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Resumo

Os vinhos brasileiros, principalmente do Rio Grande do Sul, apresentam, muitas vezes,
elevada acidez decorrente da maturacédo diferente das uvas. Esta acidez é determinada por
altas concentracGes de acido malico. Para atenuar a acidez fixa nos vinhos, os mostos séo
submetidos a fermentacdo malolatica durante ou seguidamente a fermentacdo alcodlica.
Na prética enoldgica, essa fermentacdo representa problemas, ocorrendo de forma
descontrolada e em muitos casos ndo chegando a finalizar. Ainda que muitas vezes
eficiente, a fermentagdo malolatica espontanea, dependente das bactérias presentes na uva
ou na cantina, varia de fermentacdo para fermentacdo e de ano para ano, sendo hoje um
dos pontos criticos no processo de vinificacdo. Estirpes de Oenococcus oeni e
Lactobacillus sp., espécies de bactérias laticas, sdo predominantes nesse pProcesso
fermentativo. Os parametros como pH, dioxido de enxofre (SO;), contetdo alcoodlico e
temperatura sdo 0s mais importantes que afetam o desempenho dessas bactérias no vinho.
Outras espécies bacterianas podem adicionar caracteristicas indesejaveis no produto final,
como a producdo de aminas bioativas, odor impertinente e bacteriocinas que inibem a
fermentacdo malolatica. Esse trabalho visou a selecdo e identificacdo de bactérias laticas
nativas de vinicolas da Serra Galcha. Foram isoladas 34 bactérias provenientes de
amostras de vinhos que se encontravam em fase de fermentacdo malolatica, e dessas,
apenas 16 foram classificadas como laticas, pois apenas essas apresentaram
caracteristicas de catalase negativa, Gram positivas e imdveis. Nem todas as 16 bactérias
obtiveram bom crescimento em meio liquido. O ensaio fermentativo de glicose com
avaliagdo da producéo de acido e gas demonstraram que alguns isolados ndo acidificaram
e nem produziram gas. J4 o teste de fermentacdo de carboidratos, que utilizou 14
carboidratos, constatou que as bactérias possuem preferéncia em metabolizar
dissacarideos e monossacarideos. Nos testes fermentativos em mosto sintético, alguns
isolados conseguiram alterar significativamente o pH, reduzindo a acidez, porém ndo
apresentaram turbidez. A fermentacdo malolatica nesse experimento foi acompanhada
qualitativamente em cromatografia de papel e, mesmo com problemas de crescimento,
alguns isolados conseguiram efetuar uma boa fermentacdo malolatica. Com relagdo a
avaliagdo da sensibilidade ao metabissulfito de potassio (K;S,0s), diferentes niveis de pH
e diferentes concentracbes de etanol, os isolados desenvolveram—se melhor nas
concentragdes mais baixas de K,S,0se em graduagdo alcoolica menor. Os niveis de pH
proximos a 3,5 foram os preferidos para o desenvolvimento bacteriano. A existéncia da
microvinificagdo em vinho sintético com grau etanolico de 10%, apenas por quatro
isolados que demonstraram boa fermentacdo malolatica em mosto, certificou que quanto
menor a concentracdo de alcool, menor também € a interferéncia na fermentagdo. Nesse
experimento avaliou-se a degradacdo malica quali/quantitativamente, com utilizacdo de
cromatografia de papel e kit enzimatico. Houve alteracdo de pH, comprovando a
conversdo do &cido mélico em latico por todos os isolados. A classificacdo final dos
isolados os enquadrou com as espécies Lactobacillus suebicus, Lactobacillus pentosus e
Lactobacillus plantarum.

Palavras-chave: Oenococcus oeni, vinho, fermentacdo malolatica.



ABSTRACT

Brazilian wines, mainly from Rio Grande do Sul, often have high acidity due to the
different maturation of the grapes. This acidity is determined by high concentrations
of malic acid. In order to attenuate the fixed acidity in the wines, the musts are
subjected to malolactic fermentation during or after the alcoholic fermentation. In
oenological practice, this fermentation represents problems, occurring in an
uncontrolled way and in many cases not coming to an end. Although often efficient,
spontaneous malolactic fermentation, depending on the bacteria present in the grape
or canteen, varies from fermentation to fermentation and from year to year, and is
now one of the critical points in the winemaking process. Strains of Oenococcus oeni
and Lactobacillus sp., Species of lactic bacteria, are predominant in this fermentation
process. Parameters such as pH, sulfur dioxide (SO2), alcohol content and
temperature are the most important that affect the performance of these bacteria in
wine. Other bacterial species may add undesirable characteristics to the final product,
such as the production of bioactive amines, impertinent odor and bacteriocins that
inhibit malolactic fermentation. This work aimed at the selection and identification of
native lactic bacteria from the Serra Gaucha wineries. A total of 34 bacteria were
isolated from samples of malolactic fermentation, of which only 16 were classified as
lactic acid. Not all 16 bacteria obtained good growth in liquid medium. The
fermentative glucose test with evaluation of acid and gas production showed that
some isolates did not acidify or produce gas. Already the carbohydrate fermentation
test, which used 14 carbohydrates, found that the bacteria have a preference in
metabolizing disaccharides and monosaccharides. In the fermentative tests in
synthetic wort, some isolates were able to significantly alter the pH, reducing the
acidity, but did not present turbidity. The malolactic fermentation in this experiment
was accompanied qualitatively in paper chromatography and, even with growth
problems, some isolates were able to effect a good malolactic fermentation. With
respect to the evaluation of the sensitivity to potassium metabisulphite (K2S205),
different pH levels and different concentrations of ethanol, the isolates were better
developed at lower concentrations of K2S205 and lower alcoholic strength. PH levels
near 3.5 were preferred for bacterial development. The existence of microvinification
in synthetic wine with 10% ethanolic degree, only by four isolates that demonstrated
good malolactic fermentation in must, certified that the lower the alcohol
concentration, the lower the interference in the fermentation. In this experiment, the
degradation was evaluated qualitatively / quantitatively, using paper chromatography
and enzymatic kit. There was a change in pH, confirming the conversion of malic acid
to lactic acid by all isolates. The final classification of the isolates included the
species Lactobacillus suebicus, Lactobacillus pentosus and Lactobacillus plantarum.

Key-words: Oenococcus oeni, wine, malolactic fermentation.
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1 INTRODUCAO

Os vinhos brasileiros, em especial os da Serra Gaucha, caracterizam-se por
apresentar alta acidez decorrente da maturacdo incompleta das uvas. Esta acidez é
demarcada por elevadas concentracGes de &cido malico e demais é&cidos, e para
reduzi-la, os mostos sdo submetidos a fermentacdo maloléatica ao longo ou ap6s a
fermentacdo alcodlica. Enquanto a transformacdo dos aglcares em etanol é realizada
por leveduras (Saccharomyces cerevisiae), a bioconversdo de &cido méalico em &cido
lactico é processada por bactérias lacticas, dentre as quais a mais importante é
Oenococcus oeni.

A eficiéncia da fermentacdo malolatica depende de varios fatores que
interferem com o desenvolvimento e fisiologia bacteriana, entre 0s quais a presenca
de sulfito livre, acidez total, concentracdo de &cido malico, teor alcodlico do vinho,
presenca de agucares redutores, entre outros. Além disso, a falta de informacdo das
técnicas adequadas e erros de processo em vinicolas também resultam na ineficacia da
fermentacéo.

Na pratica enologica da regido, a execugdo da fermentacdo malolatica
representa um problema quando as bactérias sdo inoculadas, pela auséncia de preparo
do indculo adequado e quando as bactérias sdo nativas do vinho e pela falta de
acompanhamento adequado da fermentagdo. Em consequéncia, 0s vinhos podem
apresentar elevado contetdo de acido malico que determina acidez elevada e
instabilidade do produto final, podendo resultar inclusive em fermentagcOes

malolaticas apds o envase.
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As condigdes edafoclimaticas e fitossanitarias peculiares da Serra Gaulcha
fazem com que a maior parte das vinicolas utilize altas concentragdes de sulfito
(>150mg/L) no inicio da fermentacdo alcoolica para evitar problemas oxidativos
enzimaticos e o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis. Porém, a atividade
antimicrobiana deste produto, quando adicionado antes ou durante a fermentagéo
alcodlica, leva com frequéncia a inibicdo ou retardo da fermentagdo malolética.

Tentativas de utilizacdo de bactérias lacticas selecionadas na Europa nem
sempre tém se mostrado eficazes e a maior parte das vinicolas utilizam a fermentacéo
malolatica espontdnea (bactérias ja presentes na cantina), ja que as espécies no
mercado sdo limitadas e o seu custo é elevado. A fermentacdo malolatica espontanea,
dependente das bactérias presentes na uva e dentro da cantina, variando de
fermentacdo para fermentacio e de ano para ano. E importante ressaltar que nem
todas as espécies de bactérias laticas agregam caracteristicas interessantes ao vinho.
Muitas espécies ou até mesmo estirpes dentro de uma espécie produzem componentes
que depreciam a qualidade da bebida.

A escolha de variantes eficientes e de requisitos para uma boa fermentacédo
malolatica executada por bactérias nativas, acaba fazendo com que esse processo seja
um desafio. Quando as bactéerias ndo sao nativas, ou seja, sao inoculadas, a preparacédo
inadequada do inéculo, um erro grave cometido por parte da industria vinicola,
contribui para a ineficacia da fermentacdo malolatica e, consequentemente, aumenta
0s gastos, ja que o custo de estirpes comerciais é elevado.

O isolamento de bactérias potenciais para esse processo fermentativo €
importante ndo somente pelo que agrega ao vinho, como por exemplo a reducdo da

acidez gustativa e o sabor; mas também instiga a melhora e/ou reavaliacdo dos
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procedimentos técnicos empregados na indudstria para a inoculagcdo dessas bactérias e
para o devido acompanhamento desta fermentacdo, bem como o desenvolvimento de
novas metodologias que consigam salientar os atributos regionais do vinho gaucho.
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo, a selecdo e a identificacdo
de bactérias de fermentacBes malolaticas isoladas de fermentacBes espontaneas
realizadas em vinicolas da regido serrana do Rio Grande do Sul e determinar sua

tolerancia a sulfito e a etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O vinho

A producéo de vinho pode ser considerada como uma das tecnologias mais
antigas da humanidade, precedendo inclusive a producdo de péo
(RIBEREAU-GAYON, 1985). Os primeiros indicios do consumo do vinho
aconteceram ha cerca de 7.000 anos, na regido do Mediterraneo. Relatos historicos
indicam o uso medicinal do vinho pelo homem h&a mais de 2.000 anos. Antigas
civilizacbes como a dos romanos, egipcios, gregos e hindus utilizavam o vinho
como um remédio para o corpo e para a alma (LOVATO & WAGNER, 2014).

Registros apontam que, no Rio Grande do Sul, a videira foi introduzida por
volta de 1.626 pelo jesuita, natural de Buenos Aires, Roque Gonzéles, na cidade de

S&o Nicolau, na fase que antecedeu os Sete Povos das Missdes (VALDUGA, 2007).

Ja na regido da Serra Gaucha, a viticultura foi implementada pelos imigrantes
italianos no fim do século XIX, conquistando prestigio no século XX. Tornou-se uma
das fontes do crescimento da economia na regido, ndo apenas pela geracgdo de renda,
mas também porque oportunizou outras atividades que ampliaram a renda e

construcao de espago (FALCADE, 2004).

O Rio Grande do Sul € o maior produtor de uvas do Brasil, concentrando em
2016 mais de 300 milhdes de quilos de uvas, e na producgéo de vinhos foi responsavel
por mais de 107 milhdes de litros. No total, o Estado comercializou cerca de 92,1
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milhdes de litros de vinhos e espumantes em 2016 para paises como Chile, Argentina,
Portugal, Itdlia, Franca e outros, majoritariamente. No ano de 2017, mais de 303
milhdes de litros de vinhos, entre vinhos viniferas e comuns, foram produzidos. Além
disso, os vinhos de mesa sdo os mais apreciados, sendo que em 2016 comercializou-se
166 milhGes de litros entre empresas do préprio Rio Grande do Sul (IBRAVIN,
2016).

O vinho é considerado uma bebida de constituicdo complexa, devido as
transformacdes quimicas, fisicas, biologicas e enziméaticas que transcorrem em seu
processamento (RIZZON & MIELE, 2006). Inimeros sdo os fatores aptos a afetar a
qualidade de um vinho, entre eles podem ser citados: a variedade de uva, o perfil do
solo, as variacfes climéaticas, o manejo da planta e o processo de vinificacdo

(SANCHEZ & DOKOOZLIAN, 2005).

A composicdo quimica do vinho tem papel primordial, pois
participa diretamente nas suas caracteristicas sensoriais como cor, Ssabor
e adstringéncia. Os principais compostos encontrados em cultivares de Vitis
vinifera sdo os acidos fendlicos, as antocianinas, 0s taninos e o0 resveratrol,

que passam da planta para a bebida (ZOCCHE, 2009).

De um modo geral, o processo de producdo de vinhos envolve duas
fermentacdes consecutivas: (a) a fermentacdo alcodlica e (b) a fermentagcdo malolatica
(FML). Os microrganismos envolvidos nestes dois processos fermentativos s&o
responsaveis por um complexo de biotransformacdes de carboidratos, substancias
aminadas, sulfuradas, entre outras precursoras encontradas no mosto da uva.
Conjuntamente, estas modificacdes, adicionam caracteristicas organolépticas ao

produto final. Por consequéncia, a conducdo adequada das fermentacdes alcoolica e
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malolatica sdo de fundamental importdncia na qualidade do vinho
(RIBEREAU-GAYON et al, 2006). O papel desses microrganismos fermentadores na
formacdo do aroma foi pressuposto por Pasteur em 1876 e sustentado

por diversos pesquisadores que o sucederam (TONET, 2007).

