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Introducéo

A inoculagdo de culturas puras de leveduras seleccionadas em mosto é, desde os anos 70, uma pratica enoldgica corrente,
permitindo produzir vinhos com as qualidades organolépticas desejadas e garantir a homogeneidade de colheitas sucessivas.
Actualmente, a maioria da produgéo europeia de vinho apoia-se na utilizacao destas leveduras starter, previamente seleccionadas
em fungdo das suas boas capacidades fermentativas. Estudos biogeograficos realizados durante varios anos e a identificagdo da
flora microbiana natural de determinadas regides viticolas constituiram o ponto de partida de programas mais consistentes de
seleccdo e melhoramento de estirpes. No entanto, é improvavel a existéncia natural de leveduras que possuam uma combinacao
ideal de caracteristicas enoldgicas. Durante os anos seguintes a publicagcdo da sequéncia do genoma de Saccharomyces (Goffeau
et al. 1996), novas ferramentas genéticas tornaram a construcao de estirpes de leveduras geneticamente modificadas um grande
desafio. Actualmente, em todo o mundo, diversos laboratérios de investigacao obtiveram ja estirpes capazes de melhorar a eficacia
fermentativa e a qualidade sensorial do vinho. As suas performances em condi¢cdes enologicas foram também testadas de modo
exaustivo. Uma introducéo futura de leveduras OGM geneticamente modificadas requer também, em conformidade com a legislagéo
actual, uma estimativa precisa do impacto sanitario e ambiental. As estirpes obtidas por auto-clonagem, técnica baseada na
utilizacdo de material genético proveniente de um hospedeiro, estdo mesmo em vias de ser aprovadas. Entretanto, a atitude hostil
dos consumidores face a utilizacdo de leveduras geneticamente aprovadas na vinificagdo nao sofreu alteragdo consideravel nos
ultimos 10 anos, sendo esta a principal explicagdo para a auséncia de estirpes recombinantes na industria do vinho. Este trabalho
faz uma andlise global dos avancgos recentes e das implicagdes da utilizagdo de leveduras geneticamente modificadas em enologia.
Neste artigo sdo também considerados varios aspectos, como por exemplo as estratégias utilizadas para a construcédo de estirpes
conformes com as exigéncias da legislagdo em vigor, os métodos mais sensiveis e pertinentes para a deteccdo de ADN e proteinas
recombinantes e os motivos que explicam a atitude critica dos consumidores.

Seleccédo de estirpes enoldgicas comerciais

Descobertas recentes demonstraram que os residuos existentes numa das anforas de vinho mais antigas existentes no Egipto
continham ADN ribossomal de S. cerevisiae, indicando que esta levedura era responsavel pela fermentagao alcodlica, pelo menos ja
em 3.150 ac (Cavalieri et al. 2003). A selecgao realizada no decurso de milénios de vinificagdo pbdde criar caracteristicas enolégicas
interessantes que, no entanto, ndo foram disseminadas em larga escala, nem foram combinadas numa unica estirpe. A seleccéo
clonal de estirpes de Saccharomyces isoladas a partir do meio natural em zonas viticolas de reconhecido interesse, € sempre o
ponto de partida de qualquer programa de seleccdo de leveduras naturais. Leveduras starter seleccionadas s&o hoje largamente
utilizadas dadas as suas muito boas propriedades fermentativas e também o seu importante contributo para a standardizacao do
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processo de fermentacao e da qualidade do vinho. Actualmente, sdo comercializadas cerca de 150 estirpes de leveduras enolégicas
diferentes, principalmente S. cerevisiae. Se for considerada a tendéncia actual para uma produgao de vinhos de elevada qualidade
com propriedades particulares, a procura de «leveduras especiais para perfis originais» por parte dos vinificadores esta ainda por
satisfazer (Mannazzu et al. 2002; Pretorius 2000; Romano et al. 2003b).

A escolha da estratégia de selecgédo apropriada depende sempre das caracteristicas que a estirpe enoldgica deve possuir e do
numero de estirpes que deverdo ser analisadas. Os numerosos compostos sintetizados variam acentuadamente em funcéo da
estirpe de S. cerevisiea considerada. Como recapitulado na Tabela 1, multiplas caracteristicas enolégicas foram sujeitas a avaliagao.
O controlo do desenvolvimento da fermentacéo e a determinacao de perfis quantitativos por analise quimica no fim da fermentagao
permitem a obtencado de dados tecnologicamente pertinentes.

Caracteristicas enoldgicas Comentario

Vigor da fermentagao Quantidade maxima de etanol (%, v/v) produzido em fim
de fermentagao
Desejavel: boa produgéo de etanol

Taxa de fermentagéo Gramas de CO; produzido no decurso das primeiras 48
horas da fermentacao
Desejavel: inicio rapido da fermentacao

Modo de multiplicagdo em meio liquido Crescimento disperso ou floculante, velocidade de
sedimentagéo

Desejavel: Multiplicagcao de leveduras dispersa durante a
fermentacao, ocorrendo a sedimentag¢ao no seu final

Produgao de espuma Altura de espuma produzida durante a fermentacao
N&o desejavel: producdo excessiva de espuma
Optimo de temperatura de fermentagéo Termotolerancia e criotolerancia estao relacionadas com

as propriedades enolégicas. A temperatura 6ptima de
fermentacao situa-se entre 18 e 28°C

Acidez volatil, produgdo de acido acético As estirpes seleccionadas ndo devem libertar mais de
100 a 400 mg/l durante a fermentagao.
N&o desejavel: produgcdo em excesso

Degradacao ou producdo de acido malico O aspecto desejavel ou ndo da produgdo ou degradagéo
dependem das caracteristicas do mosto.

A degradagdo de acido malico varia entre 0 e 20% em
funcdo da estirpe de S. cerevisiae

Produgao de glicerol Sub-produto favoravel e maior da fermentagéo (5-8 g/l)
contribuem para o aumento da dogura, corpo e volume
do vinho

Producgao de acetaldeido Metabolitos favoraveis no caso do Xerez, vinho de

sobremesa e porto; critério importante de selecgdo para
as estirpes destinadas ao estagio do vinho

Esteres, alcodis superiores e compostos volateis Metabolitos favoraveis que influenciam fortemente o
aroma do vinho, estando dependentes da presenga de
percursores ligados quer a casta quer a maturagdo da
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uva.
Quantidades limitadas contribuem positivamente para as
caracteristicas sensoriais globais

Tolerancia ao SO, e produgao Agente antioxidante e antimicrobiano.

