo de ésteres, facilitando o desenvolvimento de um processo industrial de

bioconversdo a partir de glicose ou outro substrato.

O uso de SPME para extracdo de compostos volateis, incluindo ésteres, € um
método adequado e de fécil aplicacdo, pois pode diferenciar as potencialidades de
inimeras leveduras (Maurielo et al., 2009). A combinacdo de SPME e GC/MS ou
GC/FID pode ser utilizada para a determinacdo de etil ésteres, com alta precisdo e
simples preparacdo da amostra, sendo um método para rotina de analise em laboratérios
de pesquisa ou em industrias (Plutowska e Wardencki, 2008). O método de headspace-
SPME e GC/MS pode ser utilizado para extrair e identificar varios componentes

volateis produzidos por fungos, incluindo ésteres (Stoppacher et al., 2010).

Sendo assim, a SPME pode ser uma boa ferramenta de preparacdo de amostras
para a determinacdo de ésteres e assim, pode ser utilizada no screening de cepas de
leveduras produtoras, bem como, na determinacdo da producdo de acetil ésteres e etila.
O uso do SPME, além de facilitar os experimentos de selecdo de cepas produtoras, foi
utilizado na extracdo dos ésteres produzidos e por isso, foi utilizada na otimizacéo da

producéo de acetato de etila pela cepa Z. bailii BCV 08 (Capitulo I).

A otimizacdo das condicdes de cultivo pode levar a um aumento na produgéo de

ésteres. A otimizacdo refere-se a um aumento na performance de um sistema, um
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processo ou produto, obtendo-se 0 maximo beneficio do mesmo (Bezerra et al., 2008).
O termo otimizacdo é comumente aplicado quando se busca a melhor resposta possivel
do processo a ser desenvolvido (Bezerra et al., 2008), neste caso, a producdo de acetato
de etila. Com a metodologia de superficie e resposta foi possivel otimizar a producéo de
acetato de etila, pois comparando os resultados obtidos nas condic¢des otimizadas, houve
um aumento de 60% na quantidade de acetato de etila produzida pela levedura Z. bailii
BCV 08.

Foram otimizadas as condi¢des de aeracdo do cultivo e sua temperatura. Ambas
variaveis foram avaliadas porque fortemente influenciam a produgdo de ésteres por
leveduras. Com relacéo aos ésteres produzidos, como o acetato de etila possui aplicacao
industrial bastante importante, além de um mercado consumidor ja& desenvolvido e
amplamente explorado, 0 mesmo foi selecionado como resposta para 0s experimentos

de otimizacdo com a levedura Z. bailii BCV 08.

O acetato de etila é produzido por vérias leveduras durante seu metabolismo
fermentativo, porém, poucos estudos foram conduzidos com cepas de Z. bailii.
Anualmente, sdo produzidos em torno de 1,5 mil toneladas de acetato de etila e seu
preco é 30% maior que o de etanol (Urit et al., 2012). Além disso, a levedura Z. bailii
BCV 08 produziu acetato de etila em maior quantidade que as outras cepas testadas e de
forma bastante rapida, entre 24 a 36 horas de cultivo (Capitulo II). Esta levedura pode
produzir outros ésteres, sendo que foram testados, além de acetato de etila, a producéo

de acetato de feniletila, octanoato de etila e decanoato de etila.

Os outros ésteres testados sdo muito utilizados como componente de aroma, em
formulacdes de distintos alimentos, perfumes e cosméticos. De acordo com Saerens et
al. (2010), o acetato de feniletila possui aroma de rosas e mel, e o octanoato e decanoato
de etila possuem aroma de macd e frutado. Por suas caracteristicas volateis, estes
compostos sdo amplamente utilizados como moléculas flavorizantes, principalmente na

industria de alimentos, de perfumes e cosméticos (Park et al., 2009).

Além disso, a busca por produtos naturais e com baixa utilizagdo de insumos
produzidos por via quimica favorece o desenvolvimento de vias biotecnologicas para

obtencdo de ésteres e outras moléculas. De acordo com U.S. Food and Drug
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Administration (FDA), ésteres podem ser utilizados em alimentos, séo GRAS e

considerados naturais quando produzidos por via biotecnologica.