2.2 A fermentacdo malolatica e a producdo de vinhos

O avanco da tecnologia que ocorreu principalmente na segunda metade do século
XX resultou em progressos significativos no conhecimento da bioquimica e das
interacGes de leveduras, bactérias laticas (BAL) e outros organismos no decorrer do
processo de vinificagdo (ALCAIDE-HIDALGO, et al 2008). O processo bioldgico da
vinificacdo é assim o resultado de uma sequéncia de transformac6es bioguimicas pela
acdo de mdltiplas enzimas de diferentes microrganismos, principalmente
Saccharomyces cerevisiae, que sdo responsaveis pela fermentacéo alcodlica, principal
parte do processo, e de bactérias lacticas (predominantemente Oenococcus oeni), as
quais sdo responsaveis por um seguimento secundario, a fermentacdo malolaticas
(FML) (HERVE et al, 2004; ALCAIDE-HIDALGO, 2008). Por definicdo, a FML
corresponde a degradacdo do acido malico até acido latico por determinadas bactérias,
com uma atenuacdo da acidez que suaviza o paladar; ela é indispensavel para os
vinhos tintos, e menos generalizada em vinhos brancos. Em funcdo de distintos
fatores, contudo, os produtos com ela obtidos podem ser sensivelmente diferenciados
(RIBEREAU-GAYON, 2001). A reacdo quimica fundamental da fermentacio
malolatica é a transformacéao de &cido méalico em acido lactico pela enzima malolatica

(Figura 1).
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Figura 1. Reacdo de descarboxilagio do acido malico.
Fonte: Adaptado de Ribéreau-Gayon et al, 2006.

A converséio do acido malico em acido lactico € a Unica
intervencdo bacteriana efetivamente buscada na vinificacdo (MIGUEL, 2011). A
descarboxilacdo do acido L-maélico é facilitada pela enzima malolatica antes do
lactato ser conduzido para fora da célula. Esse processo é regulado pela proteina
malolatica regulatéria. A FML tecnicamente ndo é considerada uma fermentacao
(BETTERIDGE et al, 2015), visto que a denominacdo de fermentacdo se refere a
processos que ocorrem na auséncia de oxigénio, com a transformacdo de matérias
organicas (carboidratos) em outras, liberando energia. A FML ainda é descrita como
um processo complexo e pouco compreendido (BINATI, 2015), mas na sua reagéo, a
descarboxilacdo do &cilo L-malico para o acido L-latico é uma conversao que requer

NAD" e Mn*? como cofatores (Figura 2) (BETTERIDGE et al, 2015).
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Figura 2. Converséo de acido L-Malico em L-Lé&tico com liberagdo de CO..
Fonte: Adaptado de Betteridge et al, 2015.

A fermentacdo alcodlica comumente precede a FML, j& que as
leveduras sdo superiormente adaptadas ao mosto, o qual contém alta concentracéo
de acucares (>210g¢/L) e baixo pH (3,0 a 3,3) (CARVALHO, 2011). A FML ¢
substancial para a qualidade dos vinhos tintos. Pelo contrario, é preciso
evitd-la em certos vinhos brancos secos, estimados pela sua frescura e

pelo aroma (MIGUEL, 2011).

Com relagdo ao progresso da FML, podemos evidenciar que a energia metabdlica
disponivel para a célula, que pode ser utilizada para diferentes fungdes como
transporte, anabolismo e crescimento celular, esta diretamente relacionada a forca
promovida pela diferenca de potencial (Ap), gerada pela translocacdo de protons
através da membrana citoplasmatica, com producgdo de energia (ATP) na bomba de

prétons (em especifico na proteina de membrana ATPsintase) que gera moléculas
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energéticas durante o fluxo de H* gerado na conversdo malica (HENICK-KLING,

1986).

L-malate --> into cell - Malato Permease - + 2 H+<—

L-malate --> L-lacate + CO,-EnzimaMalolitica-= 1 K

2 NADH +H 5 NAD T

1

H,CO;—> CO2 --> out of cell 29 Hle
Bomba de ‘

protons 2!
L-lactate --> out of cell =] W e

Figura 3. Movimentos de prétons associados com a conversdo mélica para écido latico e liberagdo
de CO2.
Fonte: Adaptado de Henick-kling, 1986.

O fluxo de prétons pode ser explicado pela Figura 3, onde demonstra que quando
0 acido malico disponivel no meio entra na célula pela Malato permeasse (MleP),
carrega consigo um total de dois prétons H* que ficam disponiveis no interior celular
aumentando a acidez no citosol. Com a conversdo malica para acido latico através da
acdo da enzima malolatica, com auxilio da coenzima NADH+H e cofator manganés,
ocorre a oxidacdo desse NADH+H, sendo que um de seus protons € utilizado para
formar &cido latico que foi descarboxilado (liberou uma molécula de CO,), e 0 outro
préton fica disponivel no citosol. Apos a formacao de acido latico, liberacdo de CO,e
aumento de numero de protons no interior celular, o produto dessa reacdo (acido
latico) sai da célula pela mesma enzima que proporcionou a entrada do acido malico,
carregando consigo um préton. Ja o CO,, funde-se com os dois prétons que entraram
com o &cido malico, no inicio do processo, formando acido carbonico (H,COs). O

acido carbénico sai da célula pelo gradiente de poténcial, por difusdo simples pela
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membrana. Quando no meio externo, dissocia-se em dois prétons H* + CO,. A
liberacdo dessas moléculas de CO, é o que gera a producdo gasosa observada nessa
etapa do processo de vinificacéo.

A dindmica de protons que resultou na saida do acido latico e &cido carbdnico
promove um Ap positivo, visto que entraram dois protons na célula e sairam trés. Essa
diferenca de gradiente promove a a¢do da ATPsintase pelo aumento do pH externo,
forcando esses protons a retornarem para dentro da célula. A cada trés prétons que

passam pela ATPsintase, gera-se entdo, uma molécula energética (ATP).

Pode-se dizer que o beneficio energético celular ndo estd diretamente ligado a
conversao acido-malica, mas sim a dindmica e movimento de prétons (que acabam

por sere movimentos organizados e com saldo positivo) concomitante a FML.

Além do decréscimo na acidez, pela conversdo malica, a FML produz mudancas
nas caracteristicas organolépticas e acresce a estabilidade microbioldgica dos vinhos.
A modificacdo do sabor percebida ap6s a FML deve-se ao acido lactico, por ser

menos hostil que o &cido mélico (SILVA, 2005).

2.3 Bactérias responsaveis pela FML

O Department of Viticulture and Enology (2014), da Universidade da
Califérnia, classifica como bactérias laticas os microrganismos Gram positivos, de

morfologia celular elipsoidal a cocos esféricos, muitas vezes encontrados em pares ou
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em cadeias, imoveis, catalase negativa e aeroObicos para microaerofilicos
(FUGELSANG & EDWARDS, 2007).

As bactérias laticas também podem ser classificadas em trés grupos
relacionados ao modo como catabolizam carboidratos. Tais grupos assemelham-se por
degradarem apenas hexoses, mas se distinguem pelo modo como a cadeia carbonica
desses carboidratos é metabolizada (GOMES, 2009).

Dentre o0s grupos, o denominado homofermentativos obrigatorios, o0s
carboidratos sdo convertidos quase que unicamente em &cido l&ctico pela via
Embden-Meyerhof (Glicolise) (COSTA, 2006; RIBEREAU-GAYON et al, 2006;
GOMES, 2009).

J& o grupo chamado de heterofermentativos obrigatérios, utiliza a via
6-fosfogluconato/fosfocetolase para a fermentagdo de hexoses. Em condig¢bes de
anaerobiose, hexoses sdo transformadas em quantidades equimolares de lactato,
etanol e/ou acetato, gas carbdnico e ATP (KANDLER, 1983; KANDLER & WEISS,
1986; GOMES, 2009).

O ultimo grupo é chamado de heterofermentativos facultativos. Organismos
relativos a esse grupo sdo capazes de fermentar hexoses de forma semelhante ao
grupo homofermentativo. Porém, sob condi¢Ges reduzidas de glicose, algumas
espécies podem converter as hexoses em acido lactico, acido acético e/ou etanol
(KANDLER, 1983; KANDLER & WEISS, 1986). Devido ao pH de alguns vinhos ser
baixo, ndo ocorre a transformacéo da glicose pela via heterofermentativa e devido a
sua escassez, provavelmente a fermentacdo malolatica é a Unica via para O. oeni
produzir ATP pela dindmica de protons concomitante, através da ATPsintase

(BARTOWSKY, 2005).
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2.3.1 Espécies de bactérias laticas

No decurso do processo de vinificagdo, as populagbes nativas de bactérias
laticas diversificam-se quantitativa e qualitativamente (LONVAUD-FUNEL, 1999).
As espécies mais relevantes de BAL isoladas do processo de vinificagdo sdo:
Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, Lb. brevis, Lb. confusus,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus e O. oeni (Quadro 1)
(RIBERAU-GAYON et al, 2006). Estudos de bactérias laticas em vinhos também ja
relataram o isolamento de Weissella paramesenteroides (BAE et al, 2005), Weissella
uvarum (NISIOTOU et al, 2014), dentre outras espécies desse mesmo género.
Habitualmente estas popula¢es sofrem um declinio rapido e permanecem em nimero
reduzido, podendo ndo se desenvolver até ao final da fermentacdo alcodlica

(REGUANT et al, 2005).

26



Quadro 1. Espécies de BAL isoladas a partir de uvas, mostos e vinhos.

Heterofermentativos

Heterofermentativos Eacultativos Homofermentativos
Lactobacillus brevis Lactobacillus casei Pediococcus acidilactici
Lb. buchnerii Lb. coryniformis Pc. damnosus
Lb. collinoides Lb. curvatus Pc. dextrinicus
Lb. fermentum Lb. homohoichii Pc. inopinatus
Lb. fructivorans Lb. paracasei Pc. parvutus
Lb. hilgardii Lb. pentosus Pc. pentosaceus
Lb. kunkeei Lb.plantarum Pediococcus spp.
Lb. sanfrancisensis Lb. sakei Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus spp. Lb. zeae Lb. jensenii
Leuconostoc citrovorum Lb. nagelli Lb. mali
Leuconostoc spp. Lb. diolivorans Lb. vini

Weissella confusa
W. paramesenteroides

Oenococcus oeni

Leuc. mesenteroides subsp.
dextranicum

Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides

Fonte: Adaptado de Swiegers et al, 2005.

Excepcionalmente, pode ocorrer uma multiplicacdo rapida de células na
fermentacdo alcoodlica. Posteriormente a esta fase de laténcia, onde a duracdo depende
das caracteristicas do vinho, as células comecam a multiplicar-se e entram na fase
exponencial de reproducdo, atingindo populacGes de 10° a 10® UFC/ml (Figura 4),
sendo unicamente constituidas por estirpes de O. oeni, espécie que mais se multiplica
nesta fase e que realiza a FML (REGUANT et al, 2005). No entanto, em
determinadas ocasides, como por exemplo em vinhos com pH mais alto (pH 3,5 a 4,0)
pode-se ter um acréscimo da populacdo de Pediococcus spp. e/ou de Lactobacillus

spp. e estes serem os responsaveis pela fermentagio (OLGUIN et al, 2009).
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Figura 4. Dinamica das popula¢des de BAL durante a produgéo de vinhos.
Fonte: Fulgesang (1997).

Até o0 ano de 1995, a espécie mais relevante e importante no que diz respeito a
FML (O. oeni) era classificada como Leuconostoc oenos. Um estudo publicado no
mesmo ano, sugeriu a alteracdo taxonémica dessa espécie, baseado em uma avaliacao
filogenética das sequéncias 16S e 23S de rRNA, que identificou uma distincdo de uma
sequéncia quando comparada com outra BAL do género Leuconostoc spp. Em vista
desta distingdo, nomeou-se corrigidamente Leuconostoc oenos como Oenococcus oeni

(Figura 5) (DICKS et al, 1995).
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Figura 5. Imagem em alta resolugdo (microscopia de varredura) de Oenococcus oeni.
Fonte: Department Of Viticulture and Enology - UC, 2014.

Oenococcus oeni € descrito como a bactéria  mais tolerante as
condicbes da producdo do vinho, isto é,  baixo pH e alta
concentracdo de etanol; por isso, o favoritismo em sua utilizacdo
(POZO-BAYON et al, 2005). Além disso, cepas de O. oeni ndo causam quaisquer
efeitos deletérios sobre o sabor e 0 aroma, preservam o controle do tempo e a taxa de
FML, além de reduzirem o potencial de deterioragdo por outras bactérias (SOLIERI et
al, 2009). Inoculado o vinho com uma significativa concentracdo de O. oeni,
aumenta-se a probabilidade de obtencdo rapida e completa da FML (MAICAS et al,
1999).

Estudos apontam O. oeni como uma bactéria que apresenta possiveis efeitos
benéficos (probidticos). A cepa IOEB 9115 apresentou potencial anti-inflamatério e
aliviou significativamente os sintomas de colite, reduzindo o tamanho da leséo
colonica, em experimento de colite induzida em ratos com o éacido

2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (SU et al, 2015).
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O. oeni metaboliza hexoses e pentoses através da via heterolatica. Citratos nao
podem ser utilizados como Unica fonte de carbono, mas com o metabolismo
compartilhado aos agUcares, aguca o crescimento. Glicose e frutose, os principais
acucares existentes no mosto dos vinhos, expandem a biomassa quando utilizados no
meio de cultura para seu crescimento in vitro (GRANDVALET, 2017).