Desejavel: capacidade e vigor fermentativos elevados
em presenca de teores em SO, usuais em enologia.

Nao Desejavel: producdo excessiva de SO,

Producao de H,S Determinada por coloragédo de colénias formadas em
meio indicador a base de bismuto, isto é BIGGY Agar.

O H.S é prejudicial a qualidade do vinho; é um dos
defeitos com um nivel de detecgao muito baixo (50 a 80

pg/l)
Resisténcia ao stress Tolerancia aos stresses acidos e osmoéticos combinados
Resisténcia ao cobre Fortes concentragbes em cobre podem originar

paragens de fermentagéo.
Desejavel: Forte resisténcia ao cobre e capacidade de
reduzir o teor em cobre

Tabela 1: Critérios enolégicos considerados na seleccdo de estirpes de Saccharomyces cerevisiae

Encontrar estirpes de leveduras possuindo uma combinacgéo ideal de caracteristicas enoldgicas continua a ser algo altamente
improvavel, e a selecgado é por isso orientada para as leveduras nao-Saccharomyces como Candida, Kloeckera, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Hansenula, Pichia, Metschnikowia, Schizosaccharomyces, Saccharomycodes ou Rhodotorula. As espécies nao-
Saccharomyces carecem de competitividade em condi¢cdes enoldgicas uma vez que ndo sao suficientemente vigorosas para a
realizacao da fermentagao e apresentam uma resisténcia ao stress mais reduzida que a S. cerevisiae. No entanto, as culturas starter
mistas ou a fermentacao sequencial (isto é, Candida cantarellii / S. cerevisiae) para orientar as fermentagdes no sentido de uma
producao acrescida de glicerol e menor producado de acido acético, foram utilizadas com sucesso (Toro et Vazquez 2002). As
leveduras Torulaspora delbrueckii e Candida stellata contribuem de forma positiva para a qualidade aromatica global do vinho,
enquanto que as leveduras apiculadas como Kloeckera apiculata tém uma influéncia negativa devido a associagédo entre reduzida
producao de alcool e formacao de importantes quantidades de acido acético e acetato de etilo (Ciani et Maccarelli, 1998)

Inimeras referéncias apontam influéncias positivas e negativas das leveduras nao-Saccaromyces sobre a composicao volatil dos
mostos de diferentes castas (Ciani et Maccarelli 1998; Clemente-Jimenez et al., 2004; Granchi et al., 2002; Mingorance-Cazorla et
al., 2003; Plata et al., 2003; Romano et al., 2003c) tendo sido também encontradas diferencas consideraveis relativamente a estes
compostos entre as estirpes comerciais e as autoctones de S. cerevisiae (Patel et Shibamoto, 2003; Romano et al., 2003a; Steger et
Lambrechts 2000).

As estirpes ndo-Saccharomyces produzem e segregam diversas enzimas, tais como pectinases (aumentam o volume de extracgao
de mosto, melhoram a clarificagao e facilitam a filtragdo do vinho), B-glicosidases (hidrolisam os percursores aromaticos glicosidicos
nao volateis existentes na uva), esterases (contribuem para a formagcdo de compostos aromaticos) ou as lipases (degradam os
lipidos da uva ou intervém sobre as reacg¢des de autdlise das leveduras) (Esteve-Zarzoso et al., 1998; Fernandez et al., 2000; Fleet
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et Heard 1993; Otero et al., 2003). A S. cerevisiae ndo € uma levedura que produza quantidades significativas de enzimas para ter
um impacto efectivo sobre a producao de vinho. A sua principal contribuicdo € uma secre¢éo de B-glicosidase (Restuccia et al. 2002;
Rodriguez et al. 2004). As leveduras ndo-Saccharomyces sdo comercializadas para a desacidificagcdo do mosto para consumo de
acido malico, como é o caso das células imobilizadas de Schizosaccharomyces pombe (comercializadas pela PROENOL) (Silva et
al., 2003).

Engenharia genética de estirpes enoldgicas de S. cerevisiae

Dada a grande exigéncia das praticas enolégicas modernas, constata-se um interesse continuadamente crescente relativamente as
estirpes especializadas de S. cerevisiae que possuem um vasto leque de propriedades novas ou optimizadas. Ao melhoramento
genético das estirpes industriais por recurso a genética classica (isto €, mutagenese ou fusao protoplastica) seguiu-se a utilizagdo de
tecnologias de recombinagao de ADN nos ultimos 20 anos. A publicacdo do genoma completo de S. cerevisiae (Goffeau et al. 1996)
e um arsenal crescente de tecnologias, permitiram avancos significativos nos dominios da genética molecular, da fisiologia e da
biotecnologia. A construgcao de estirpes comerciais especializadas tornou-se possivel, principalmente pela expressdo de genes
heterélogos ou por modificacdo do equilibrio de genes (superexpressdo ou supressdo). Os principais objectivos para o
melhoramento de estirpes sao: a melhoria do processo de produgao e da qualidade, como por exemplo a melhoria das performances
fermentativas, uma maior tolerancia ao etanol, uma melhor utilizagao do agucar e assimilagao de azoto, e qualidades organolépticas
acrescidas conseguidas por uma modificacdo do perfil sensorial. Estes pontos sdo desenvolvidos por diversos autores (Blondin et
Dequin, 1998; Dequin, 2001; Dequin et al., 2003; Pretorius, 2000; Pretorius et Bauer, 2002; Pretorius et al., 2003) como é
apresentado na Tabela 2 (ver fim do artigo).