Poucos estudos tem sido implementados para a otimizacdo da producdo de
acetato de etila por leveduras. Atraves do uso da metodologia de superficie e resposta e
anélise das curvas de contorno, foi possivel definir as condi¢cdes 6timas de aeracao e
temperatura para a producdo de ésteres pela levedura Z. bailii BCV08, ou seja, 0 rpm e
28 °C, respectivamente. Condi¢oes de anaerobiose podem facilitar a producdo de ésteres
por leveduras de origem enolégica (Plata et al., 2003). O oxigénio pode diminuir a
atividade da enzima éster sintase, principal enzima utilizada para a formacéo de acetato
de etila (Plata et al., 2005). Temperaturas mais baixas, proximas a 25 °C, favorecem a

producdo de ésteres, inclusive, acetato de etila (Verstrepen et al., 2003).

As fontes de carbono podem interferir diretamente na producdo de acetato de
etila e outros ésteres por leveduras (Verstrepen et al., 2004). Por isso, foi testada a
influéncia da glicose, da frutose e da mistura de ambas (1:1). Como a levedura
selecionada (Z. bailii BCV 08) é uma levedura frutofilica (Dang et al., 2010), a mesma
produziu mais acetato de etila quando foi utilizada frutose como fonte de carbono, assim
como sua mistura com glicose. Em funcdo destes resultados, foi aplicado o mosto de
uva, o qual é composto por glicose e frutose em propor¢des de aproximadamente 1:1
(Ribereau-Gayon et al., 2006).

Quando utilizado o mosto de uva, foram produzidas 71,11 mg/L de acetato de
etila,, enquanto que utilizando a mistura de glicose e frutose (1:1) foram produzidas
18,35 mg/L. O mosto de uva pode ser considerado como um meio complexo, rico em
acucares e nitrogénio, o que favoreceu o desenvolvimento da levedura Z. bailii BCV 08
e a producdo de acetato de etila. Foi testado, também, o efeito do aumento do volume de
cultivo. Para isto foi realizado um cultivo, nas condi¢des otimizadas, em biorreatores

com volume de trabalho de 4L.

Os cultivos em biorreator foram realizados com dois pH diferentes (3,5 e 5,0),
temperatura de 28 °C, sem aerac¢do do meio e agitacdo eventual (a cada 04 horas) de 250
rpm. Nestas condicOes, a pH 3,5, a levedura Z. bailii BCV 08 foi capaz de produzir
36,56 mg/L de acetato de etila, 0 que representa um aumento de aproximadamente 44%
na quantidade de acetato de etila produzido. O aumento no volume de cultivo pode levar
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ao aumento na densidade de células de leveduras, aumentando a quantidade de acetato

de etila e outros ésteres produzidos (Hiralal et al., 2013).

O pH possui forte influéncia sobre a producdo de ésteres (Plata et al., 2005) e
como a levedura utilizada foi isolada de vinhos, seu metabolismo esta bastante adaptado
a pH mais &cido, favorecendo a acumulacdo de acetato de etila a pH 3,5. O uso de
biorreatores para producdo de acetato de etila pode favorecer o desenvolvimento de um
processo biotecnologico para producdo em escala industrial. Além disso, poucos
estudos tem sido desenvolvidos para avaliar o efeito de sistema de cultivo em

biorreatores para implementar a producao de ésteres por leveduras.
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9. Conclusodes

A produgdo de ésteres por leveduras sofre influéncia de distintos fatores, como a
composicdo do meio em fontes de carbono e as condic¢des de cultivo, principalmente
temperatura, pH e agitacdo do meio. Leveduras isoladas a partir de vinhos da Serra
Gaucha e queijos produzidos de maneira artesanal possuem habilidade em produzir
ésteres durante cultivo em meio rico em glicose e nitrogénio. As leveduras isoladas de
vinhos foram capazes de acumular maior quantidade de ésteres durante o cultivo, maior

quantidade de biomassa e metabolizaram maior quantidade de glicose.

Dentre as cepas testadas (34 cepas), 06 isolados foram selecionados por
produzirem alta quantidade de ésteres. Utilizando a técnica de sequenciamento do
dominio D1/D2 do rDNA, foi possivel identificar os isolados. O isolado BCV 08,
identificado como Zygosaccharomyces bailii, foi selecionado como melhor produtor de
ésteres, produzindo acetato de etila (4,91 mg/L), acetato de feniletila (120,97 mg/L),
octanoato de etila (29,16 mg/L) e decanato de etila (17,3 mg/L), em meio GYMP
(Capitulo 1), 120 rev/min de agitacédo e a 28 °C.