Baseado nos inimeros beneficios funcionais e até mesmo como probiotico,
existem sugestdes de que cepas de O. oeni deveriam ser isoladas e inoculadas em
vinhos especificos como a champanhe e aplicadas também em cidras, visto seus

inimeros potenciais (KHOURY et al, 2016).

O género Leuconostoc spp engloba um variado conjunto de BAL
heterofermentativas, com consideravel importancia industrial, tradicionalmente
utilizado na fermentacdo de diferentes alimentos e vinhos (KONIG et al, 2009).
Origina apenas 4acido D-latico a partir de glicose e € incapaz de produzir aménia a
partir de arginina. Tém células de forma esférica ou lenticulares, organizadas em
duplas ou em cadeias (KONIG et al, 2009). Foi descrito por Van Tieghem (1878), e
consistia até entdo pelas seguintes 14 espécies (excluindo reclassificadas e
sinbnimos): L. mesenteroides, L. carnosum, L. citreum, L. durionis, L. fallax, L.
ficulneum, L. fructosum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L. kimchii, L. lactis,
L. pseudoficulneum e L. pseudomesenteroides (ENDO & OKADA, 2008). As
espécies L. mesenteroides subespécies mesenteroides, cremoris, lactis e
pseudomesenteroides sdo constituintes regulares da producdo do aroma aplicadas

cotidianamente em fermentacdes (KOT et al, 2014).
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Weissella spp. sdo procariotos em formato de hastes esféricas, lenticulares ou
irregulares. S&o heterofermentativas, que produzem &cido D/L-acido latico, enquanto
W. paramesenteroides forma acido D-latico a partir de glicose (KONIG et al, 2009).
Segundo KONIG et al, (2009), W. paramesenteroides é a Unica espécie desse género
isolada do mosto ou do vinho. W. uvarum foi isolada de uvas vinicolas (NISIOTOU et
al, 2014). Como os demais géneros, esse grupo € Gram positivo, catalase negativo e
ndo esporulado (FUSCO et al, 2015). Weissella paramesenteroides foi encontrada em
uvas Sémillon, e nesse estudo relatou-se a incapacidade desta em crescer em
condicdes elevadas de etanol no vinho (BAE et al, 2005). Esse género compreende 18
espécies e algumas espécies sdo sinbnimos dentro do género, como por exemplo W.
cibaria e W. kimchii. As espécies W. cibaria, W. confuso e W. koreensis foram

descritos como associados diretos a fermentagdes vegetais (KOT et al, 2014).

Lactobacillus spp. é um género de BAL descrito como um grupo heterogéneo, em
forma de bastonetes, ndo esporulados e Gram positivos (RODAS et al, 2005).
Manifestaram resisténcia as condi¢des de vinificacdo e possuem muitas caracteristicas
favoraveis, tornando-os adequados fermentadores (TOIT et al, 2011). Apresentam
uma capacidade para tolerar etanol e baixos niveis de pH (LOPEZ et al, 2008). Sendo,
cepas de Lactobacillus plantarum capazes de sobreviver e se multiplicar as
condicdes de producdo do vinho (POZO-BAYON et al, 2005).

Além de Lb. plantarum, outras espécies desse mesmo género foram isoladas
no vinho e/ou em uvas, incluindo Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. fermentum
(Lb. cellobiosus), Lb. curvatus, Lb. delbrueckii, Lb. fructivorans (Lb. trichodes), Lb.

hilgardii e Lb. jensenii (EDWARDS et al, 2000).
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O género Pediococcus spp. € homofermentativo e exige complexos requisitos
para sua proliferacdo como, por exemplo, uma série de aminodcidos. Além disso, séo
as Unicas BAL que se dividem em dois planos: formacdo de pares ou tétrades e
grandes aglomeracdes esféricas (FUGELSANG & EDWARDS, 2007).

Diferenciam-se pela série de possibilidades de fermentacdo de carboidratos, a
capacidade de hidrolise de arginina, crescimento a diferentes niveis de pH (4,5~7,0), a
configuragdo do écido lactico produzido e podem apresentar pseudocalatase (KONIG
et al, 2009).

As propriedades probi6ticas de Pediococcus spp. foram estudadas através de
uma estirpe de Pediococcus parvulus, a qual foi isolada de bebidas alcoolicas
fermentadas. Os resultados demonstraram que essa variedade bacteriana pode resistir
as condicbes do aparelho digestdrio, aderir ao intestino e promover propriedades
imunomoduladoras interessantes (SU et al,2015).

Bactérias laticas do género Pediococcus spp., que tém sido isoladas e
caracterizadas até o momento, tém sido fortemente relacionadas com probidticos e
estdo sendo utilizadas em diversos tipos de alimentos fermentados e bebidas, como é

o exemplo de Pediococcus acidilactici (PARK et al, 2017).

As propriedades benéficas das cepas de bactérias laticas relacionadas com o

vinho ndo devem ser ignoradas, pois além da importancia enoldgica, apresentam

beneficios ao organismo (SU et al, 2015).
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2.4 Metabolismo de BAL no vinho

Sabe-se que o metabolismo das bactérias laticas do vinho exerce um conjunto
diverso de atividades secundarias que podem modificar as caracteristicas sensoriais do
vinho (COSTELLO et al, 2012). As alteracGes de perfis de aroma durante a FML
dependem da estirpe bacteriana responsavel pela fermentacdo e dos precursores
presentes no mosto/vinho (LERM et al, 2010).

No vinho, a transformacdo do acido malico provoca um efeito duplo, sendo o
primeiro a desacidificagdo com um aumento do pH inicial (0,1~0,2 unidades) e o
segundo, uma suavizacao da sensacao bucal. O sabor acido e amargo do &cido malico

é substituido pelo sabor mais suave do &cido lactico (KNOLL, 2011).

Resultados apontam que, em condi¢fes vinicolas, a fermentacdo malolatica
alterou a concentracdo de mais de 114 compostos volateis, dentre eles: alcoois,
ésteres, aldeidos, cetonas, fendis, terpenos e norisoprendides (CANAS et al, 2008). E
também desencadeou aumento de um conjunto de outros compostos como, por
exemplo, diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, ésteres (lactato de etila, succinato de
dietila), alguns alcoois superiores e a liberacdo de agliconas aromaticas (SILVA,
2005). Como pode ser observado na Figura 6, Swiegers et al (2005), diversos séo 0s
possiveis substratos utilizados pelas células, como por exemplo, o acetaldeido que
pode ser convertido para &cido acético, o acido malico que é convertido para acido

latico pela FML, e que também pode ser produto da vida heterolatica.
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Figura 6. Possiveis rotas bioquimicas e subprodutos da FML.
Fonte: Adaptado de Swiegers et al, 2005.

A fermentacdo malolactica e o consumo de nutrientes, bem como a producédo de

bacteriocinas, levam a estabilizacdo do vinho (KONIG et al, 2009).

Para além dos beneficios da presenca de BAL no vinho, estes microrganismos
(em principal algumas estirpes) podem induzir um efeito depreciativo na qualidade do
vinho se a sua proliferacdo ocorrer no periodo errado no processo de vinificagdo. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as substancias responsaveis pelas alteracbes mais
frequentes provocadas pelas BAL em vinhos, as quais decorrem da producdo de
metabolitos indesejaveis. Estes podem entdo, gerar odores e turvagdo (causadas pela
formacéo de carbonato de etila e pela producdo de aminas biogénicas, particularmente

histamina, tiramina e putrescina) (SILVA, 2005).
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Tabela 1. AlteracGes sensoriais que podem ser produzidas nos vinhos pelas BAL.

. Descricdo Limite do Bactéria
Composto Estrutura quimica : o
sensorial aroma (Género)
Acetaldeido 0 Maga, 100mg/L™*  Acetobacter
I

- OH Nozes. Gluconobacter

Acido O Vinagre azedo, 0,2g/L™* Acetobacter
Acético IIH-H H Picante Gluconobacter,

BAL*

Etilacetato (9] Removedor de  7,5mg/L™* Acetobacter

)J o - Gluconobacter,
Esmalte BAL*
. (0] Amanteigado, 0,1~

2,3-Butanodiona /J.\ P Noz, omg/L™ Oenococcus
(diacetil) g Caramelo Lactobacillus
2-Etoxi-3,5-hexadieno FOIh?S.de 0,1pg/L™* Lactobacillus

) J\ P P geranio
- 0 S Pediococcus
2-acetil-tetrahidropiridina o Urlnaé:ij Rato 4~5pg/L*  Lactobacillus
Y
(ACTPI) N Rato Oenococcus
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Urina de Rato

2-Etiltetrahidropiridina 2~18ug/L*  Lactobacillus

T ou
(ETPI) LN/U Rato Oenococcus
2-Acetil-1-pirrolina ‘E Urma:ue Rato 7,8ug/L™ Lactobacillus
.-'"-' Mx"\-\.l.:_'_'. N\
(ACPI) L/ Rato Oenococcus
Acroleina 0 Amargo N.R.* Lactobacillus

Pediococcus

. Oleoso, - .
B-D-Glicano Viscoso, N.R. Pediococcus
(Exopolissacarideo) Espesso
f o A oH
Manitol j}H ClJ'H Viscoso, Doce, N.R.* Oenococcus
Ho
OH OH Irritante

*BAL.: bactéria &cido laticas incluindo espécies dos géneros Lactobacillus, Oenococcus e Pediococcus.
*N.R.: ndo relatado.

Fonte: Adaptado de Bartowsky 20009.
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2.5 Interferéncias na FML

As pesquisas de inducdo da FML em vinhos por inoculacdo bacteriana
desenrolaram-se a partir da década de 60, as quais levaram a emergéncia de varias
estirpes comerciais. Estes estudos foram realizados a partir da inoculacdo de culturas
lacticas em diferentes estdgios de vinificagdo, mas nem sempre se obteve
sucesso. Efetivamente, o periodo ideal para a inoculacdo depende de inimeros fatores,
como a composi¢do do mosto, a cepa de levedura e as técnicas elaborativas

(AVILA & DAUDT, 1997).

Relativamente as caracteristicas do vinho, nomeiam-se 0s seguintes
parametros: pH, didéxido de enxofre (SO,), grau alcodlico e temperatura. O pH é um
dos critérios mais importantes que afetam o desenvolvimento e 0 comportamento das
BAL no vinho, ja que influencia a duracdo da fase de laténcia, a taxa de crescimento
e, consequentemente, o tempo da FML. Além disso, interfere nas espécies que se
desenvolvem no vinho, no seu metabolismo e na sua sobrevivéncia.
Costumeiramente, observa-se que, em vinhos com pH igual ou inferior a 3,5,
predomina a espécie O. oeni, ndo ocorrendo o crescimento de Lactobacillus spp. e de
Pediococcus spp (INES et al, 2008); porém quando isso ndo ocorre (pH fica acima de
3,5) bactérias indesejaveis podem desenvolver-se e produzir compostos prejudiciais.

As espécies dentro de Lactobacillus spp. e de Pediococcus spp tém maior
prevaléncia em vinhos com pH proximo de 4,0, podendo realizar a FML ou
comportarem-se como agentes de deterioracdo ap6s a FML efetuada por O. oeni

(RIBEREAU-GAYON, 1985; WIBOWO et al, 1985; LONVAUD-FUNEL, 1999;
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GONCALVES, 2009; AUAD, 2014). Além de afetar o crescimento das BAL, o pH
também afeta a atividade da enzima malolatica, bem como os substratos
transformados e metabdlitos resultantes. Apesar da enzima malolética purificada
apresentar o maximo de atividade em pH de 5,9 in vitro aos 37°C, devido as
quantidades de NAD" e Mn*? disponiveis, na célula a atividade méxima se observa a
valores de pH entre 3,0 e 3,2 ou seja, dentro do espectro de valores habitualmente
observados em vinhos. O prazo de duracdo da FML nos vinhos reduz-se a medida que
o pH aumenta ou diminui a partir dos valores mencionados (~3,2) (INES et al, 2008;
BETTERIDGE et al, 2015).

O dioxido de enxofre é um aditivo alimentar (conservante INS E220)
amplamente utilizado na industria enoldgica pelas suas caracteristicas inibidoras dos
processos oxidativos e antissépticas. Como regra geral, as BAL tém dificuldade em
desenvolver-se na presenca de concentragdo de SO, total e livre superiores a 100 e 10
mg/L, respectivamente (REGUANT et al, 2005; RIBERAU-GAYON et al, 2006).
Recomenda-se essa dosagem para estabilizar os vinhos ap6s a FML ou para evita-la
naqueles vinhos nos quais ela ndo for almejada (SILVA, 2005). A sensibilidade ao
SO, difere com a espécie e com a estirpe. Os cocos sd0 mais sensiveis que 0s
lactobacilos, e dentre 0s cocos, as espécies que fazem parte dos géneros Leuconostoc
e Oenococcus apresentam maior sensibilidade do que as do género Pediococcus. O
efeito bactericida do SO, deve-se a fragdo de SO; livre, que por meio de difuséo entra
na célula e, no seu interior, é convertida em ion bissulfito (HSO"). Este ion reage com
acidos nucléicos, proteinas e alguns cofatores, causando inibicdo de enzimas e,
consequentemente, conduzindo a morte das celulas (REGUANT et al, 2005;

JACKOWETZ & ORDUNA, 2012).
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O etanol, produto principal resultante da fermentacdo alcodlica por S.
cerevisiae, também interfere nos pardmetros de crescimento das BAL e na sua funcéo
malolatica. A capacidade de sobrevivéncia e crescimento das BAL decresce a medida
que as concentracdes de etanol aumentam (WIBOWO et al, 1985). A sensibilidade ao
etanol varia entre as espécies de BAL; geralmente, os lactobacilos
heterofermentativos sdo mais tolerantes ao etanol do que Leuconostoc sp, Oenococcus
sp. e Pediococcus sp. Os cocos suportam variacdes de 12 a 14% (v/v) (INES et al,
2008).