Em geral, todo o material genético utilizado para a construgdo de micro-organismos destinados a fermentagdo alimentar deve
resultar de espécies hospedeiras (auto-clonagem) ou de organismos GRAS (Generally Regarded As Safe — organismos geralmente
considerados inofensivos) com uma histéria de utilizagao indbcua no que se refere a industria agro-alimentar, enquanto que deve ser
evitada a utilizacdo de sequéncias de ADN resultantes de espécies taxonomicamente proximas de espécies patogénicas. A
expressao de genes heterélogos foi utilizada na maioria dos casos, quer genes de interesse, isolados por exemplo de Lactobacillus
casei (LDH), Lactobacillus plantarum (pdc), Bacillus subtilis (padc), Pediococcus acidilactici (pedA), Schizosaccharomyces pombe
(mael e mae2), de choupo hibrido (4CL216), de videira (vstl), de Aspergillus sp. (egll, abfB, xInA, rhaA) ou de Fusarium solani
(pelA), ou ainda de outros como ATF1, GPD1 ou PGUL1 resultantes de S. cerevisiae (Tabela 2).

Muitas vezes sdo utilizados promotores e finalizadores fortes, derivados de enzimas glicoliticas e que sdo expressos em condigdes
de fermentacdo (ADH1, ADH2, PGK) mas também do gene actine (ACT). As leveduras industriais ndo tém, habitualmente,
marcadores autotroficos (LEU2, URA2), sendo por isso utilizado o gene de leveduras CYH2, o qual apresenta resisténcia as
ciclohexamidas ou marcadores heterélogos de resisténcia as toxinas como ble (Tn5) ou G418 (Tn903), os quais conferem
resisténcia a fleomicina e a geneticina, respectivamente. Nao é recomendado o desenvolvimento de estirpes industriais com
vectores shuttle multi-copia, transportando marcadores de resisténcia a ampicilina de Escherichia coli e as toxinas de leveduras,
uma vez que a possibilidade de transferéncia de ADN a microflora intestinal é considerada como improvavel mas nao inexistente.
Contudo, no caso das leveduras enoldgicas, a este processo é atribuida uma importancia reduzida, uma vez que as células s&o
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eliminadas apos a fermentacdo Os genes plasmidicos deveriam ser preferencialmente integrados, uma vez que os elementos
inseridos devem ser estaveis no novo organismo construido. Tais aproximagdes ocorreram, no entanto, em determinados casos
(Lilly et al., 2000; Malherbe et al., 2003; Volschenk et al., 2001). Quando ocorre uma disrupgdo genética numa etapa com
marcadores autotréficos, como foi efectuado para o gene GPD (Michnick et al. 1997), resulta uma estirpe auto-clonada, como foi
definido previamente (ILSI, 1999), o que é uma aproximacao consideravelmente menos problematica no que se refere a avaliagao
da aceitabilidade. A secrecao de proteinas extracelulares, por exemplo a pediocina codificada pelo gene pedA ou a glucose oxidase
codificada pelo gene gox, estava habitualmente sujeita a um sinal de secre¢do da feromona factor a de conjugacdo (MFals)
(Malherbe et al. 2003; Schoeman et al. 1999).

As modificagdes introduzidas ndo devem modificar as caracteristicas essenciais da actividade do hospedeiro no processo de
fermentacdo. Para a maior parte das modificacbes genéticas, foi possivel demonstrar que para além das alteragcbes metabdlicas
introduzidas nao foi revelada nenhuma diferenca significativa entre os vinhos produzidos com uma estirpe comercial e os vinhos
produzidos com a correspondente estirpe modificada, em termos de caracteristicas enolégicas. Inversamente, a producao acrescida
de glicerol devida a expressdo modulada de GPD conduziu a uma redugéo do rendimento em etanol (1% v/v) e a uma acumulagéo
de produtos secundarios tais como o piruvato, o acetato, a acetoina, e o 2,3-butanodiol (Michnick et al., 1997). A eliminagcao de
ALDG6 originou uma produgéo reduzida de acido acético (-40 a -70%) ao nivel do perfil de glicerol, do succinato e do butanodiol
(Remize et al., 2000). Foi ainda demonstrado que a acidificagdo do mosto devida a expressao acrescida de LDH e a produgéo
consequente de acido L(+) lactico depende dos antecedentes genéticos de S. cerevisiae e igualmente da casta utilizada para a
producdo do mosto (Dequin et al.,, 1999). Os vinhos contendo 1,8 a 2,0% de alcool, ou menos, foram obtidos pela utilizacdo de
estirpes que suerexprimiam a glucose-oxidase, uma vez que esta enzima produz L-glucono- &-acetona e acido glucénico a partir da
glucose (Malherbe et al., 2003)

Recentemente, uma estirpe de leveduras utilizada na produgédo de saké foi aprovada pelo governo japonés como levedura auto-
clonada, deixando por isso de ser considerada como OGM (Akada, 2002). Foi utilizada a substituicdo genética em duas etapas para
a construgdo de uma estirpe desprovida de sequéncias marcadoras bacterianas e de resisténcia as toxinas. Uma mutacgao pontual
(Gly1250Ser) no gene codificante da sintetase de acidos gordos de levedurass FAS2 confere uma resisténcia a cerulenina e esta
associada a uma mais forte produgao caproato de etilo, um composto do saké japonés com aroma de maga. Foi utilizado um novo
marcador de contra-selecgado, sendo este um promotor de superexpressao de galactose-indutivel e a sequéncia inibidora de
crescimento GIN11 (GALp—GIN11). As células que retém o marcador ndo crescem em meios com galactose dada a inibigdo
causada pela superexpressao de GIN11. Um plasmideo contendo o gene FAS2 mutado, um marcador de resisténcia as toxinas e o
marcador contraseleccionavel foram integrados no locus de tipo indigena FAS2, e a perda de sequéncias plasmidicas resultantes
dos integrantes foi conduzida pelo crescimento em meio contendo galactose, o qual é permissivo a perda de GALp—GIN11. As
estirpes contra-seleccionadas continham quer a versao indigena, quer a versdao mutante do alelo FAS2, mas nao as sequéncias de
plasmidos, sendo a dieferenca existente entre 0 mutante descrito e a estirpe indigena correspondente uma unica base (Akada et al.,
1999; Aritomi et al., 2004). O tipo de contra-seleccdo evocada pode assim ser utilizada para introdu¢cdes multiplas de genes
cromossomicos, uma vez que aquela é necessaria para trabalhar sobre vias metabdlicas. Outras estratégias, como por exemplo a
mutagénese dirigida do gene MET10 da sulfito-redutase, permitiram desenvolver leveduras produtoras de menor quantidade de
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sulfureto de hidrogénio (H,S) (Sutherland et al., 2003). O alelo LEU4-1 confere resisténcia ao 5,5,5-trifluro-DL-leucina e as estirpes
correspondentes produzem o dobro da quantidade de alcool isoamilico em fermentacdo a escala laboratorial, relativamente as
estirpes-mée (Bendoni et al., 1999).