O uso da SPME no headspace das amostras, seguida por injecdo em GC/MS ou
GC/FID demonstrou ser um bom método de determinag&o de acetil e etil ésteres a partir
de meio sélido e ap6s otimizacdo das condi¢des. Para o procedimento de SPME, as
melhores condi¢cdes foram as seguintes: fibra de PDMS/DVB/CAR, 20 minutos de
equilibrio, temperatura de equilibrio de 80 °C, 10 minutos de exposicdo da fibra no
frasco de extracdo e 10 minutos de dessorcdo no GC. Com o método desenvolvido e
validado, foi possivel identificar e quantificar os ésteres produzidos, principalmente,

acetato de etila, acetato de feniletila, octanoato de etila e decanoato de etila.

A metodologia de superficie e resposta foi aplicada para otimizacdo das
condicdes de agitacdo e temperatura do cultivo para a producdo de ésteres pela levedura
Z. bailii BCV 08. Com as condicOes otimizadas (temperatura de 28 °C e velocidade de
agitacdo de O rpm) houve um aumento de aproximadamente 60% na produgdo de
acetato de etila. A anélise de variancia (teste F) demonstrou que o modelo de segunda

ordem foi ajustado aos dados obtidos (F calculado de 4,88, maior que o valor tabelado),
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a um nivel de significancia de 95%. O R? do modelo foi 0,9077. O modelo foi validado,
utilizando as condicdes otimizadas e o valor predito foi de 28,63 mg/L de acetato de
etila e experimentalmente o valor obtido foi de 28,26 mg/l, 0 que demonstra que o
modelo foi ajustado aos dados experimentais obtidos.

Com a otimizacdo das condi¢Oes, a mistura de glicose e frutose (1:1) foi a
melhor condi¢do, aumentando a producédo de acetato de etila pela levedura Z. bailii
BCV 08. Além disso, foi testado o efeito do mosto de uva Chardonnay, o qual
demonstrou melhores resultados. Nos experimentos em biorreator de 4L de volume,
houve um aumento na producéo de acetato de etila, sendo que o pH 3,5 foi melhor que o
pH 5,0. No biorreator, a producdo maxima de acetato de etila foi de 133,74 mg/L, o que

representou um aumento de 46% na producéo de acetato de etila.

No cultivo em biorreatores, foi possivel um aumento consideravel na producéo
de acetil e etil ésteres pela levedura Z. bailii. O pH 3,5 favoreceu este acimulo, assim
como, a utilizagdo de mosto de uva, um meio com alta relagdo C/N (40:1,
aproximadamente). Além de acetato de etila, a cepa Z. bailii BCV 08 produziu 14,57
mg/L de hexanoato de etila, 4.093,74 mg/L de octanoato de etila e 3.775,28 mg/L de

decanoato de etila.
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10. Perspectivas

Os resultados obtidos demonstram que a produgdo de acetato de etila por
levedura é bastante dependente de inimeros fatores e nem todos foram testados. Neste
contexto, inumeras leveduras produzem acetato de etila, mas os estudos concentram-se
em cepas de S. cerevisiae, Kluyveromyces marxianus e C. utilis. Estudos do
metabolismo de producdo de acetato de etila por Z. bailii sdo escassos e novos

experimentos mais amplos se fazem necessarios.

Sendo assim, o metabolismo e enzimas envolvidas na producdo de ésteres por
leveduras S. cerevisiae ja foram bastante estudados, porém, pouco foi investigado em
outras cepas de leveduras ndo-Saccharomyces. Para tal, novos trabalhos para
conhecimento das enzimas envolvidas e sua atividade sdo importantes para melhorar a

producdo de ésteres por leveduras Z. bailii.
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05/2000 - 01/2001  Estagio, Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho

Estéagio:
Pos-colheita

8. Vinhos Salton S A - SALTON

Vinculo institucional

2001 - 2001 Vinculo: Outro , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria;

20, Regime: Parcial

Atividades

01/2001 - 03/2001 Estagio, Cantina
Estagio:

Cantina e Laboratorio

Linhas de pesquisa

1. Enologia
Objetivos:Desenvolver a funcionalidade do suco de uva e do vinho produzidos na
Serra Gaulcha

2. Microbiologia Enolégica
Obijetivos:ldentificar e isolar microrganismos do vinho e ou vinhedos da Serra
Galcha, buscando desenvolver leveduras que possam ser utilizadas como culturas
starter na vinificagéo.