A temperatura também interfere nos parametros de crescimento das BAL e,
consequentemente, na velocidade da fermentac&o. Este € o fator com maior facilidade
de monitoramento e controle no processo de vinificagdo. As temperaturas ideais de
crescimento das BAL isoladas dos vinhos variam entre 20~30°C em meios de cultura
e entre 20~23°C em vinho. A temperatura 6tima para que durante 0 processo de
vinificacdo ocorra o crescimento das BAL, em particular O. oeni, e a degradacdo do
acido malico, é de aproximadamente 20°C. Valores menores atrasam e prolongam a
FML, enquanto que valores superiores a 25°C afetam a biomassa produzida e a
qualidade do resultado pela maior producédo de acido acético. Essas alteracdes podem
causar depreciacio ou deterioracdo do produto final (RIBERAU-GAYON et al, 2006,
RUIZ et al, 2010).

Melhorias na qualidade e na velocidade da FML s&o frequentemente atribuidas
a utilizacdo de determinadas estirpes, embora nem sempre uma identificacdo
adequada é realizada a fim de verificar qual ou até mesmo quais delas realmente sdo
as cepas responsaveis pela fermentacio (LOPEZ et al, 2008). Uma FML de longa

duracdo implica na utilizacdo demorada dos tanques de fermentacdo, que s&o
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ocupados ao longo do poés-periodo de colheita, ocasionando o0 atraso na

comercializacdo de vinhos (VILA-CRESPO et al, 2010).

2.5.1 Demais fatores interferentes

Residuos de fungicidas e pesticidas, usados em diferentes etapas da vinificacdo a
fim de controlar contaminagdes ndo desejadas, podem proporcionar um efeito
fortemente inibitdrio sobre as bactérias e, por isso, precisa ser observado 0 momento
certo para aplicacdo desses produtos e inoculacdo de bactérias lacticas (BINATI,
2015).

Também nos vinhos tintos encontram-se os compostos fenolicos, que dependem
essencialmente da variedade da uva utilizada e do tempo de maceracdo: &cidos
fenélicos carboxilicos (100-200mg L™), catequina (100-400mg L™), quercetina
(5-20mg L™), dentre outros. Alguns desses acidos fendlicos carboxilicos podem inibir
o crescimento de BAL (REGUANT et al, 2000). O efeito dos compostos fenélicos
nas BAL seriam a ocorréncia de alteragdes dos envoltorios celulares (membrana e
parede celular), o que resultaria na morte da célula (BINATI, 2015). Todavia, existem
relatos que a concentracdo de fendis volateis aumentou acentuadamente na FML, o
que sugere envolvimento da agdo das bactérias laticas através da descarboxilagéo dos

compostos fendlicos (LI1U, 2002).

Em suma, a interacdo entre os fendlicos do vinho e as BAL pode ser

considerada em dois sentidos: BAL degradam os polifendis do vinho em estruturas
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menores, ou por outro lado, o seu crescimento e desenvolvimento podem ser afetados
por esses compostos ou até mesmo por fendlicos produzidos por outros
microrganismos. A concentracdo de compostos fenolicos é critica nessa interacéo,
com bactérias capazes de suportar e até mesmo metabolizar tais componentes, além
de serem estimuladas por concentragdes baixas ou inibidas quando os niveis sdo

relativamente concentrados (GARCIA-RUIZ et al, 2009).

2.6. Interacdes entre populacoes

2.6.1 Outros microorganismos e BAL

Bactérias laticas e leveduras sdo encontradas nos mesmos ecossistemas naturais e
podem competir pelos mesmos nutrientes. Neste caso, a forma como se comportam 0s
microrganismos torna-se de dificil compreensdo, considerando-se que 0s parametros
fisico-quimicos do meio exercem uma pressdo de selecdo ao possibilitar mudancas
constantes na sua complexa composi¢éo quimica e microbiologica (GOMES, 2009).

Além das leveduras produzirem etanol, que é um dos fatores limitantes para o
desenvolvimento das BAL, h& producdo de metabdlitos antibioticos que inibem
consideravelmente a biomassa bacteriana. Vale ressaltar que a composi¢do do mosto e
as diferentes praticas e formas de vinificagdo podem influenciar a interacdo das

leveduras sobre bactérias malolaticas (HERVE et al, 2004; REGUANT et al, 2005).

41



As BAL como também demais organismos, podem sintetizar e liberar substancias
com atividade antimicrobiana. Essas substancias podem ser simples (peréxido de
hidrogénio, 4acidos organicos, etc), ou mais complexas, como bacteriocinas

(RIBEREAU-GAYON et al, 2006).

Bacteriocinas, como nisina, pediocina e plantaricina, produzidas pelas proprias
espécies de bactérias laticas, sdo pequenos polipeptideos inibitdrios a outras espécies
bacterianas. Essas moléculas agem na parede celular bacteriana ao induzir sua lise.
Espécies de Lactobacillus spp. e Pediococcus spp. sdo mais resistentes a nisina do que
estirpes de O. oeni. Ja pediocina e plantaricina demonstram sucesso na eliminacéo
desta bactéria (BARTOWSKI, 2009). A producdo de bacteriocinas ndo é especifica
apenas de um género, mas também de algumas espécies dentro do mesmo género

(RIBEREAU-GAYON et al, 2006).

2.6.2 Bacteriofagos

A liquidacdo de fermentacOes bacterianas por bacteriéfagos é um problema
antigo bastante conhecido na industria. Na enologia, Sozzi e colaboradores, em 1976
e 1982, realizaram as primeiras pesquisas em bacteriéfagos de O. oeni (na época
Leuconostoc oenos) (RIBEREAU-GAYON et al, 2006).

Com a implementacdo do uso de culturas “starter” na vinificagdo, o problema de
falhas fermentativas causadas por ataques de bacteriéfagos foi inevitavel

(HENICK-KLING et al, 1986). Bactérias estudadas em dois tanques durante a
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fermentacdo malolatica demonstraram que ambas as populagdes apresentaram as
mesmas caracteristicas. O bacteriofago aparece apds um pequeno espaco de tempo da
fase lag, diminuindo a populacdo bacteriana. Uma pane na fermentacdo malolatica
pode ocorrer quando a populagdo viral for tdo grande quanto a de BAL

(RIBEREAU-GAYON et al, 2006).

A Unica fermentacdo vinicola conhecida (por ser a mais utilizada), que é afetada
por esse tipo de virus, é a fermentacdo por O. oeni, devido a caracteristica exclusiva
dessas bactérias poderem ser hospedeiras do bacteriofago. Como consequéncia da
acdo de bacteriéfagos, enquanto o impacto negativo em cepas iniciais e acidificacdo é
bem documentado, o impacto do bacteriéfago no desenvolvimento de aroma é pouco

conhecido e esta apenas comecgando a ser investigado (KOT et al, 2014).

2.7 Selecdo de BAL para a fermentacéo e culturas starter

Depender da microbiota espontédnea para completar a FML em tempo
adequado e de forma idonea pode ser arriscado. Quando as BAL ndo estdo
estabelecidas em uma vinicola, o inicio da FML pode demorar alguns meses e
também pode ocorrer somente em alguns tanques. Por esta razao, a inducdo da FML,
com cultivos das bactérias autoctones selecionadas, despertou o interesse industrial.
Selecionar cepas de O. oeni que conduzem a melhores resultados e que sdo mais
interessantes do ponto de vista da contribuicdo sensorial dos vinhos € uma tarefa

dificil (BERTRAND, 1984; KNOLL, 2011).
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Nem todas as FML espontaneas apresentam caracteristicas positivas para o
vinho. O préprio vinho exerce importante pressao de selecdo sobre as populacdes de
BAL, particularmente pela presenca de etanol, pH baixo e SO,, como ja foi ressaltado
(REGUANT et al, 2005). Estes fatores afetam o desenvolvimento e a sobrevivéncia
das BAL e por conseguinte, as cepas selecionadas devem ter maior toleréncia, caso
contrario, as novas cepas néo serdo eficientes. Além de resistentes, precisam aumentar
0 pH ao metabolizar o &4cido mélico e o transformar em latico pela enzima malolatica.
N&o deverao produzir aromas ou compostos nocivos e, se possivel, devem salientar ou
produzir aromas desejaveis aos vinhos (BERTRAND, 1984; REGUANT et al, 2005;
TOPISIROVIC et al, 2006; RUIZ et al, 2010).

A utilizacdo de culturas selecionadas universais para desenvolver produtos
diferentes tem sido questionada por varios autores, face a manutencdo da tipicidade
dos produtos obtidos. Por exemplo, o uso das mesmas culturas selecionadas
comerciais para fabricar alguns alimentos, pode conduzir a produtos finais que séo
demasiadamente semelhantes (CARIDI et al, 2003; TOPISIROVIC et al, 2006).

Neste contexto, seria preferivel o uso de culturas selecionadas regionalmente,
permitindo a melhoria da qualidade microbioldgica sem alterar significativamente as
caracteristicas tipicas, evitando a desvantagem da perda da tipicidade dos produtos
decorrente do uso de culturas selecionadas universalmente (TOPISIROVIC et al,
2006). Estas podem desempenhar um papel fundamental ao enaltecer as propriedades
sensoriais dos vinhos regionais tipicos, comparativamente as culturas selecionadas
universais desenvolvidas essencialmente para conduzir processos rapidos, sem
producdo de sabores desagradaveis e com a garantia de produtos estaveis

(TOPISIROVIC et al, 2006; RUIZ et al, 2010) que se padronizam.
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E importante salientar a preocupagio existente nos projetos mais recentes de
cepas para vinificacdo, as quais ddo relevancia as estirpes autoctones ecotipicas, na
tentativa de preservar a biodiversidade nas areas de selecdo e, a0 mesmo tempo,
garantir no vinho caracteristicas ligadas a regido de procedéncia. Para a industria
brasileira, a disponibilidade e facilidade de acesso a culturas lacticas nativas ou
endogenas, adaptadas as condicBes locais, € uma necessidade econémica, tendo em
vista a elevada producgéo e consumo de vinhos, a redugdo do custo de importacéo e o
avanco tecnoldgico da regido (BERTRAND, 1984; TOPISIROVIC et al, 2006; RUIZ

et al, 2010; BINATI, 2015).

A maioria das bactérias que crescem em vinho podem ser cultivadas em meios de
crescimento que atendam adequadamente 0s seus requisitos nutricionais. Porém, as
técnicas classicas podem precisar de inimeros dias para gerar bons resultados, um

periodo longo, quando se deseja monitorar a dindmica populacional (BINATI, 2015).

De modo geral, os meios utilizados para o crescimento de bactérias laticas ndo
sdo economicamente atrativos devido ao numero de nutrientes onerosos requeridos
(BUSTOS et al, 2004). As bactérias sdo altamente exigentes em termos da
composi¢do nutricional. Geralmente, além de carbono, 0s meios de crescimento
necessitam de varios amino&cidos, vitaminas, &cidos nucléicos e minerais (KNOLL,

2011).

Os componentes empregados em meios de cultura, como por exemplo: o extrato
de levedura, a peptona, o tri-amonio citrato, o fosfato de sédio monobasico e o0
surfactante Tween 80, podem melhorar a producdo de acido latico se 0s seus niveis

forem aumentados. Ja outras substancias como o sulfato de magnésio, acetato de
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sodio, extrato de carne, hidrolisado de caseina e carbonato de célcio, bem como outros
parametros tais como pH e tempo de crescimento (periodo de incubacdo), séo
considerados insignificantes. O sulfato de manganés deve ser evitado, uma vez que

ndo favorece a fermentacdo malolatica (LOPES, 2008).

E importante considerar que o vinho é composto por uma série de elementos
importantes e que acabam modulando o comportamento dessas bactérias (MERNY,
2014) por esse motivo, as BAL séo consideradas microrganismos nutricionalmente

exigentes e requerem bastante atencdo quando precisam ser cultivadas em laboratério.

A selecdo de estirpes para a inoculacdo baseia-se essencialmente numa elevada
capacidade de atividade malolatica em relacdo as condi¢fes adversas encontradas
(BRAVO-FERRADA et al, 2013); além disso, estirpes comerciais precisam de uma
maior atencdo antes da inoculacdo. Existem varios tipos ou formas de apresentacdo de
culturas starter de bactérias laticas selecionadas disponiveis no comércio. As culturas
de suspensdo liquida tém uma vida util de apenas dois a 20 dias, e requerem um
tempo de preparacdo de trés a sete dias. As culturas congeladas precisam ser
inoculadas imediatamente ap6s serem descongeladas, e os pellets sdo adicionados
diretamente ao vinho; ja as culturas de inoculacdo direta ndo necessitam de

preparacéo e sdo adicionadas diretamente (LERM et al, 2010).

O isolamento dessas culturas é mais eficaz quando utilizados sucos de frutas
juntamente com a composi¢cdo do meio comum, como foi relatado por diversos
autores (ATLAS, 2010; GOMES et al, 2010; BINATI, 2015). Os sucos vegetais
servem como um bom suplemento para o crescimento. A viabilidade de diferentes

espécies de Lactobacillus sp. em suco de tomate, por exemplo, proporciona elevado
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crescimento da bactéria, a qual foi capaz de manter-se ativa numa concentracéo de 10°

UFC/mL (COELHO, 2009).