O genoma de S. cerevisiae foi 0 primeiro genoma eucariotico a ser sequenciado e sera provavelmente o primeiro organismo a ver
revelado os seus transcriptdmero, protedmero e metaboldmero. Dado o facto de numerosos aspectos fisiolégicos estarem sujeitos a
uma regulacao multigene complexa, a compreenséo do processo de expressao dos genes no decurso da fermentagdo do vinho
contribuira para o conhecimento da composicao genética das estirpes de leveduras comerciais e influenciara o melhoramento das
estirpes enoldgicas através da engenharia genética. Estas abordagens séo também as mais adaptadas para demonstrar que as
alteragdes introduzidas nao originam efeitos colaterais inesperados ou adversos, como por exemplo a producdo de substancias
téxicas.

No futuro, estirpes especificas poderao servir de reserva genética natural em programas de melhoramento de leveduras, desde que
a ligacao entre os fenoétipos observados e a analise da expressao global revele informacdes Uteis para a construgcdo de estirpes de
leveduras auto-clonadas. Os genes poderdo vir a ser dissociados dos seus reguladores e induzidos apenas por condicoes
especificas de fermentacdo. Tais estirpes poderao, por exemplo, possuir uma actividade B-glicosidase (Rodriguez et al., 2004) ou
ser capazes de reduzir o cobre do mosto por acumulagéo intracelular (Brandolini et al., 2002), ou ainda ser privadas da sua
actividade sulfito-redutase (Mendes-Ferreira et al., 2002; Spiropoulos et al., 2000), ou produzir reduzidas quantidades de acido
acético (Romano et al., 2003a).

Regulamentacéo relativa a organismos geneticamente modificados com utilizagc&do alimentar

Em Maio de 1997 entrou em vigor o Regulamento europeu EC258/97 sobre os novos alimentos e ingredientes alimentares (EC
1997), nele sendo indicados os alimentos e ingredientes contendo ou consistindo em organismos geneticamente modificados (OGM)
ou produzidos por organismos geneticamente modificados, podendo, no ultimo caso, estar presentes ou nao no alimento. A
seguranga alimentar de um alimento derivado de um OGM deve ser avaliada por comparagdo com o alimento mais préximo cujo
consumo, historicamente, € tido por seguro. Isto significa que se um alimento derivado de um OGM for semelhante em substancia ao
alimento convencional, o novo alimento é “tao seguro” como o alimento convencional correspondente, devendo ser tratado como tal,
devendo as diferengas detectadas vir a ser objecto de investigacdes toxicoldgicas, analiticas e nutricionais mais aprofundadas. Para
esta avaliagdo é necessario o conhecimento detalhado de diversos factores: caracteristicas do conjunto e do patriménio genético
dos organismos, origem desse(s) gene(s) transferido(s) e da funcéo do(s) gene(s) modificado(s). Considerando que o resultado final
de uma modificagao genética depende dos processos controlados por numerosos genes diferentes e que as suas fungdes sao ainda
pouco conhecidas, métodos rigorosos de identificacdo e de caracterizagdo dos efeitos indesejaveis a escala genémica, protedmica e
metabolimica estdo actualmente em fase de testagem para a sua utilizacdo de rotina (Corpillo et al. 2004; Kuiper et Kleter 2003;
Kuiper et al. 2002).
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Na nova regulamentagao sobre alimentacdo foram recentemente introduzidas emendas, pela adopgao de trés decretos relativos a
organismos geneticamente modificados e a alimentos que deles derivam, utilizados em nutricao humana e animal: EC1829/2003
(EC 2003a), 1830/2003 (EC 2003b) e 65/2004 (EC 2004), os quais definem os procedimentos para a autorizagdo, etiquetagem e
tracabilidade. O regulamento 1829/2003 detalha as informagdes a fornecer para uma solicitacdo de autorizacdo de comercializagéao
de um produto. O requerente deve provar que o alimento em questdo (1) ndo tem efeitos indesejaveis sobre a saude humana e
animal, nem sobre o ambiente, (2) ndo induz em erro o consumidor e (3) ndo difere do alimento que visa substituir, de tal modo que
0 seu consumo normal ndo seja nutricionalmente desvantajoso para o consumidor. Tais produtos devem ser sujeitos a avaliagao
sanitaria antes de serem colocados no mercado, juntamente com um dossier técnico onde constem informacdes detalhadas sobre
resultados obtidos em ensaios de investigagao e desenvolvimento a fim de avaliar o impacto do OGM sobre a saude e 0 ambiente. O
Anexo Il da Directiva 2001/18/EC (EC 2001) sobre a utilizagdo deliberada de OGM para colocagdo no mercado ou qualquer outro
objectivo revoga assim a anterior Directiva 90/220/EC (EC 1990) do Conselho. Como a colocagido de um produto no mercado implica
a sua libertacdo no meio ambiente, deve ser realizada uma avaliagdo do seu impacto ambiental, de acordo com o Anexo Il da
Directiva 2001/18/EC (EC 2002). O produto é posteriormente sujeito a um procedimento de aprovagao promovido conjuntamente
pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), localizada em Bruxelas, a Comissdo Europeia e os seus Estados-
membros. A etiquetagem € obrigatéria, mesmo quando o ADN recombinante da proteina correspondente ndo é detectavel no
produto final. Os alimentos contendo OGM devem ser etiquetados com «geneticamente modificado(a)» ou «produzido a partir de
(nome do ingrediente) geneticamente modificado(a)». A etiquetagem nado é obrigatdria para os alimentos contendo trago de OGM,
fortuitos e tecnicamente inevitaveis, numa proporgao inferior a 0,9% dos ingredientes alimentares (relagdo entre ingrediente
recombinante e ndo recombinante). Enquanto que a regulamentacéo alimentar se apoiava no principio da prova, no sentido em que
a etiquetagem é obrigatdria para os produtos alimentares contendo mais de 1% de OGM, o regulamento EC1829/2003 apoia-se no
principio da aplicacdo, impondo uma declaracdo de utilizagdo de OGM no decurso da produgdo do alimento; no entanto, esta
declaracao nao se baseia na detecgdo de ADN ou de proteina recombinante no produto final. Segundo os regulamentos Em fungao
dos regulamentos N° 1830/2003 (EC 2003b) e 65/2004 (EC 2004), os OGM e os produtos derivados de OGM devem devem possuir
tragabilidade em cada etapa do seu processo de colocagdo no mercado, ao longo de toda a cadeia de producéao e de distribuigéo, a
fim de facilitar a recolha dos produtos se necessario e para facilitar a aplicagcdo de medidas de gestao de riscos.