3. Qualidade dos Vinhos
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Objetivos:Analisar a composicdo do vinho e desenvolver metodologias de analise,

buscando implementar a qualidade de vinhos elaborados na serra Galcha.

Microbiologia Industrial e de Fermentacédo

Areas de atuacéo
1.
2. Microbiologia Agricola
3.

Tecnologia das Bebidas

Projetos
2011 - 2012 Efeito da suplementacdo em nitrogénio do mosto na cinética fermentativa e
qualidade do vinho Chardonnay
Descrigdo: O mosto de uva é um meio complexo e possui todos 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento das leveduras e outros microrganismos, porém, sua composigdo é muito variavel. A
quantidade de nitrogénio do mosto possui extrema importancia para 0 bom andamento da Fermentacdo
Alcodlica durante o processo de vinificagdo. Porém, quando a concentracdo de nitrogénio néo é suficiente
para o desenvolvimento da levedura no mosto, 0 mesmo deve ser suplementado. No Brasil, inimeros
componentes podem ser utilizados, tais como, fosfato de aménia ou ativantes complexos (amoénia, fatores
de sobrevivéncia e fatores de crescimento).A suplementacdo do mosto com nitrogénio é uma operagédo
comum nas vinicolas brasileiras. Esta operacdo busca um correto prosseguimento na fermentacdo, bem
como, sua regularidade e rapidez. Atualmente, pode ser considerada como uma atividade comum e seu
efeito sobre a cinética fermentativa deve ser avaliada para se obter vinhos brancos de qualidade e sem
defeitos arométicos decorridos de uma fermentacdo irregular.Uma correta quantidade de nitrogénio no
mosto leva ao aumento da qualidade do vinho, pois, gera maior regularidade na fermentagdo e defeitos
aromaticos graves podem ser evitados nesta fase. Sendo assim, faz-se necessario um estudo aprofundado
no efeito da adicdo de nitrogénio na cinética fermentativo nas condi¢bes adotadas na vinificacdo em
branco.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduagdo (1);
Integrantes: Juliano Garavaglia (Responsavel); ; Marlova Benedetti; Jose Ricardo Machado dos Santos

NUmero de orientacoes: 1;

2011 - 2014 Producdo de ésteres e expressao das enzimas ester sintase e alcool acetil transferase
em leveduras de origem ambiental e enolégicas

Descrigdo: A fermentacdo leva a formacdo de uma mistura complexa de produtos que enriquecem o

aroma e sabor, tanto de alimentos, quanto de bebidas obtidas por via fermentativa. O desenvolvimento do

processo fermentativo, tradicionalmente, possui um papel muito importante para a qualidade e quantidade

de aromas desenvolvidos em bebidas. Desta forma, pode-se destacar a importancia sensorial dos ésteres,

responsaveis por aromas frutados encontrados nos vinhos e cervejas. A produgdo dos ésteres ocorre,
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principalmente, durante o processo fermentativo e podem ser produzidos por diversos microrganismaos,
tais como, fungos filamentosos e leveduras. Em condicfes étimas, estes componentes podem ser obtidos
sem que ocorram perdas no crescimento e no metabolismo de tais microorganismos. Inimeras espécies de
leveduras podem produzir ésteres, destacano-se as espécies do género Saccharomyces, bem como, do
género Pichia. Os compostos que possuem maior importancia sdo os acetil ésteres, produzidos a partir dos
alcodis superiores e em altas concentragdes durante o processo de fermentacdo na elaboragéo de vinhos e
de cerveja. Acredita-se que estes compostos sejam responsaveis por notas frutadas, adocicadas e florais.
Sendo assim, o aroma frutado dos vinhos apés a fermentacdo é dado por uma mistura complexa de
acetato de hexila, caprilato de etila e caproato de etila (compostos que apresentam aroma de magcé),
acetato de isoamila (aroma de banana) e acetato de 2-feniletila (aroma de rosas). Em Saccharomyces
cerevisiae, a producdo de acetil ésteres ocorre através da expressdo de duas enzimas, a enzima alcool
acetil tranferase (ATF1) e a enzima éster sintase, e o produto do gene EST2, uma enzima esterase que
diminui a quantidade de ésteres acumulados no meio fermentativo. A expressao destas enzimas acontece
em outras leveduras, inclusive, em isolados de ecossistemas naturais como a Mata Atlantica e de vinhedos
experimentais. Porém, estudos devem ser realizados para a caracterizacdo e expressao.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacdo (1); Doutorado (1);