O uso de culturas starter a fim de induzir a fermentacdo malolatica assegura uma
maturagdo mais rapida do vinho, o que causa reducdo do potencial de deterioragdo por
outras bactérias e, além disso, permite o controle e selecdo de estirpes responsaveis

pela fermentagéo e sua contribui¢do para o produto final (ZHANG & LOVITT, 2006).

No mercado atualmente, existem inUmeras culturas disponiveis para
comercializacdo, como por exemplo: ALPHA®, ALPHA-1®, Beta® ELIOS®,
ELIOS-1®, VP41®, VP41-1°, OMEGA®, OMEGA-1®, MALOTABS®, ML Prime®,
PN4®, PNA-1®, LAVIN 31° LAVIN ELIOS®, LAVIN-1®°, LAVIN MT01®,
UVAFERM ALPHA®, UVAFERM BETA® e SEP-14° (Oenococcus oeni —
Lallemand® — todas isoladas na Europa); LACTOENOS LF16®, Pre Ac 450°, B7
Direct®, SB3® e B16® (Oenococcus oeni — Laffort® — todas isoladas na Europa);
Inoflore® e Extraflore® (Oenococcus oeni — IOC — Institute Oenologique de
Champagne — todas isoladas na Europa); ML Prime® e V22® (Lactobacillus
plantarum — Lallemand® — ambas isoladas na Europa) (LALLEMAND, 2017;
LAFFORT, 2017). Essas culturas s@o utilizadas por empresas de maior porte e que
produzem maiores numeros de litros de vinhos por ano, ou seja, grandes produtores,
gue muitas vezes possuem a tecnologia adequada para o acompanhamento da FML.
Vinicolas particulares e de menor porte geralmente optam pela utilizacdo da
fermentacdo malolatica espontanea, ja que o custo das estirpes comerciais é alto
(BINATI, 2015), e a forma mais rentavel de acompanhamento da FML é atraves da
cromatografia de papel (qualitativa).
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No contexto galcho, a grande parte das vinicolas ainda trabalha com a FML
espontanea. Assim, € perceptivel a importancia da pesquisa microbioldgica dos vinhos
regionais, bem como a revisdo das técnicas empregadas, para que os vitivinicultores
ndo dependam mais do desenvolvimento espontaneo de bactérias nas cantinas, e que

se beneficiem do uso de culturas apropriadas para realizar essa fermentacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todas as andlises e procedimentos experimentais foram executados no
Laboratério de Microbiologia Aplicada, no Instituto de Biotecnologia da Area do

Conhecimento da Vida da Universidade de Caxias do Sul.

3.1 Coleta, isolamento, caracterizacéo e identificagéo de isolados

As amostras de vinho foram coletadas em onze vinicolas da regido serrana do Rio
Grande do Sul (Figura 7), classificadas desde pequeno, médio e grande porte, com
prévio conhecimento acerca do inicio da fermentacdo malolatica espontanea, na safra

de 2016.

5 amostras\( ’//\\')

4
g Campestre ‘-
o da Serra

6 amostras
Flores da
: Cunha

Bento Gongalves
Farroupilha

17 amostras

10 amostras

Caxias do Sul

\/V\j\ 12 amostras

Figura 7. Mapa dos municipios onde se localizam as vinicolas que foram visitadas para a coleta
das amostras e 0 nimero de amostragens obtidas.
Fonte: Giovanni Colussi.

49



Foram coletadas um total de 50 amostras de vinhos em estado fermentativo
malolético, sendo 45 de vinhos tintos e cinco amostras de vinhos brancos (que ao
acaso estavam em FML). No momento da coleta, aplicou-se um questionario (Anexo
1) referente as informacGes do(s) vinho(s) em questdo, em busca de informacoes,
desde a variedade da uva utilizada na vinificacdo, até a sulfitacdo realizada (ou nao)
nos vinhos.

O material coletado em frascos de Duran esterilizados foi encaminhado até o
Laboratério de Microbiologia Aplicada e plaqueado imediatamente.

O meio para isolamento foi baseado no especifico para Leuconostoc oenos
(MLO) adaptado, constituido por (v/v), 25% de suco de tomate, 2% de peptona, 0,5%
de triptona, 2% de extrato de carne, 0,5% de extrato de levedura, 0,01% de Tween 80,
1% de glicose, 0,5% de frutose, 0,1% de &cido DL-maélico, 0,2% de fosfato de
potéssio, 0,02% de sulfato de magnésio e 0,05% de cisteina, 1,8% de agar, pH 4,8
autoclavado a 1 ATM, (LOUVAUD-FUNEL, 1999; SATO et al, 2001; ESCRIVA,
2009; ATLAS, 2010; BINATI, 2015) e adicionado 100 uL de cicloheximida numa
concentracdo final de 0,001 g/mL (GOMES et al, 2010). Os plagueamentos foram
realizados de acordo com protocolo padrdo de diluigdes seriadas de base 10, em

triplicatas.

Posteriormente, o cultivo bacteriano foi incubado em condigdo microaerofilica a
30°C (POWELL, 2005). Apos o periodo de sete dias, executou-se a contagem de
colénias por mL de vinho e expressaram-se os resultados em Log de UFC (Unidades

Formadoras de Coldnia), bem como isolamento de bactérias. Para esse isolamento, as
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colbnias escolhidas foram retiradas da placa de Petri com auxilio de al¢a de platina e
fixadas em lamina de microscopia para anélise em microscopio (aumento de 400x e

1000x) e coradas com azul de metileno 1%.

Os selecionados (bactérias) foram repassados em placas de Petri com meio de
cultivo Medium for Leuconostoc MLO (adaptado de LOUVAUD-FUNEL, 1999;
SATO et al, 2001; ESCRIVA, 2009; ATLAS, 2010; BINATI, 2015), e seu
crescimento ocorreu nas mesmas etapas citadas anteriormente (microaerofilia a 30°C
por sete dias). As coldnias crescidas foram caracterizadas morfologicamente a nivel
macroscopico, de acordo com a coloracdo, formato, borda, tipo de superficie,

consisténcia da colonia e aparéncia (brilhante ou opaca).

Para 0 prosseguimento da pesquisa, utilizou-se o isolado comercial SEP-14
Oenococcus oeni (COM), para comparacdo de resultados. Esse microrganismo
comercial é usualmente utilizado para fermentacdes maloléticas.

Por fim, para a garantia de mantimento dos isolados selecionados, efetuou-se

criopreservacao em quintuplicatas a -80°C.
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3.2 Caracterizacdo das col6nias isoladas

3.2.1 Testes bioquimicos

As col6nias isoladas foram testadas preliminarmente com o teste bioquimico da
atividade de catalase e, posteriormente, passaram pela etapa da coloracdo de Gram
(Anexo 2).

O teste de catalase € 0 meio ao qual as células eliminam o perdxido de hidrogénio
téxico (anion peréxido O,), e é utilizado para discriminar categorias bacterianas. A
catalase é facilmente detectada por sua acdo no peréxido de hidrogénio. Quando uma
gota de perdxido de hidrogénio é adicionada a uma colénia de células bacterianas
produzindo catalase, bolhas de oxigénio s@o liberadas (COSTELLO et al, 2012;

TORTORA et al, 2012).

Utilizou-se uma lamina de microscopia, depositou-se uma amostra de células
proveniente de cada coldnia isolada e, sobre ela, com auxilio de um gotejador,
despejou-se uma gota de perdxido de hidrogénio (H,0;) 3% v/v. Utilizou-se como
controle positivo uma amostra de coldnia de Escherichia coli, proveniente da prépria
colecdo do Laboratorio. Pelo periodo de cinco segundos, observou-se formacéo ou
néo de borbulhas, o que possibilitou a classificagéo dos isolados em catalase positivos
(presenca de bolhas) ou negativos (auséncia de bolhas) (BINATI, 2015). Esse

procedimento foi realizado em triplicata.
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Apobs o experimento da catalase, os isolados foram previamente purificados e
crescidos em meio sélido Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) em condicao
microaerofilica, e as col6nias jovens foram sujeitas a técnica de coloracdo de Gram.
Posteriormente, as ldminas coradas foram analisadas em microscopio para exclusdo
de bactérias Gram negativas. Aproveitando a coloracdo executada, avaliou-se,

também, a morfologia celular dos isolados.

Também realizou-se um ensaio de mobilidade com as bactérias selecionadas
Gram positivas. O experimento foi realizado em meio YEPD semi-solido em tubos de
ensaio com tampa. A inoculacdo dos isolados se deu com agulha bacterioldgica, ao
fazer uma picada central de até 3/4 da profundidade do tubo. Posteriormente, os tubos
foram incubados em estufa a 30°C por um periodo de sete dias. Objetivou-se

selecionar apenas bactérias iméveis. Esse ensaio foi realizado em triplicata.

3.3 Crescimento em meio liquido

O crescimento em meio liquido € um experimento que possibilita analisar a
maneira de as células crescerem em liquido e avaliar se elas ndo decantam. Isso é
fundamental para os testes seguintes (fermentagcdo em mosto sintético e
microvinificagdes).

Esse experimento foi executado em tubos de ensaio de 10mL com tampa,
esterilizados. O meio de cultura utilizado foi o YEPD liquido (pH 7,0), e as células

foram inoculadas a partir de uma amostra das coldnias em placas de Petri, crescidas
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previamente em meio YEPD sélido. Apos inoculacéo, os tubos foram incubados em

estufa a 30°C por um periodo de sete dias.

Decorrido o periodo de sete dias, os crescimentos foram avaliados em
espectrofotdmetro (Biochrom - Libra S12), no comprimento de onda de 660nm
(BINATI, 2015; KUDA et al, 2016; KANAI et al, 2017), utilizando o meio liquido
YEPD como branco, e o isolado comercial COM (SEP-14 - Lalemand®) como

controle positivo. Esse ensaio deu-se em triplicata.

3.4 Fermentacdes de carboidratos e analise de degradacgédo de acido malico

3.4.1 Teste de fermentacéo de carboidratos

Com o objetivo de auxiliar a caracterizacdo e selecdo dos isolados, efetou-se o
teste de fermentacdo de alguns carboidratos. Os hidratos de carbono utilizados para a
realizacdo do teste foram: a-arabinose, celobiose, galactose, frutose, glicose, lactose,
maltose, manitol, melibiose, manose, rafinose, ribose, sacarose e D-xilose.

O teste realizou-se em placa de cultura de 96 pogos, com 0 meio base de (v/v):
peptona 1%, extrato de levedura 0,25%, tween 80 0,01%, corante indicador plrpura
de bromocresol 0,004% e 1% do carboidrato a ser testado, pH 6,8 (GARVIE, 1983;

DICKS & ENDO, 2009).

O pré-indculo para o experimento foi preparado em YEPD e, ap0s turbidez do

meio, precipitou-se as células com centrifugacdo (12.000RPM — 3 minutos) a fim de
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retirar o0 meio de cultura. Ressuspendeu-se a biomassa em solugédo salina por 12 horas
(overnight) para que ndo ocorresse interferéncia de carboidratos residuais do meio

anterior.

Apos, em cada um dos pocos da placa de cultura, foram adicionados 200uL do
meio para crescimento, sendo ele composto de 100uL de meio base e 100uL do
carboidrato de teste (diluido em agua destilada e esterelizado). Apos, realizou-se o
in6culo bacteriano com 10uL de suspensdo de células do pré-indculo. A anaerobiose
nos pogos da placa de cultura foi induzida com petrolato liquido esterelizado
(aproximadamente 20uL). Como controles negativos, utilizaram-se dois pocos da
placa de cultura por isolado e repeticdo, um sem nenhum carboidrato, porém com
inoculacdo bacteriana, e 0 outro com glicose e sem inoculagdo. O periodo de

incubacdo foi de uma semana.

Para avaliacdo da fermentacdo, observou-se a alteracdo de cor do meio base,
que conteve corante indicador purpura de bromocresol (do purpura para o

esverdeado). As andlises foram realizadas em triplicata.

3.4.2 Fermentacdo em mosto sintético

A fim de avaliar o comportamento dessas bactérias quanto a sua capacidade de
efetuar a fermentacdo malolatica em laboratorio, executou-se microfermentagcdes com
mosto sintético adaptado de diferentes autores (BELY et al, 1990; CIANI &

FERRARO, 1996; ROSSIGNOL et al, 2003; ATLAS, 2010; GOMES, 2015).
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A composigdo do mosto sintético utilizada foi solucdo A (v/v): 12,5% de glicose,
12,5% de frutose, 1,5% de &cido citrico, 0,75% de acido malico (ou 1,5% de acido
DL-malico) e 0,75% de &cido tartarico; solucdo B (v/v): 9,37% de fosfato de potéssio,
6,25% de sulfato de potassio, 3,12% de sulfato de magnésio heptahidratado, 1,95% de
cloreto de calcio, 2,5% de cloreto de sodio, 0,5% de sulfato de zinco, 0,125% de
sulfato de cobre, 0,125% de iodeto de potéssio, 0,05% de cloreto de cobalto, 0,125%
de é&cido bérico e 0,125% de molibdato de aménio; solu¢cdo C (v/v): 2,5% de
meso-inositol, 0,19% de pantoneato de célcio, 0,03% de tiamina, 0,25% de acido
nicotinico, 0,03% de piroxidina, 0,0003% de biotina, 5,75% de cloreto de aménio e
1% de caseina. O pH do mosto foi ajustado apenas nas solucbes A e C para 3,4. A
composicao final do mosto se deu com a mistura de duas partes da solugdo A, uma
parte da B e uma parte da C (2:1:1 respectivamente). O mosto foi esterilizado por

meia hora a 0,5ATM de pressao.