A regulamentagcdo americana ndo impde a etiquetagem nem a discriminagdo dos produtos geneticamente modificados. Nenhuma
etiquetagem especifica é exigida para os alimentos de “bioengenharia” (termo utilizado pela Food and Drug Administration norte-
americana para os alimentos derivados de tecnologias de modificagdo genética), uma vez que «nao sao considerados como
significativamente ou uniformemente diferentes de outros alimentos, nem como uma ameaga a segurancga alimentar diferente ou
superior daquela colocada por alimentos resultantes de processos tradicionais de melhoramento genético de plantas cultivadas».
(Registo Federal 57 FR 22984 de 29 de Maio). A avaliagdo e a aprovacgao antes da colocagdo no mercado é exigida unicamente
quando os genes introduzidos codificam um produto que nunca houvesse sido um composto de qualquer outro alimento, tal como
um novo agente edulcorante, por exemplo. As exigéncias de etiquetagem que se aplicam aos alimentos devem «explicitar todos os
elementos materiais» de um alimento, por exemplo se um alimento geneticamente modificado difere do seu homdlogo tradicional,
possui propriedades nutricionais significativamente diferentes, ou se esta presente um alergénico potencial.
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Os vinhos produzidos por leveduras OGM deveriam ser considerados, em geral, como substancialmente equivalentes aos vinhos
“tradicionais”. Compostos como o glicerol, o acetato de etilo, o acido malico ou o acido lactico sdo substancias naturais do vinho e os
seus teores seriam simplesmente ajustados ou optimizados de modo a melhorar estas qualidades organolépticas. A concentragao
visada € muito susceptivel de pertencer ao leque de concentragdes encontradas em determinados estilos de vinho. Por outro lado,
um processo tecnoldgico facilitado e mais econémico, como a utilizacdo de leveduras que exprimam enzimas pectoliticas, nao tera
qualquer impacto sobre a composi¢cao ou as propriedades do produto final, uma vez que a adicdo de enzimas comerciais € uma
pratica enoldgica habitual. Qualquer que seja a situacgéo, é indispensavel a realizagao de um estudo minucioso e caso a caso.

Avaliacdo dos riscos ambientais associados a utilizac&o de leveduras geneticamente modificadas
A utilizacdo de leveduras geneticamente modificadas dependera da capacidade para avaliar os riscos potenciais ou teéricos ligados
a sua introducéo nos ecossistemas naturais.

O acompanhamento da disseminacao de estirpes industriais de leveduras nas vinhas envolventes de adegas que tenham utilizado
essas estirpes durante os 5 a 10 anos precedentes, serviu de modelo experimental para estimar o destino das leveduras
geneticamente modificadas no ambiente natural. Estes estudos de grande escala desenvolvidos ao longo de periodos de 3 anos, em
vinhas situadas no norte de Portugal e no sul de Franga revelaram que a disseminagao de leveduras comerciais na vinha é limitada
a distancias e periodos de tempo curtos, e é largamente favorecida pela presenga de agua de escorréncia. Entre as amostras
colhidas a mais de 100m da adega, menos de 2% da microflora fermentativa tinha um perfil genético idéntico ao das leveduras
comerciais. Nas amostras colhidas muito proximo da adega e das aguas de escorréncia, a propor¢gdo de leveduras comerciais
aumentou 10 a 43%. A grande maioria (94%) das leveduras comerciais foi detetctada a uma distancia da adega entre 10 e 200m. As
estirpes comerciais, apesar da sua utilizagdo anual intensiva, ndo parecem desenvolver-se claramente nas vinhas e nao
predominam sobre a flora indigena, sendo a sua presenca caracterizada por flutuagdes naturais de aparecimento/desaparecimento
periddico como as estirpes autdctones (Valero et al, 2005).

O comportamento das leveduras OGM entre as populagdes microbianas de uma adega e de uma estufa com vinha em ambiente
confinado foi também avaliado. A partir de uma estirpe comercial X, diferentes estirpes modificadas foram construidas, possuindo
genes heterdlogos codificadores de a-amilase (LKA1), endo-3-1,4-glucanase (end1), xilanase (XYN4) ou pectato liase (pehl) sob o
controlo de promotores e de terminadores fortes e utilizando marcadores de resisténcia kanMX ou SMR-410. Apds a caracterizagao
inicial da flora de levuras autéctone de uma vinha recentemente instalada numa estufa confinada, as vinhas de 4 blocos (cada um
constituido por 20 pés) foram aspergidas com suspensées de leveduras contendo 2,5x10° CFU/mL, de acordo com metodologia
previamente definida. Apesar da concentragao celular ser inicialmente elevada, foi isolado um reduzido numero de estirpes S.
cerevisiae nos controlos quinzenais da populagdo de leveduras presente nas uvas, folhas, tronco e solo. Os resultados
demonstraram (1) n&o existir nenhuma diferenga significativa na relagcao entre a ocorréncia de estirpes modificadas e a de estirpes
comerciais “parentais”, mesmo para as estirpes OGM com uma suposta vantagem selectiva sobre as estirpes parentais, o que
demonstra que as modificacbes mencionadas ndao conferem nenhuma vantagem de implantacido ambiental; (2) que o conjunto das
populagdes de levedurass presentes nos blocos aspergidos era muito idéntico ao das vinhas testemunhas nao tratadas, conduzindo
a conclusdo que nem as estirpes comerciais nem as estirpes OGM afectam o equilibrio ecolégico da flora da vinha num sistema
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confinado; (3) que no decurso de micro-vinificagbes espontaneas e no que se refere as capacidades fermentativas das estirpes, nao
foi constatada nenhuma diferenca significativa entre elas (Bauer et al., 2003).