Integrantes: Juliano Garavaglia (Responsavel); ; Andressa Habekost; Patricia Valente; Rosana de Cassia
de Souza Schneider; Marilene Henning Vainstein

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico-CNPq

Numero de produgbes C,T & A: 2/ Namero de orientacdes: 1;

Projetos de desenvolvimento tecnolégico

2008 - 2013 NUTRITECH

Descricdo: O projeto esté alicergado no desenvolvimento de um Polo de Alimentos para a Sadde no RS,
com base na implantacdo do Instituto de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo na area de Alimentos para a
Saude, Nutricdo e Nutracéutica, denominado NUTRITECH, que terd como expertise, além da P&DI, a
prestacdo de servicos de andlise e conformagdo de alimentos com acreditacdo nacional e internacional e
também um nicleo de empreendedorismo que abrigara as empresas Startups e Consolidadas. Além disso,
serdo oferecidos aos profissionais da area, programas de capacitacdo (Mestrados e Cursos de Educacéo
Continuada) com caracteristicas de aplicacdo do conhecimento e desenvolvimento tecnoldgico. A base
cientifica e tecnoldgica do NUTRITECH serd desenvolvida numa proposta multidisciplinar, com
programas de pesquisa voltados a descoberta de novos compostos bioativos, o desenvolvimento de
ingredientes ou alimentos que promovam a salde humana, identificacdo de rotas metabdlicas para
producdo de biomoléculas (aromas, enzimas, etc.) e o estudo da nanotecnologia aplicada a alimentos.
Além disso, abriremos um espago para pesquisa e desenvolvimento na area de gastronomia, que tem um
papel fundamental na relacdo da nutricdo e da salde humana. Atualmente o Brasil esta muito atrasado no
que tange ao estudo da gastronomia, tendéncia importante que permeia a ciéncia de alimentos e desenha o
seu futuro. Na &rea de prestacdo de servicos serdo oferecidas ao mercado diversas analises de alimentos,

desde as mais simples, como rotulagem, por exemplo, até aquelas voltadas para a avaliacdo de
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conformidade e especificacdo técnica de alimentos para o setor exportador, que aferem a seguranca
alimentar exigida nos diferentes nichos do comércio internacional. Neste quesito o RS encontra-se
absolutamente carente de espagos de servicos acreditados e normatizados de acordo com os padrdes de
exigéncia da OMC/TBT Agreement e do novo Codex Alimentarius FAO/OMS, trazendo assim, ao
Estado, uma imensa vulnerabilidade.

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de desenvolvimento tecnolégico

Alunos envolvidos: Graduacdo (3); Doutorado (2);

Integrantes: Juliano Garavaglia; Denize Ziegler (Responsavel); Renata Ramos; Daiana de Souza;
Juliana de Castilhos; Rochele Rossi; Lidia Fiuza

Financiador(es): Financiadora de Estudos e Projetos-FINEP

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente, L& Bem
Espanhol Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem

Franceés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Razoavelmente, Lé Bem

Italiano Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem

Producéo

Producéo bibliogréafica

Artigos completos publicados em periodicos

1. GARAVAGLIA, Juliano, FLORES, S. H., PIZZOLATO, T. M., PERALBA, M. C. R., AYUB, M. A
Z. Bioconversion of | -phenylalanine into 2-phenylethanol by Kluyveromyces marxianus in grape must
cultures. World Journal of Microbiology and Biotechnology. , v.23, p.1273 - 1279, 2007.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
1. HABEKOST, A., GARAVAGLIA, Juliano, SCHNEIDER, R.C.S., VALENTE, P., LEITE, B,
RAMIREZ, M.
Otimizacdo do método direto de micro-extracdo em fase sdlida (SPME) para a determinacéo da produgéo
de acetil ésteres e etila por leveduras In: XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI
ALAM), 2012, Santos.