Um total de 40mL de mosto esterilizado foi colocado em tubos coénicos
esterilizados. O pré-indculo foi preparado com o crescimento das bactérias em meio
liquido YEPD e o indculo dessas bactérias no mosto sintético s6 ocorreu com um
crescimento eficiente do pré-indculo (aproximadamente 10°~10° bactérias por mL). O
conteudo de 100uL foi repassado do meio liquido YEPD para os tubos conicos

contendo mosto sintético. Esse experimento foi realizado em triplicatas.

As condigdes de crescimento bacteriano foram em agitacdo por Agitador orbital
com incubadora a 125 RPM (apenas para homogeneizacéo), na temperatura de 30°C,

por um periodo de 10 dias. No decorrer desses dias, foi interrompido brevemente para
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acompanhamento do crescimento ou ndo dessas bactérias através da observagdo da

turbidez.

Os fermentados bacterianos foram analisados quanto a conversao de acido malico
com auxilio de cromatografia de papel. O controle negativo utilizado como
observacdo da auséncia de contaminacdo foi o mosto sinético sem inoculagédo, que
tambpem foi incubado em agitador orbital. A cromatografia de papel consegue
fornecer informacao suficiente a ponto de o observador identificar ou ndo a ocorréncia
da fermentacdo malolatica. E um dos métodos mais simples de avaliacio dessa
conversao bioldgica em vinicolas, e também ndo requer reagentes e equipamentos

sofisticados.

A camada delgada da cromatografia executou-se em papel Whatman n°1, em
corte de 30cmx20cm, e com espaco entre cada amostra de 1,5cm. A aliquota amostral
foi depositada com auxilio de um capilar de vidro (um para cada fermentado), em
repeticdo de trés vezes para 0 padrdo, e cinco vezes para 0os demais. Como branco
utilizou-se &gua ultrapura e como padréo de &cidos, utilizou-se uma solucdo de &cido
malico, latico e tartarico a 0,2% de cada um em solucdo hidroalcdolica a 10%,

totalizando uma concentracao final de 0,002g/mL de cada acido.

As aliquotas foram secas com secador de ar quente, sempre antes de depositar

nova quantidade de mosto, e no final da preparacdo para corrida com a fase movel.

A fase movel desse procedimento de separacdo foi composta de 50% de butanol,

0,1% de azul de bromofenol e 20mL de 4cido acético a 50% (RIBEREAU-GAYON et
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al, 1980). O tempo estimado da corrida cromatografica foi de aproximadamente 5

horas.

A avaliacdo do pH dos mostos fermentados ocorreu em pHmetro (Digimed -

DM-22) em triplicata, e as médias utilizadas para analise.

Apds medicdo de pH, foram executadas as medidas de absorbancias em
espectrofotdmetro (Biochrom - Libra S12), para avaliacdo de crescimento bacteriano
no mosto sintético. As medidas foram realizadas em triplicada, & uma absorbancia de

660nm (BINATI, 2015).

3.4.3 Avaliagdo das caracteristicas enoldgicas

Executou-se ensaios em placa de cultura com 96 pocos, para avaliagdo do
comportamento dos isolados em diferentes niveis de pH, diferentes concentracdes de
etanol e metabissulfito de potassio (K,S,0s). A bactéria comercial SEP-14 (COM) foi
utilizado como controle.

O meio de cultivo utilizado foi o YEPD liquido, contendo diferentes
concentragdes dos componentes citados anteriormente e ajustado em diferentes pH,

sem combinacdes (Tabela 2).

Tabela 2. Escalas de pH, concentragdo de etanol e metabissulfito de potassio testados.

Condicg6es utilizadas para avaliacio de perfil de resisténcia

pH 2,9;31;35;4,0;5,0
Etanol 10%; 14%, 16%, 20%, 30%
K,S,05 20mg/L; 40mg/L; 60mg/L; 90mg/L; 100mg/L.
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Para realizacdo do ensaio, preparou-se primeiramente um pré-inoculo de acordo
como mencionado anteriormente (capitulo: Fermentacdo em mosto sintético). Do
pré-indculo, foram utilizados 10uL que foram inoculados em cada poco contendo

previamente o meio de crescimento ajustado para a condicao a ser testada.

Em cada poco da placa de cultura foram acondicionados, aléem do in6culo de 10
uL de suspensédo de células, 200uL do meio de crescimento ajustado, e a anaerobiose
foi instituida com adicdo de cerca de 20uL de petrolato liquido, totalizando uma
cultura de 230 pL/pogo. Dois pogos por isolado foram utilizados como controle, um
deles contendo as condicOes testadas, porém sem inoculacdo bacteriana; e o0 outro

contendo apenas o meio de cultura YEPD na integra também sem inéculo.

Apds inoculacdo, as placas de cultura foram incubadas em estufa a 30°C por um
periodo de sete dias. A avaliacdo de crescimento, apds decorrido o tempo de
incubacdo, se deu com observacdo de turbidez do meio e/ou crescimento de colénias
no fundo dos pogos, considerando-se crescimento negativo a auséncia dessas
caracteristicas, e positivo a presenca. O experimento foi realizado em triplicata para

cada isolado e cada condigéo de crescimento.

3.4.4 Microvinificacdes e avaliacdo da degradacéo de acido malico

As bactérias foram avaliadas na fermentacdo em vinho sintético, com a seguinte
composicao (v/v): glicose 0,1%, trehalose dihidratada 0,1%, glicerol 0,676%, acido

tartarico 0,5%, acido L-malico 1%, acetato de sédio 0,028%, acido citrico 0,05%,
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extrato de levedura 0,4%, casamino acids 0,5%, fosfato de potéssio 0,06%, sulfato de
magnésio heptahidratado 0,013%, sulfato de manganés 0,003%, cloreto de célcio
0,013% e cloreto de potassio 0,045%. O pH do vinho sintético foi ajustado com
NaOH para 4,0 (MATEO et al, 2010). O experimento foi realizado com o vinho
sintético no teor alcoolico de 8 e 10%, a fim de diferenciar o comportamento

bacteriano.

As bactérias foram inoculadas em frascos de Duran de 250mL com volume de
200mL de vinho sintético a 8 e 10% de alcool. Para o ajuste alcoomeétrico,
acrescentou-se o etanol apos esterelizacdo do vinho sintético diretamente nos frascos

Duran, efetivados os célculos de concentracdo pertinentes.

O preparo do pré-indculo bacteriano ocorreu em meio liquido YEPD, incubados
em estufa a 30°C até turvacdo do meio, contendo um nimero entre 10° e 10°
células/mL. O indculo consistiu de 1ImL do pré-indculo ao vinho sintético. Apos esse

procedimento, os frascos foram acondicionados em estufa a 20°C por 21 dias.

Para avaliacdo da degradacdo maélica, coletaram-se, a cada trés dias, duas
amostras de 1mL do vinho, os quais foram acondicionadas em eppendorfs e
congeladas logo apdés retirada. Ao total, somaram-se sete amostragens, que foram
utilizadas para avaliagdo do consumo de &cido malico. O controle negativo para
fermentacdo foi o vinho sem inoculacdo bacteriana, que também foi congelado

imediatamente.

Passando-se o tempo de 21 dias, e com o final das fermentacOes, as amostras

foram analisadas a carater qualitativo em cromatografia de papel, seguindo o0s
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mesmos procedimentos mencionados no capitulo anterior (Fermentacdo em mosto
sintético), e quantitativo com auxilio do kit enzimatico Boehringer Mannheim /

R-Biopharm Cat. N. 10 139 068 035.
As andlises do kit enzimético se deram através das seguintes etapas:

a. Centrifugacdo das amostras de vinho sintético coletadas para retirada da biomassa;
b.Diluicdo das amostras de vinho 1:50 para performance do experimento e
especificidade da deteccdo do acido malico; c. Adicdo de 250uL da Solucdo 1
(Tampdo glicilglicina pH 10,0 + Acido L-glutimico 440mg) em cubetas B5 para
avaliacdo UV em espectrofotometro; d. Adicdo de 58uL da Solucdo 2 (NAD
liofilizado 210mg); e. Adicdo de 2,5uL da Solugcdo 3 (suspensdo 160U de
Glutamato-ozaloacetato transaminase); f. Adi¢do de 25 pL da amostra diluida (1:50)
do vinho; g. Adicdo de &gua destilada 164,5uL. h. Leitura em espectrofotdmetro a
340nm ap6s 5 minutos; i. Adicdo de 2,5uL da Solucdo 4 (L-malato desidrogenase

2400V); j. Homogeinizacdo; k. Leitura a 340nm ap6s 10 minutos de reacéo.

Como controle positivo utilizou-se a solucdo de acido L-malico proveniente do
préprio kit enzimatico. E como controle negativo utilizou-se agua no lugar da

amostra. O branco para leitura em UV foi 4gua destilada.

3.5 Classificagéo dos isolados

Para a classificacdo molecular das bactérias, todas foram crescidas em YEPD,

18-24h a 30°C. Ap0s esse processo as amostras foram homogenizadas em vortex e
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diluidas em agua esterilizada. Desta suspensdo de células, um volume de 5uL de cada
suspensdo foi transferido juntamente com uma reagdo final (tampdo, nucleotideos e
Taq polimerase), como material a ser amplificado em PCR. Os primers utilizados para
a amplificacio foram 5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ forward e
5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT3’ reverse, para amplificagdo da sequéncia de

16S rDNA e possibilitar a identificacdo das espécies.

Os produtos de PCR foram tratados com as enzimas exonuclease | e shrimp
alcaline (USB) antes do sequenciamento. A reacdo de sequenciamento foi feita com o
kit BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) seguindo as
recomendacdes do fabricante e adicionando 0.25 uM de primer e aproximadamente
100ng de produto de PCR purificado. As amostras foram amplificadas em
termociclador e apo6s foram purificadas com o BigDye XTerminator Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific) e inseridas no sequenciador 3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific). Os dados foram coletados pelo programa Data Collection

(Thermo Fisher Scientific).

Com a obtencdo das sequéncias de nucleotideos (16S rDNA), os mesmos foram
analisados no GenBank por busca de similaridade, cuja comparagdo é realizada pelo

programa BLAST.

3.6 Anélises estatisticas

Para andlise estatistica, utilizou-se o software SASM-Agri para a realizacdo

do teste de Tukey e levou-se em consideracdo o valor nominal de significancia como
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p<0,05. A pesquisa das sequéncias atraves da similaridade ocorreu no banco de dados
GenBank pelo programa BLAST. O alinhamento dos nucleotideos se deram no
software MEGA 7.0, utilizando o método Multiple Sequence Alignments (ClustalW
1.81), bem como a construcao da arvore filogenética com Bootstrap de 500 réplicas.

A construcdo de graficos, tabelas e quadros se deu no software Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta, isolamento e caracterizacao

As coletas de vinhos em fase de FML (determinada pelas vinicolas) foram
executadas em vinicolas dos municipios de Bento Gongalves, Farroupilha, Caxias do
Sul, Flores da Cunha e Campestre da Serra.

A contagem de microrganismos nas amostras avaliadas foi de 6,69 a 8,54 log
UFC/mL de bactéria ou/e levedura (Tabela 3). Apesar da utilizacdo do inibidor
leveduriano cicloheximida, observou-se crescimento de leveduras. Esse crescimento
de leveduras se deve a grande quantidade de espécies, e até mesmo estirpes de
leveduras que participam da fermentacdo do vinho (SCABORA, et al 2010). Cabe
lembrar que a inibicdo de leveduras a partir da sintese proteica pela substancia
ciclohexamida (actidione) ndo € um fendmeno universal, pois existem géneros que
sdo resistentes a ela, como por exemplo Dekkera/Brettanomyces spp. (BASSI, 2011)
e, além disto, este composto apresenta acdo fungiostatico. Outro problema é que as
coloénias bacterianas apresentaram aspecto diminuto, muitas vezes quase
imperceptivel, o que exigiu atencdo nas suas identificagdes. Pode-se haver certa
interferéncia entre o crescimento das leveduras e bactérias, o que reduziu o

crescimento das bactérias (deixando suas colénias menores).
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Tabela 3. Amostras coletadas com a descricdo de variedades, e descricdo dos microrganismos

identificados.

log

Cidade Amostra  Variedade de Uva UEC/mL” Microrganismo Cadigo
Flores da Cunha 1 Bordd 7,270 Levedura e bactéria GLACO01
Flores da Cunha 2 Bordd 7,683 Levedura e bactéria GLACO02
Flores da Cunha 3 Bordd 7,711 Levedura -
Flores da Cunha 4 Cabernet Sauvignon 7,752 Levedura e bactéria GLACO03
Flores da Cunha 5 Cabernet Sauvignon 8,544 Levedura e bactéria GLAC04