A transferéncia horizontal de ADN pode acontecer entre espécies de leveduras pertencentes a complexos de espécies sensu stricto,
originando hibridos viaveis a partir dos dois grupos cromossémicos parentais (Marinoni et al., 1999). A transformagao natural das
leveduras de panificagcdo com o ADN de plasmideos foi observada em condi¢des naturais de caréncia nutritiva, quando as células
em paragem de crescimento metabolizam os agucares sem adigdo de nutrientes. Isto foi apresentado como um mecanismo de
evolucao que contribui para a diversificagdo genética, sendo este cenario possivel em meio natural. Actualmente alguns estudos em
curso pretendem estimar a semelhangas de transferéncia de genes, quer horizontais, quer verticais, entre leveduras comerciais
enolégicas modificadas, em condi¢cbes de producgdo de vinho (Bauer et al., 2003).

Um outro parametro, igualmente importante para estimar a segurancga da utilizacdo das leveduras OGM em enologia, é a medigcao
da libertagcdo potencial e da estabilidade de ADN recombinante e da(s) proteina(s) correspondente(s) durante a fermentagao e
estagio em contacto com as borras. A autélise das células de levedura caracteriza-se por uma perda de permeabilidade membranar,
uma hidrolise de macromoléculas celulares como o ADN e as proteinas, seguida de uma libertacdo dos produtos desta hidrélise para
0 meio extracelular. Este processo ocorre imediatamente apds as células terem concluido o seu ciclo de vida, Foram realizadas
experiéncias sobre autdlise utilizando meios de cultura de laboratério, tendo sido demonstrado que uma incubagao a 40°C durante
10 a 14 dias a valores de pH entre 4 e 7 conduz a uma degradacdo de 55% do ADN total, associada a libertacdo de,
particularmente, desoxirribonucliétidos e de, em menor escala, polinucliétidos no meio extracelular (Zhao et Fleet, 2003).

Métodos de deteccdo de ADN ou de proteinas geneticamente modificadas

Até a data, ndo existe qualquer dado concreto quanto a presenga e concentracao de células, de ADN e de proteinas recombinantes
nos vinhos «experimentais» produzidos a partir de leveduras geneticamente modificadas. Estima-se que o numero de células
recombinantes por garrafa é bastante reduzido (1 a 10 células), uma vez que estas sdo eliminadas por filtracdo ou tratamento
térmico. A tracgabilidade do ADN recombinante no decurso da cadeia de produgao e no vinho acabado requer técnicas extremamente
sensiveis. Considerando os recentes Regulamentos europeu n.° 1829/2003 e 1830/2003, torna-se claro que sado necessarios
métodos analiticos fidveis e precisos para todos os alimentos contendo OGM ou produzidos por recurso a OGM. Ao longo de anos
anteriores, com este objectivo, foram desenvolvidos e aplicados métodos de analise quer de proteinas, quer de ADN,
particularmente para a detecgéo de soja e de milho transgénicos e seus derivados.

Para a detecgao de proteinas e tendo por objectivo, principalmente, a sua utilizagdo em detecgédo imunoquimica, e nos processos de
analise Western blot e ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays), foram desenvolvidos anticorpos monoclonais e policlonais. Os
testes imunocromatograficos, Reveal CP4 e Reveal Cry9C, também designados testes sobre tiras de fluxo lateral, detectam 5-enol-
piruvil-chiquimato-3-fosfatase sintetase (EPSPS), derivada da estirpe CP4 de Agrobacterium sp, que confere resisténcia ao glifosato
utilizado em herbicidas aplicados em culturas de milho e soja, e proteinas Cry de Bacillus thuringiensis que asseguram a proteccao
das plantas aos insectos, em sementes e grdaos de milho. Os dois kits comercializados pela Neogen, de custo reduzido e com uma
boa sensibilidade, detectam a presenca de OGM em 5 a 20 minutos (fraccdo massica de OGM <0,125%); Os dois sao testes
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operacionais e fiaveis para controlar a distribuicdo de produtos derivados da biotecnologia (Ahmed, 2002; Auer, 2003; Brett et al.,
1999; Rogan et al., 1999; Stave, 1999; van Duijn et al., 1999, 2002).

Os meétodos baseados em PCR (Protein Chaine Reaction - Reac¢do de Polimerizacdo em Cadeia) sdo também aplicados na
deteccdo de OGM por amplificacdo de elementos genéticos presentes na maioria dos OGM actualmente disponiveis na Europa. O
limite da deteccgéo situa-se entre 20 pg e 10 ng de ADN alvo, o que corresponde a 0,0001 a 1% da fracgdo massica de OGM (Ahmed
2002; Auer 2003; ILSI 1998, 2001; Meyer 1999; van Duijn et al. 1999, 2002). A técnica de QC-PCR (Quantitative-competitive PCR)
baseia-se na amplificacdo paralela do gene transgénico e de um gene enddgeno de referéncia que controla quer a auséncia de
inibicdo, quer de amplificabilidade de ADN alvo da amostra. A quantificacdo é possivel por comparagdo das concentracdes dos
produtos PCR com as propor¢des variaveis da relagdo ADN alvo/ADN standard. Esta abordagem foi testada com sucesso aquando
da realizacdo de um trabalho de colaboragao entre 12 laboratérios europeus de controlo, o qual permitiu a deteccdo de 0,1% de
ADN OGM (Hubner et al., 1999; Lithy, 1999). As tecnologias de PCR em tempo real sdo extremamente sensiveis e convém a uma
quantificagdo precisa de ADN presente em reduzidas concentragdes, uma vez que medem a producgio de cadeias amplificadas de
ADN no decurso da fase log-linear da amplificagcdo PCR (Ronning et al., 2003; Vaitilingom et al., 1999). A quantificagdo de produtos
de PCR por teste ELISA (ELISA-PCR) foi recentemente descrita como uma alternativa muito sensivel e econémica a PCR em tempo
real (Liu et al., 2004; Petit et al., 2003).