Livro de Resumos do XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM). , 2012.
2. HABEKOST, A., BJERK, T., GARAVAGLIA, Juliano, VALENTE, P., SCHNEIDER, R.C.S.
Andlise de ésteres produzidos por leveduras empregando cromatografia In: 16 Encontro Nacional de
Quimica Analitica, 2011, Campos do Jordao.

Anais do 16 ENQA. , 2011.
3. GARAVAGLIA, Juliano, BJERK, T., HABEKOST, A., VALENTE, P., SCHNEIDER, R.C.S.

Otimizagdo da SPME para a anélise direta de volateis produzidos por leveduras In: 34 Reunido Anual da
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Sociedade Brasileira de Quimica, 2011, Florianopolis.

34 Reunido Anual SBQ., 2011.
4. GARAVAGLIA, Juliano, HABEKOST, A., SCHNEIDER, R.C.S., VAINSTEIN, M. H., VALENTE,
P. Producdo de acetil ésteres e etila por leveduras de origem ambiental e enolégicas In: XIII Reunido
Anual do Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia Celular e Molecular, 2011, Porto Alegre.

Livro de Resumos. , 2011.
5. GARAVAGLIA, Juliano, VALENTE, P.
Avaliacao da producdo de acetil ésteres e etila em leveduras de origem ambiental e enolégicas In: XII
Reunido Anual do Programa de Pés-Graduagdo em Blologia Celular e Molecular do Centro de
Biotecnologia da UFRGS, 2010, Porto Alegre.

Livro de Resumos. , 2010.
6. GARAVAGLIA, Juliano, AVILA, Larissa Dias de
Avaliacdo da utilizagdo de chips e barricas de carvalho francés em vinho Cabernet Sauvignon In: X
Congresso Brasileiro de Viticultura e Enologia, 2003, Bento Goncalves.

Anais do X Congresso Brasileiro de Viticultura e Enologia. , 2003.

Apresentacéo de trabalho e palestra
1. GARAVAGLIA, Juliano
Ciéncia e Biotecnologia do Vinho, 2012. (Conferéncia ou palestra, Apresentacdo de Trabalho)

Producdo técnica

Demais producdes técnicas

1. GARAVAGLIA, Juliano

Palestra Enologia, vinhos e algo mais, 2012. (Extensdo, Curso de curta duragdo ministrado)

2. GARAVAGLIA, Juliano, MACHADO, I. C. K.

Palestra Tendéncias em Nutricdo e Gastronomia, 2012. (Outro, Curso de curta duragdo ministrado)

3. GARAVAGLIA, Juliano

Minicurso Enologia: da Uva ao Vinho, 2011. (Outro, Curso de curta duragdo ministrado)

4. GARAVAGLIA, Juliano

Curso de Vinhos, 2010. (Outro, Curso de curta duracdo ministrado)

5. GUERRA, C. C., BEN, R. L., FORNASIER, V. C., SOUZA, G. R., ROSSATO, S. B,
GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E.

Curso de Formagdo de Multiplicadores em Enologia Centro Mesorregional de Vitivinicultura,
2008. (Aperfeicoamento, Curso de curta duragdo ministrado)

6. SANTOS, A. P., CALLEGARI, A. B., KLOSS, M. V., GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E.

Curso Basico de Sommelier, 2007. (Aperfeicoamento, Curso de curta duragdo ministrado)

Orientagdes e Supervisoes

Trabalhos de concluséo de curso de graduacéo
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1. Roberto Cainelli Janior. Influéncia da variedade uva Pinot Noir e variedade de uva branca
Chardonnay na composicdo e formacao do perlage de vinho espumante elaborado pelo método
tradicional. 2012. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia do Rio Grande do Sul

2. Lucy Meire Moura Lombardi. Manejo e maturacdo de uva Tempranillo sobre a concentracdo de
polifendis no vinho da regido de Jerez, Espanha. 2012. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) -
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

3. Juliana Toniolo Rossato. Relatdrio de estagio das atividades desenvolvidas durante a safra de 2012
na Cooperativa Vinicola Aurora. 2012. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

4. lIsaias Boff. Avaliacdo a utilizacdo de diferentes doses de nitrogénio facilmente assimilavel na
segunda fermentacdo em vinho espumantes elaborados a partir do método Tradicional. 2011. Curso
(Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