Campestre da Serra 6 Bordd 8,544 Levedura e bactéria GLACO05
Flores da Cunha 7 Bord6 + Isabel 7,850 Levedura e bactéria GLACO06
Farroupilha 8 Mertot 7,609 Levedura e bactéria GLACO07
Farroupilha 9 Bord6 + Isabel + Merlot 7,630 Levedura -
Farroupilha 10 Bordo 7,753 Levedura -
Farroupilha 11 Bordd 7,462 Levedura -
Farroupilha 12 Bord6 + Isabel 8,544 Levedura e bactéria GLACO09
Farroupilha 13 Seyve Villard tinto 8,544 Levedura e bactéria GLACI10
Farroupilha 14 Bordd 7,423 Levedura e bactéria GLAC11
Farroupilha 15 Bord6 + Isabel + Merlot 7,470 Levedura e bactéria GLAC12
Bento Gongalves 16 Tannat 7,111 Levedura -
Farroupilha 17 Bord6 + Isabel + Merlot 6,944 Levedura e bactéria GLAC13
Campestre da Serra 18 Bordo 7,021 Levedura -
Farroupilha 19 Merlot 8,544 Levedura e bactéria GLACO08
Campestre da Serra 20 Tannat 7,358 Levedura -
Bento Gongalves 21 Peverella 8,544 Levedura e bactéria GLAC15
Bento Goncalves 22 Peverella 7,763 Levedura e bactéria GLAC16
Bento Gongalves 23 Peverella 7,079 Levedura e bactéria GLAC17
Bento Gongalves 24 Peverella 7,681 Levedura e bactéria GLAC18
Bento Gongalves 25 Merlot 6,954 Levedura e bactéria GLAC19
Caxias do Sul 26 Bord6 + Isabel 7,086 Levedura -
Caxias do Sul 27 Tannat 7,531 Levedura -
Caxias do Sul 28 Bordd 8,544 Levedura -
Bento Gongalves 29 Isabel 7,602 Levedura e bactéria GLAC20
Bento Gongalves 30 Isabel 7,021 Levedura e bactéria GLAC21
Bento Gongalves 31 Isabel 7,672 Levedura e bactéria GLAC22
Bento Gongalves 32 Isabel 8,544 Levedura -
Caxias do Sul 33 Cabernet Franc 7,699 Levedura e bactéria GLAC23
Caxias do Sul 34 Cabernet Sauvignon 7,246 Levedura e bactéria GLAC25
Caxias do Sul 35 Cabernet Franc 7,380 Levedura e bactéria GLAC24
Caxias do Sul 36 Tannat 7,037 Levedura e bactéria GLAC27
Caxias do Sul 37 Cabernet Sauvignon 7,430 Levedura -
Caxias do Sul 38 Merlot 7,643 Levedura e bactéria GLAC26
Caxias do Sul 39 Tannat 7,230 Levedura e bactéria GLAC31
Caxias do Sul 40 Merlot 8,544 Levedura -
Campestre da Serra 41 Isabel 7,420 Levedura -
Campestre da Serra 42 Tannat 6,771 Levedura -
Caxias do Sul 43 Tannat 7,400 Levedura -
Farroupilha 44 Bordd + Isabel + Merlot 8,544 Levedura -
Farroupilha 45 Isabel 7,041 Levedura e bactéria GLAC28
. - GLAC29* e
Farroupilha 46 Isabel 7,799 Levedura e bactéria GLAC29a*
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Farroupilha 47 Moscato 6,724 Levedura e bactéria GLAC32
Farroupilha 48 Moscato 7,093 Levedura e bactéria GLAC33
Farroupilha 49 Bord6 + Isabel 7,146 Levedura e bactéria GLAC30
Farroupilha 50 Merlot 6,699 Levedura e bactéria GLAC14

*Contagem de células vidveis considerando bactérias e/ou leveduras.
*GLAC29 e *GLAC29a foram encontradas na mesma placa de Petri.

Apdbs contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) com auxilio de
contador de coldnias manual e a triagem das placas, no total, obtiveram-se 34 colénias
bacterianas nomeadas com codigo. As colbnias isoladas da mesma placa foram
nomeadas seguidas de uma letra mindscula, como no caso dos isolados GLAC29 e
GLAC29a. Dos 34 isolados, 22 foram provenientes das cidades de Farroupilha e
Bento Gongalves, 11 das cidades de Caxias do Sul e Flores da Cunha, e apenas um da
cidade de Campestre da Serra, devido ao numero de amostras avaliadas este resultado
ndo representa uma relacdo local. Além disto, com este trabalho ndo foi possivel
relacionar nimero de isolados e variedade de uva.

No questionario aplicado no momento das coletas (Anexo 1), foram solicitadas
as seguintes informacdes: variedade de uva do vinho, ocorréncia de acompanhamento
da fermentacdo malolatica, metodologia do acompanhamento e quantidade de
metabissulfito de potassio (K,S;0s) adicionada, principalmente. Outras questdes
estavam presentes no questionario, como por exemplo: quantas vezes adicionou-se
K2S,0s, se foi efetuado o calculo de SO, total ou livre e se era executado pé-de-cuba
(pé de fermentador) na cantina. Essas ultimas questfes ndo foram consideradas, pois
nem todas foram respondidas.

Ja, o método utilizado para avaliar a conversdo de acido malico em 4&cido

latico sdo expressados na Figura 8.
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Método analitico: A (cromatografia de papel); B (kit enzimatico); C (cromatografia liquida).
Figura 8. Distribuicéo (%) de vinicolas de acordo a diferentes métodos analiticos para a deteccao
de fermentagdo malolética.

Nota-se prevaléncia do método tradicional de acompanhamento da FML,
possivelmente em funcdo do alto custo dos equipamentos e materiais necessarios,
além de méao de obra técnica para efetuar essa avaliacdo com metodologias modernas.

Ja o teor de metabissulfito de potassio adicionado na vinificacdo tende a ser baixa
(~30mg/L), levando-se em conta também adi¢bes efetuadas em mais de uma etapa
(sulfitagem direta na uva, no mosto antes da fermentacdo alcdolica e antes da
fermentacdo malolatica). Mesmo assim, o enfoque foi conhecer o total da substancia
acrescida no vinho, ja que adi¢es elevadas de K,S,0s tendem a inibir drasticamente a
acdo das bactérias malolaticas.

N&o foi possivel estabelecer relacdo entre a obtencdo de isolados e o teor de
K2S,0s acrescentado em vinificagBes nas vinicolas, ja que alguns dos responsaveis
pelas informacgdes ndo sabiam exatamente a quantidade acrescentada de K,S,0s, € ndo
eram capazes de dizer exatamente 0 momento ou 0s momentos em que ocorreram.

Além disso, existiram casos onde 0s responsaveis afirmaram acrescentar diferentes

67



concentragdes em tanques de fermentagdo distintos, dificultando ainda mais o
conhecimento dessa informagéo.

Essa pratica (sulfitagem) é muito antiga, e muitas vezes a quantidade a ser
utilizada do composto é senso comum. Com a legislacdo brasileira permitindo até
350mg/L de K3S,0s5 (IBRAVIN, 2016) sera extremamente dificil propiciar uma
alternativa que vise a ndo interferéncia da FML, j& que concentragdes de 80~90mg/L

ja sdo suficientes para inibir essa fermentacao.

4.2 Teste de catalase

As bactérias foram classificadas em catalase positiva e calatase negativas (Tabela
4). Apo6s os resultados incompativeis (catalase +) com as caracteristicas de bactérias
laticas, os isolados GLAC02, GLAC04, GLACO07, GLAC08, GLAC09, GLACI10,
GLAC13, GLAC14, GLAC15, GLAC17, GLAC18, GLAC19, GLAC20, GLAC21,
GLAC22, GLAC26 e GLAC30, foram excluidos da pesquisa.

Em relacdo ao termo de classificacdo pseudocatalase, que pode ser encontrado em
varios trabalhos cientificos, em consequéncia da enzima com mesmo nome e que
apresenta baixa atividade (FRIGHETTO, 2009; SILVA, 2011; LOPES, 2013), nesse
estudo ignorou-se e considerou-se como positivas todas as liberagbes gasosas

decorrentes da adigdo de H,O, mesmo sendo pouco vigorosas.

4.3 Coloragéo de Gram
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As coloracOes de Gram (Figura 9) efetuadas com esfregaco bacteriano resultaram
novamente em uma exclusdo de um isolado da etapa anterior. O isolado GLACO05,

Gram negativo, foi descontinuado da pesquisa.

\;wf S -
\ “
> X s
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Figura 9. Microscopia de alguns dos isolados bacterianos de vinho.
Bacilos (A) e (B) e Cocobacilos (C).

Assim, todos os outros 17 isolados (somado o isolado comercial/controle) foram
Gram positivos, caracteristica essa esperada para bactérias laticas (além de catalase
negativa). A classificagdo em Gram positivos ou negativos encontra-se na Tabela 4,

juntamente com os resultados do teste de catalase.

Tabela 4. Bactérias isoladas das amostras de vinhos — teste de catalase e coloragdo de Gram.

Isolados Catalase Coloragédo de Gram Selecionados
COM = + +
GLACO01 = + +
GLACO02 + N.R. -
GLACO03 - i +
GLAC04 + N.R. -
GLACO05 - - -
GLACO06 = i 4
GLACO07 + N.R. -
GLACO08 + N.R. -
GLACO09 + N.R. -
GLAC10 + N.R. -
GLAC11 - T +
GLACI12 - i +
GLAC13 + N.R. -
GLAC14 + N.R. -
GLACI15 + N.R. -
GLAC16 = + A"
GLAC17 + N.R. -
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GLAC18
GLAC19
GLAC20
GLAC21
GLAC22
GLAC23
GLAC24
GLAC25
GLAC26
GLAC27
GLAC28
GLAC29

GLAC29%

GLAC30
GLAC31
GLAC32
GLAC33

+ + + +

+ + +

N.R.: N&o realizado.

Apos a primeira triagem, as bacterias selecionadas foram descritas de acordo com

as suas caracteristicas microscopicas e macroscépicas (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas microscépicas e macroscépicas de isolados bacterianos catalase
negativo e Gram positivos.
Morfologia geral dos isolados
| Caracteristicas | Microscopicas Macroscdpicas
Isolados Tipo celular Cor Forma Borda  Superficie Consistencia  Aparéncia
COM Cocos Bege Circular Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLACO01 Bacilo Branca  Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLACO03 Bacilo Bege  Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLACO06 Bacilo Branca Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLACI11 Bacilo Branca Irregular Ondulada Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC12 Cocos Branca Irregular  Ondulada Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC16 Cocos Bege Circular Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC23 Bacilo Branca  Irregular Lisa Pulvinada Cremosa Brilhante
GLAC24 Cocobacilo | Branca Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC25 Cocos Bege  Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC27 Bacilo Branca Irregular ~ Ondulada Convexa Cremosa  Brilhante
GLAC28 Bacilo Branca  Circular Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC29 Cocos Branca  Irregular Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC?29a Bacilo Branca Irregular  Ondulada Pulvinada Cremosa Opaca
GLAC31 Bacilo Branca Irregular ~ Ondulada Pulvinada Cremosa Opaca
GLAC32 Cocos Bege  Puntiforme Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
GLAC33 Cocos Bege Irregular Lisa Lisa Cremosa  Brilhante
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De modo geral, as bactérias podem ser confundidas facilmente, por conta do
tamanho da colénia ser bastante pequeno, bem como a coloragdo ser muito

semelhante com a cor de coldnias levedurianas.

A Figura 10 corresponde a registros da morfologia macroscopica de alguns

isolados crescidos em meio YEPD.

Figura 10. Caracteristicas morfol6gicas de alguns isolados.
A (GLACO1); B (GLACO06); C (GLAC27); D (GLAC29a).

4.4 Teste de mobilidade celular

Apo0s o tempo estipulado de incubag&o, os tubos de ensaio contendo meio YEPD
semi-solido foram avaliados, procurando observar formacdo de turvacdo em outras
regibes do meio além do local da picada da agulha bacterioldgica, sulcos, rachaduras
ou ranhuras decorrentes da movimentacdo bacteriana, ou até mesmo producdo

satisfatoria de gas que possibilitasse a formagéo dessas condicoes.
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Ap0s 0 ensaio, todos os isolados foram classificados como imoveis, ou seja, hdo
tiveram capacidade de movimentar-se no interior do meio semi-solido (conforme

caracteristicas de bacteérias laticas).

4.5 Crescimento em meio liquido

Decorrido o tempo de crescimento em estufa a 30°C, os cultivos nos tubos de
ensaio em triplicatas foram avaliados em espectrofotometro, para a determinacéo das
absorbancias.

Com o resultado do teste, observou-se que os isolados puderam ser classificados
em trés grupos (Figura 11), com relagdo a capacidade de crescimento eficiente em
meio liquido YEPD. Os grupos a, b, ¢, indicam maior e menor crescimento em ordem,
respectivamente: a. GLACO01, GLACO06, GLAC12, GLAC24, GLAC25 e GLAC28
(35,29%); b. COM, GLACO03, GLAC11, GLAC16 e GLAC27 (29,41%); c. GLAC23,

GLAC29, GLAC29, GLAC31, GLAC32 e GLAC33 (35,29%).
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As médias foram agrupadas por teste estatistico, e as letras sobre as barras indicam o seu agrupamento.
As letras iguais demonstram que os valores ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Figura 11. Crescimento em meio liquido dos isolados bacterianos.

O meio de cultura YEPD é muito utilizado para o cultivo de leveduras, e foi
possivel identificar que conseguia suprir as necessidades nutricionais das bactérias
lacticas, como relatado nos trabalhos de Nobre (2005 e 2007), que se utilizou de um
meio semelhante ao YEPD, o GLT, para o crescimento de Bacillus sp. Além disso, 0
meio YEPD ja se demonstrou versatil para o crescimento de outros organismos, além
de leveduras, como o de C. elegans (WASKO et al, 2013). Neste trabalho o meio
YEPD monstrou ser eficiente para o crescimento dos isolados de vinhos, sendo que

onze (64,7%) das dezessete bactérias apresentaram absorbancia de 1,0 a 2,5.

Por mais que existiram bactérias com crescimento baixo, pode-se perceber que o
meio de cultura YEPD pode ser utilizado para o crescimento e manutencdo dos
isolados de bactérias malolaticas em laboratério, sem exigéncia de um meio mais
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complexo. Porém, esse meio ndo deve ser utilizado para o isolamento dessas bactérias
por impulsionar o desenvolvimento de colonias levedurianas (ANGELIS &

VALSECH]I, 2006).