Embora as matérias-primas alimentares possam ser facilmente identificadas como OGM, a detecgao de OGM torna-se mais dificil
quando os produtos sao resultado de algum processo de transformagao: alimentos com um processamento complexo contém ADN
degradado e substancias que interferem mesmo com a reacgdo PCR. A avaliacao inter-laboratérios dos procedimentos foi essencial
e possibilitou o desenvolvimento de normas internacionais (DIN, ISO, EN) relativas a amostragem (DIN 2003), a extracgédo de ADN
(DIN 2002b), a deteccdo de OGM com base no ADN (DIN 2002a) e com base em proteinas (DIN 2002c).

A avaliagao tecnoldgica dos OGM, as modificacées das regulamentagdes governamentais e a adopg¢ao de directivas de avaliagao
dos riscos irdo continuar a orientar o desenvolvimento de técnicas de analise que serdo aplicadas futuramente a organismos
geneticamente modificados. Novos métodos de identificagdo baseados em transcriptémica, protedmica e metabolémica foram
propostos como as abordagens nao dirigidas mais adequadas para a deteccao de efeitos secundarios (Kuiper et Kleter 2003), tendo
a analise protedmica demonstrado uma «equivaléncia substancial» entre um tomate OGM resistente a um virus e os hibridos nao
transgénicos (Corpillo et al., 2004).

Percepcdo e comportamentos do consumidor

Em 1988, Gist-Brocades obteve uma estirpe de panificacdo cujos genes codificadores da permease a lactose e a maltase foram
substituidos por um conjunto de genes mais eficazes resultantes de uma outra estirpe. Uma vez que nenhum ADN nao-
Saccharomyces estava presente, as autoridades britanicas acordaram o seu consentimento em 1989. Alguns anos mais tarde, uma
estirpe recombinante para panificagdo, obtida em 1993 por Brewing Research International, foi igualmente aprovada. Esta estirpe de
de S. cerevisiae continha um gene de amilase rsultante de Saccharomyces diastaticus associado com um gene de resisténcia ao
cobre. Dada a relutancia da industria em provocar uma reacgédo negativa dos consumidores, nenhuma destas estirpes foi produzida
com objectivos comerciais (Moseley 1999). Pelas mesmas razdes, nos ultimos anos nao foi registada qualquer procura de estirpes
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enolégicas geneticamente modificadas, embora tenham sido desenvolvidas um numero elevado de estirpes (Tabela 2) em
consequéncia da procura crescente de diversidade e inovagao no seio da industria de bebidas fermentadas.

Um dos mais vastos inquéritos a opinido publica (quanto ao numero de pessoas interrogadas) realizado na Europa foi o
Eurobarometro que seguiu as alteragdes de atitude relativamente a biotecnologia em diferentes Estados-membros europeus, desde
o inicio dos anos 90. O ultimo inquérito, realizado em 2001 (Anonymous, 2001), junto de 16.000 cidadaos europeus, demonstrou
existir uma visao positiva generalizada da ciéncia e da tecnologia; no entanto, os avangos cientificos ndo s&o considerados a
panaceia universal para todos os problemas. A quase totalidade (95%) dos inquiridos indicaram a reduzida margem de escolha
possibilitada aos consumidores, relativamente aos alimentos geneticamente modificados, € o principal motivo da sua atitude
negativa e 60% apontaram o facto de os OGM serem potencialmente prejudiciais ao meio ambiente. Considerando que numerosos
conceitos cientificos sdo pouco conhecidos do publico, a percepgao do risco para o consumidor e o seu comportamento diferem
significativamente dos defendidos pelos peritos em risco cientifico que tornam complexas as discussbes sobre tecnologias
transgénicacs, aumentando do mesmo modo a desconfianga do publico e a carga negativa em torno das biotecnologias em geral e
os OGM em particular. As crengas dos que criticam as tecnologias de modificagdo genética incluem a degradacdo da qualidade
nutricional dos alimentos, a toxicidade potencial, a possivel resisténcia aos antibidticos, a alergicidade e a cancerosidade potencial
resultante do consumo de OGM, a poluicdo ambiental, a transferéncia de genes indesejaveis, a criacao eventual de novos virus e
toxinas, consideragdes religiosas, culturais e étnicas, do mesmo modo que o medo do desconhecido (Uzogara, 2000).

Como indicado na Figura 1, os receios dos consumidores relativamente as modificagcdes genéticas estdo associados a numerosos
parametros, isto &, alteragbes menores nos alimentos estdo associadas a um fraco nivel de receio, e assim a atencdo manifestada
relativamente a esses produtos e as suas vantagens foi reduzidamente notada. No que respeita a aplicacdo de biotecnologias a
alimentacao, os beneficios foram apercebidos como marginais, abstratos e apenas interessando ao produtor. Esta perspectiva foi
confirmada especialmente para a cerveja geneticamente modificada, a qual se segui o tomate, o morango e o salméo. Para o vinho,
enquanto bebida tradicional de eleicdo, pode ser estimado que a sua produgéo por tecnologia genética obteria uma opinido dos
consumidores comparavel a expressa para o caso da cerveja. Todas as modificagbes implicando os seres humanos ou os animais
foram associadas a niveis elevados de preocupagdo ética, enquanto que as aplicagées medicinais, tal como a farmacologia € o
tratamento de doencgas herditarias, foram apontadas como as mais importantes e necessarias (Frewer 2003; Frewer et al. 1997).
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Figura 1: percepc¢des publicas do risco ou do beneficio dos alimentos geneticamente modificados (adaptado de Frewer, 2003)