5. Luiz Renato de Oliveira Pozza. Influéncia de diferentes doses de anidrido sulfuroso na maceracao
pré-fermentativa a frio do mosto da cultivar Merlot (Vitis vinifera L.). 2011. Curso (Tecnologia em
Viticultura e Enologia) - Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

6. Isabelle de Azevedo Castro. Processo de vinificacéo integral de vinhos tintos elaborados na regido
da Campanha do Rio Grande do Sul. 2011. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

7. Kétia de Franca Lopes. Tributos incidentes na produc¢do e comercializa¢ao de vinho de mesa tinto
comum proveniente da Serra Gaucha. 2011. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

8. Gabriela Zenatto Jornada. Analise do mercado do Reino Unido e estratégias de incremento nas
exportacgdes de vinhos finos para o pais. 2010. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

9. Marcela Mariani Pires de Campos. Avaliacdo de trés métodos de vinificagdo da cultivar de uva
Merlot na safra 2010. 2010. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) - Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

10. Caroline Wojciechowski. Enoturismo. 2010. Curso (Tecnologia em Viticultura e Enologia) -
Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

11. Lucas Dal Magro. Influéncia da turbidez do mosto de uva Chardonnay sobre a qualidade do
vinho proveniente de uvas com maturacdo deficiente. 2010. Curso (Tecnologia em Viticultura e

Enologia) - Instituto Federal de Educac&o, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

Iniciacdo cientifica

1. José Ricardo Machado dos Santos. Efeito da suplementacdo em nitrogénio do mosto na cinética
fermentativa e qualidade do vinho Chardonnay. 2011. Iniciagdo cientifica (Tecnologia em Viticultura
e Enologia) - Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

2. Andressa Habekost. Producdo de ésteres e avaliacdo da expressdo das enzimas ester sintase e
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acetiltransferase em leveduras de origem enolodgicas. 2011. Iniciagdo cientifica (Quimica Industrial) -
Universidade de Santa Cruz do Sul

3. Lucy Meire Moura Lombardi. Avaliacdo da cinética de crescimento, producédo de ésteres e
degradacdo de acuUcares por leveduras ndo-Saccharomyces. 2010. Iniciacdo cientifica (Tecnologia em

Viticultura e Enologia) - Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

Orientacdo de outra natureza
1. Alunos Curso Técnico em Enologia. Atividades Praticas Profissionais na Cantina de Vinificacéo do
Campus Bento Gongalves - IFRS. 2009. Orientacdo de outra natureza (Técnico em Enologia) - Instituto

Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

Eventos

Participacio em eventos

1. Avaliador no(a) 10 Concurso Melhores Vinhos de Flores da Cunha, 2011. (Encontro)

Avaliador e degustador do Concurso Melhores Vinhos de Flores da Cunha.

2. Jornada Académica do Curso Superior de Tecnologia em Viticultura e Enologia, 2011.
(Simpésio)

3. Palestra técnica Embrapa Uva e Vinho - Avaliagdo da genotoxicidade em trabalhadores da
vitivinicultura expostos a agrotoxicos, 2011. (Encontro)

4. Congresso Latinoamericano de Enoturismo, 2010. (Congresso)

5. Curso de Capacitacion Avanzada Politicas y modelos de desarollo territorial: el caso Veneto,
2010. (Outra)

6. | Reunido de Trabalho do Instituto Fedral de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do
Sul, 2009. (Encontro)

7. Apresentacdo (Outras Formas) no(a)lV Concurso Internacional de Vinhos do Brasil, 2008. (Outra)
Presidente de Mesa.

8. XI1 Congresso Brasileiro de Viticultura e Enologia, 2008. (Congresso)

9. Férum Internacional de Viticultura e Enologia, 2006. (Simposio)

Organizacéo de evento

1. GARAVAGLIA, Juliano

Avaliacdo Nacional de Vinhos, edi¢do 19, Safra 2011, 2011. (Concurso, Organizacdo de evento)

2. GARAVAGLIA, Juliano

X Semana Académica do curso de Tecnologia em Viticultura e Enologia, 2011. (Outro, Organizacdo
de evento)

3. GARAVAGLIA, Juliano

11 Saldo de Iniciacao Cientifica do Campus Bento Gongalves - IFRS, 2010. (Congresso, Organizagdo
de evento)

4. GARAVAGLIA, Juliano
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Avaliacéo Nacional de Vinhos, Edi¢éo 16, Safra 2008, 2008. (Outro, Organizacgdo de evento)
Bancas

Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. GARAVAGLIA, Juliano, AVILA, Larissa Dias de, ROSSATO, S. B.

Participacdo em banca de Sandi Marina Corso. Determinacédo de ocratoxina A em uvas e vinhos da
variedade Pinot Noir em diferentes épocas de colheita, 2012

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

2. GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E., AVILA, Larissa Dias de

Participacdo em banca de Maciel Ampese. Andlise do uso de diferentes madeiras locais em vinhos
tintos, 2011

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

3. GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E., ROSSATO, S. B.

Participacdo em banca de Daiane Angela Badalotti. Compostos fendlicos e atividade antioxidante de
sucos de uva Bordd, Concord e Isabel elaborados com uvas produzidas pelo sistema orgénico, 2011
(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

4. GARAVAGLIA, Juliano, ROSSATO, S. B., MENEGUZZO, J.

Participac&o em banca de Angela Rossi Marcon. Determinac&o de Furaneol, 2011

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

5. GARAVAGLIA, Juliano, MENEGUZZO, J., FICAGNA, E.

Participacdo em banca de Vinicius Bortolini Cercato. Estudo das modifica¢fes sensoriais em vinhos
brancos espumantes produzidos com substituicdo total e parcial do aglcar de cana por mosto de
uva no licor de tirage, 2011

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

6. GARAVAGLIA, Juliano, ROSSATO, S. B.,, MENEGUZZO, J.

Participacdo em banca de Michele Zortéa. Influéncia da filtracdo sobre terras de diatomacea na cor,
turbidez e presenca de leveduras em vinhos tintos, 2011

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

7. GARAVAGLIA, Juliano, MENEGUZZO, J., ROSSATO, S. B.

Participacdo em banca de Didgenes Maciocsik. Relatério de Estagio - Vinicola Salton S/A, 2011
(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

8. GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E., MENEGUZZO0, J.
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Participacdo em banca de Felipe Bebber. Vinificacdo em rose da variedade de uva Bordd, 2011
(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

9. MENEGUZZO0, J., ROSSATO, S. B.,, GARAVAGLIA, Juliano

Participacdo em banca de Tamiris Sellmer Nilson. Comparacdo de dois métodos analiticos de
determinacdo da acidez total em diferentes amostras, 2010

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

10. FICAGNA, E., ROSSATO, S. B., GARAVAGLIA, Juliano

Participacdo em banca de Aline Maria Carbonera. Elaboracdo de vinhos, espumantes e suco de uva na
vinicola Wine Park, 2010

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

11. GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E., COSTA, C. S.

Participacio em banca de Bruno Teres Onsi. Estabilidade microbiol6gica de vinho tinto seco comum
em embalagem PET, 2010

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

12. GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E., MANFROI, L.

Participacdo em banca de Igor Benedetti. Influéncia da utilizacdo de uva tecnologicamente deficientes
nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de vinho Cabernet Sauvignon, 2010

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

13. ROSSATO, S. B., GARAVAGLIA, Juliano, FICAGNA, E.

Participacdo em banca de Arley Firmino Pereira. Vinificagdo em tinto em barris de carvalho -
Vinificagdo Integral, 2010

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

14. GIOVANNINI, E., GARAVAGLIA, Juliano

Participacdo em banca de André Peres Junior. A estabildiade de cor como fator determinante na
comercializac8o de vinhos tintos de mesa, 2009

(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

15. GARAVAGLIA, Juliano, ROSSATO, S. B.

Participacdo em banca de Mauricio Marini Dutra. Chateau Dillon - Safra e vinificacao 2008, 2009
(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

16. GARAVAGLIA, Juliano, ROSSATO, S. B., GIOVANNINI, E.

Participacdo em banca de Sandro Marcelo Saul. Histéria da vitivinicultura em Entre-Rios, provincia
da Argentina, 2009
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(Tecnologia em Viticultura e Enologia) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul

17. GARAVAGLIA, Juliano, COSTA, C. S, FICAGNA, E.

Participacdo em banca de Juan Marcel Frighetto. Isolamento e caracterizacdo de bactérias laticas
associadas a Vinificacéo, 2009

(Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul
18. GARAVAGLIA, Juliano, ROSSATO, S. B.
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