Em conclusdo, a recente disponibilidade de regulamentacao legal e clara, que define as exigéncias para a construgcéo e avaliagao
da seguranga dos OGM, do mesmo modo que a etiquetagem dos produtos seus derivados, pode ser considerada como uma etapa
crucial para ajudar o consumidor a fazer escolhas claras; um futuro préximo dira se esta estratégia € uma etapa util a percorrer no
sentido de uma atitude menos negativa por parte do consumidor. A constru¢cado de estirpes de leveduras enolégicas geneticamente
modificadas deve ser alcangada através de estratégias de auto-clonagem. Neste contexto, estirpes especificas resultantes do
ambiente vitivinicola de espagos enoldgicos favoraveis podem ser utilizadas, no futuro, como reservatério genético natural para a
construcao de tais estirpes, conferindo assim uma nova dimensao a exploragao da diversidade de estirpes de levedura.
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Objectivo de Metabolismo / proteina (s) Gene (s) Origem Construcéo Referéncia
melhoramento P T Pla M Chr
Qualidade sensorial Endoglucanase Trichoderma (Pérez-Gonzaélez et
egll ACT - 2uU CYH2 -
longibrachiatum al. 1993)
Enzimas Arabinofuranosida Aspergillus niger (Sanchez-Torres et
abfB ACT - 2u CYH2 -
libertadoras de se al. 1996)
Complexidade e aromas Endoxilanase xInA Aspergillus nidulans ~ ACT - 2u CYH2 - (Gangaetal. 1999)
intensidade do Ramnosidase Aspergillus aculeatus (Manzanares et al.
rhaA GPD PGK TRP -
aroma global 2003)
Ajustamento da ~ Malato permease mael Schizosaccharomyces SMR1- (Volschenk et al.
_ PGK1 PGK1 2u +
acidez Enzima mélica mae2 pombe 140 2001)
Enzima Lactococcus lactis (Volschenk et al.
malolactica 1997)
mleS PGK1 PGK1 2u  URA3
Enzima
maloléctiva
Acetaldeido
desidrogenase ALD6 Saccharomyces kanMX4 (Remize et al., 2000)
(supressdo) cerevisiae

INFOWINE.COM, REVISTA INTERNET DE VITICULTURA E ENOLOGIA, 2006, N°5



SCHULLER, LEVEDURAS GENETICAMENTE MODIFICADAS EM ENOLOGIA, 14

Aspectos de
sanidade e

salubridade
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Lactato G418
LDH Lactobacillus casei ADH1 ADH1 2u - (Dequin et al., 1999)
desidrogenase (Tn903)
Glicerol-3-fosfato (Michnick et al.,
Producdo de Saccharomyces ble
desidrogenase GPD1 ADH1 ADH1 2u - 1997,
glicerol cerevisiae (Tnb)
Remize et al., 1999)
Acido fendlico Lactobacillus
Formag&o de _ pdc
descarboxilase plantarum PGK1 PGK1 2u  URA3 (Smit et al., 2003)
fendis volateis padc
Bacillus subtilis
Producéo de Alcool Saccharomyces
ATF1 PGK1 PGK1 2u LEU2 + (Lilly et al., 2000)
acetato de éster acetiltransferase cerevisiae
Sulfito redutase Saccharomyces (Sutherland et al.,
Producéo de H,S MET10
cerevisiae 2003)
Produgéo de R-glucosidase (Gonzalez-Candelas
bgIN Candida molischiana ACT ACT 24 CYH2 -
resveratol et al., 2000)
Resveratol
4CL216 Hybrid poplar ~ ADH2 ADH2 2u  URA3 - (Beckeretal., 2003)
sintetase
Coenzima-A
vstl Grapevine ENO2 ENO2 2u LEU2 -
ligase
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Controlo de
microorganismos

cantaminantes

Capacidde

fermentativa

Conversdo completa

Bloqueio da CAR1
Eliminac&o de secrecédo de ureia  (suppressé Saccharomyces (Pretorius et al.,
etil carbamato 0) cerevisiae 2003)
Producéo de Pediocina
Pediococcus (Schoeman et al.,
enzimas pedA ADH1 ADH1 2u  URAS3
acidilactici 1999)
antimicrobianas
Quitinase Saccharomyces (Carstens et al.,
CTS1-2 PGK1 PGK1 2u
cerevisiae 2003)
Leucocina Leuconostoc (du Toit and
IcaB ADH1 ADH1 2u  URA3
carnosum Pretorius, 2000)
Glucose oxidase (Malherbe et al.,
gox Aspergillus niger PGH1 PGK1 URA3
2003)
Tolerancia ao Trealose TPS1,TPS Saccharomyces (Pretorius et al.,
stress 2, ATH1 cerevisiae 2003)
Glicogénio GSY1,
GSY2
Esterois SUT1,
SUT2
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de actcar em alcool
e CO2semo
desenvolvimento de

aromas indesejaveis

Incorporacéo e Transportadore
Saccharomyces (Pretorius et al.,
assimilagéo de s de hexoses HXT1-18
cerevisiae 2003)
acucar
Hexosoquinases  HXK1,
HXK2
Assimilacdo de Prolina oxidase Saccharomyces (Pretorius et al.,
PUT1
azoto cerevisiae 2003)
Pirrolina-5-
carboxilato PUT2
desidrogenase
Saccharomyces (Salmon et Barre
Repressores ure2
cerevisiae 1998)
PUT 1e PUT 2
Tolerancia ao Acumulacéo de SUT1, Saccharomyces (Pretorius et al.,
etanol esterois SUT2, cerevisiae 2003)
Actividade
PMAL,
ATPase
PMA2
membranar
Resisténcia agro- Metalotioneina CUP1 Saccharomyces (Pretorius et al.,
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quimica formadora de cerevisiae 2003)
quelatos de
cobre
Eficiéncia de Eliminacédo de Endopoligalacto
Saccharomyces (Vilanova et al.,
processamento polissacaridos uronase PGU1 PGK1 LEU2 -
cerevisiae 2000)
Colagem e colmatantes
clarificacdo Pectato liase (Gonzalez-Candelas
pelA Fusarium solani ACT - CYH 2uU -
etal., 1995)
Duracao de Floculina FLO1, Saccharomyces (Pretorius et al.,
HSP30
floculaco FLO11 cerevisiae 2003)

Tabela 2: Objectivos para o0 melhoramento de S cerevisiae (adaptado de Pretorius, 2000, e Pretorius et al., 2003), com indicacdo, se
possivel de exemplos de estratégias empregues para as modificagdes genéticas.
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