4.6 Fermentacéo de carboidratos

Conforme os resultados, podemos caracterizar os isolados com relacdo a

capacidade fermentativa dos carboidratos (Quadro 2).

Quadro 2. Fermentacéo de carboidratos e manitol dos isolados selecionados.

s 5§ 883 8§35 8858 8¢8 &8 8§ 8

S 3 3 3 3 35 5 35 3 35 35 35 3 3 5 355

6o ® o 0o 0 O O 0O O O O 0 pp O O O©°

Arabinose | + + + + + + -+ - - - - - - - - -
Celobiose | + + + + + + + + + + + + - + - -

Frutose + + + + + + + + + + + + + - - + +
Galactose | + + + + + + + + + + + + o+ - - - -

Glicose + + + + + + + + + + + + + - - + +

Lactose - + + o+ 4+ - + - - + - - - - - + o+

Maltose - + + + + + + + + + + + + + + - -

Manitol -+ o+ - - -+ - - - - - - - -

Manose + + + + + + + + + + + - - - -
Melibiose + o+ o+ o+ 4+ - -+ - - - - - - -
Rafinose - + + o+ o+ o+ - - + - - - - - + - -

Ribose + + o+ o+ o+ o+ o+ + + - + o+ - -
Sacarose - + + o+ o+ o+ 4+ + + o+ - - - -
Xilose + - - - - - + - - - - - - +  + - -

Considerando os diferentes tipos de carboidratos testados: monossacarideos
(arabinose, frutose, galactose, glicose, manose, ribose e xilose), dissacarideos
(celobiose, lactose, maltose, melibiose e sacarose), trissacarideos (rafinose) e um

poliélcool (manitol), pode-se comparar com resultados obtidos por Endo & Okada
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(2008), que investigou espécies de Lactobacillus sp. e Fructobacillus sp.. Com
relacdo aos monossacaridos, todos os isolados do trabalho de Endo & Okada
realizaram fermentacdo da glicose, sendo que no isolamento deste trabalho, 88% dos
isolados também a fermentaram. A arabinose deu-se de 46% contra 41% neste
trabalho, bem como a frutose que obteve uma porcentagem de 92% contra 88% neste
trabalho. A fermentacdo de xylose em ambos os estudos obtiveram um percentual de
23%, ou seja, 23% dos isolados de cada estudo a fermentaram. Outra classe que pdde
ser comparada foram os dissacarideos, onde 76% dos isolados do trabalho de 2008
fermentaram-na contra 70% dos isolados do presente estudo. Os demais carboidratos
obtiveram grandes diferencas quando comparados os estudos. Endo & Okada,
relataram uma taxa de 53% de fermentacOes de manitol, contra apenas 17% nesse

trabalho.

Essa comparacdo entre estirpes de trabalhos é importante pois busca padrbes de
fermentacao entre grupos bacterianos ou até mesmo entre espécies que sejam isoladas

de ambientes semelhantes (FORTES, 2008).

4.7 Fermentacdo em mosto sintético

Apbs dez dias que os isolados foram incubados em mosto sintético, executou-se a
avaliagdo dessas fermentagdes em cromatografia de papel, além de efetuar também a
medida das absorbancias desses cultivos, que foram avaliados a 660nm (BINATI,
2015; KUDA et al, 2016; KANAI et al, 2017).

Com a avaliacdo da cromatografia de papel, pode-se observar que sete isolados

(GLACO03, GLACO06, GLAC11, GLAC12, GLAC25, GLAC27 e GLAC28), dos
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dezessete, desenvolveram a fermentacdo malolatica com eficiéncia. O isolado
comercial, como esperado, efetuou a fermentacdo malolatica; porém em comparagéao
com os isolados GLACO03, GLAC06, GLAC25 e GLAC28, parece ter convertido

menos acido malico, de acordo com a Figura 12.
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*Ry: fator de retengdo (R = distancia percorrida da substancia/distancia percorrida pelo solvente).
Figura 12. Cromatografia de papel, demonstrando a capacidade de fermentacéo malolatica dos isolados em mosto sintético.
COM (O. oeni comercial - SEP-14). As bactérias com a mancha superior, foram os isolados bacterianos que tiveram reducdo malica.

77



E importante salientar que essas bactérias sdo organismos exigentes a nivel nutricional e
podem se comportar de maneira diferente em distintos meios de sobrevivéncia. O mosto
sintético utilizado em laboratdrio, por mais similar que possa ser ao mosto natural, difere em
composicao quimica. Pode-se diferencia-los em niveis de carboidratos e outros componentes
de acordo com a espécie de uva utilizada, o que pode afetar o resultado e ndo desempenhar a

FML da mesma forma com que os isolados desempenharam in vitro (em mosto sintético).

O mesmo serve para a comparacdo entre mostos e vinhos. Bactérias que efetuam
determinada reacdo em mosto, precisam ser novamente avaliadas em vinho, pois se alteram as
condicBes de crescimento, ja que o habitat é diferente (pH, presenca de etanol, diminuicdo das

concentragdes de carboidratos) (RIBEREAU-GAYON et al, 2006).

As manchas na cromatografia de papel (Figura 13, 15 e 16) referem-se aos trés acidos
encontrados no vinho (&cido tartarico [Rs: 0,17 ~ 0,20/massa molar: 150,08 g/mol], acido
malico [Rs: ~ 0,40/massa molar: 134,08 g/mol] e acido latico [R¢: 0,74 ~ 0,80/massa molar:
90,08 g/mol]). A separacdo desses trés acidos organicos se da através da diferenca de peso
molecular entre eles, sendo que o0 mais pesado € o acido tartarico, cuja mancha é a primeira a
ser observada logo apos a base da fase imdvel, seguido pelo acido malico (segunda mancha) e
0 mais leve, o &cido latico, no fim do papel cromatografico. As separacdes executadas nesse
trabalho seguiram a metodologia classica de acompanhamento da FML em cantinas
(DAUDT, 1971; RIZZON, 2010), e através delas conseguiu-se identificar as bactérias que
eram malolaticas por conta do desaparecimento da mancha do acido malico, e surgimento da

mancha do acido latico.

A avaliagéo da alteracdo do pH apds dez dias de fermentagdo, encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliacdo do mosto sintético apds fermentacao de dez dias com isolados bacterianos.
Fermentacdo em mosto sintético

Isolados *pH Aumento de pH
Mosto Sintético 3,41 -
COM 3,52 0,11
GLACO01 3,42 0,01
GLACO3 3,39 -
GLAC06 3,34 -
GLAC11 3,53 0,12
GLAC12 3,49 0,08
GLAC16 3,33 -
GLAC23 3,42 0,01
GLAC24 3,44 0,03
GLAC25 3,51 01
GLAC27 3,34 -
GLAC28 3,41 -
GLAC29 3,48 0,07
GLAC29a 3,36 -
GLAC31 3,41 -
GLAC32 3,34 -
GLAC33 3,52 0,11

*Meédias dos valores avaliados em triplicatas.

Como observado por Knoll et al, (2011) e Chesini (2005), alguns isolados alteraram o pH
do mosto, diminuindo a acidez. O isolado COM (comercial) péde ser utilizado como controle
positivo, e quando se compara 0 pH do mosto com o pH do fermentado por essa bactéria,
observa-se aumento de pH de 3,41 para 3,52 (aumento de 0,11), o que indicou a existéncia da

fermentagdo malolatica..

Seguindo, todos os isolados que apresentaram estas caracteristicas, podem ter realizado a
FML, pois apresentaram reducdo de acidez (aumento de pH). Comparando com a
cromatografia de papel, em que mostra a ocorréncia dessa fermentacdo (com a existéncia do
acido latico), apenas os isolados GLAC11, GLAC12, GLAC25, GLAC29 e GLAC33
reduziram a acidez, aumentando o nivel de pH em 0,12; 0,08; 0,10; 0,07 e 0,11,
respectivamente. Ja, as outras bactérias que demonstraram transformacdo de &cido malico

para latico na cromatografia de papel (GLACO03, GLAC06, GLAC27) alteraram o pH original
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do mosto, sendo que esses isolados o acidificaram. O isolado GLAC28 ndo alterou o seu pH,
assim como GLACO01 e GLAC31. Em resumo pode-se dizer que: Apenas quatro isolados que
apresentaram mancha de acido latico na cromatografia de papel, reduziram a acidez do mosto
(COM - 1pH 0,11; GLAC11 - 1pH 0,12; GLAC12 - 1pH 0,08 ¢ GLAC25 - 1pH 0,10); Alguns
isolados apenas reduziram acidez e ndo apresentaram mancha do acido latico na
cromatografia de papel (GLAC24 - 1pH 0,03; GLAC29 - 1pH 0,07; GLAC33 - 1pHO0,11) ¢
alguns isolados apenas apresentaram a mancha do acido latico na cromatografia, porém néo
reduziram a acidez do mosto, podendo ter executado a fermentacgéo latica, visto que existia a
presenca de altas concentracbes de acucares redutores na sua composi¢cdo (GLACO3,

GLACO06, GLAC27 e GLAC28).

No que diz respeito ao crescimento de biomassa em mosto, pode-se evidenciar um baixo
desenvolvimento celular na maioria das bactérias. Notou-se um crescimento celular superior
justamente nos mostos que ocorreram fermentacdo malolatica (COM, GLACO03, GLACO06,
GLAC11, GLAC12, GLAC27 e GLAC28). O isolado GLAC25 nédo apresentou um bom

crescimento, e mesmo assim, efetuou a FML como visto na cromatografia de papel.

Quando comparamos 0 crescimento em mosto sintético com o crescimento em meio
liqguido YEPD (realizado no inicio do trabalho), pode-se perceber uma diferenca evidente na
capacidade de multiplicacdo celular entre as linhagens (Figura 13). As bactérias cresceram
mais em meio YEPD primeiramente pela diferenca de pH, visto que esse meio foi ajustado
para 0 pH neutro (7,0). Ao contrario do mosto sintético que foi ajustado a fim de
assemelhar-se ao mosto natural (pH 3,4). Apesar dessas bactérias serem mais tolerantes aos
niveis baixos de pH, a presenca de diferentes acidos presentes no mosto sintético, pode ter

potencializado o efeito inibitério dessas bactérias (JAENISCH et al, 2010). A acidificacdo do
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meio reduz a atividade de enzimas sensiveis, 0 que resulta em danos para as proteinas e para o

DNA bacteriano (BOTELHO et al, 2015).

25 4

~
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Absorbancias a 660nm

COM
GLAC27
GLAC28
GLAC29

GLAC29a
GLAC31
GLAC32
GLAC33

y
;

GLAC25 !

GLACO01
GLACO03
GLAC06
GLAC11
GLAC16
GLAC23
GLAC24

OYEPD ®Mosto

Figura 13. Comparacdo entre crescimento em meio liquido YEPD e mosto sintético.

Outro fator que pode explicar a diferenca de crescimento é a presenca de extrato de
levedura em YEPD. O extrato de levedura é originado ap0s a autélise de leveduras, liberando
assim o seu conteudo interno, sendo esse uma rica fonte proteica derivada de células vivas,
tendo como aminoacido predominante o &cido glutdmico e o inositol. Esse segundo é um
importante promotor de crescimento e estimula a sintese de biotina (vitamina ativamente

participante de inUmeras reacdes) (SILVA, 2006).

Mesmo o mosto sintético contendo inositol (meso-inositol [0,25%]) e biotina em
baixissimas quantidades, a eficiéncia do metabolismo deu-se em YEPD, pois além do pH

estar néutro, a quantidade disponivel dessas substancias acaba por se tornar superior ao mosto

sintético.
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4.8 Crescimento dos isolados em diferentes pH, concentracdes de etanol e K;S,05

Os resultados do experimento de resisténcia em diferentes condi¢es de crescimento

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Crescimento dos isolados em diferentes condicbes (pH, graduacéo alc6olica e concentracdes de
K2S205).

pH Etanol Metabissulfito de potassio (K,S,0s)
29]3,1]35[4,0]5,0]10% [ 14% | 16% | 20% | 30% | 20mg/L | 40mg/L | 60mg/L [ 90mg/L | 100mg/L

COM |+ + + + + |+ + + - - + + - - -
GLACOL |+ + + + + | + + + - - &+ + + _ ;
GLACO3 |+ + + + + | + - - - - n T - ; ;
GLACO6| - - - + + | + + + + o+ + + - - -
GLAC11| - - - - + | + + + - - + + + - -
GLAC12| - - + + + |+ + + - - + o _ B -
GLAC16| - - + + +| + + + - - + 2+ n _ N
GLAC23| - - - + + | - - - - - ¥ + ¥ ; .
GLAC24| + + + + + | + + + + - + + + - -
GLAC25 |+ + + + + | + + + - - + + + + -
GLAC27| - - + + + |+ + + - - + o _ i -
GLAC28| - - + + +| + + - - - + T _ N N
GLAC29| - - - + + | + + + + - + - - - -
GLAC29a| - - - - +| + + + + - + + + - -
GLAC31| - - + + + | + - - - - ¥ + n ; ;
GLAC32| - - - - 4| - - - - - ¥ T ¥ N -
GLAC33 |+ + + + + | + + + - - &+ + + _ i
+ Crescimento - Auséncia de crescimento

A tabela com os resultados individuais de cada bactéria isolada demonstra a diversidade
encontrada. Em pH mais baixo (2,9 e 3,1), menos da metade dos isolados conseguiram se
adaptar e se desenvolver, sendo o pH ideal para crescimento foi préximo ao neutro, como
também foi observado por Binati (2015), o qual relatou que o pH baixo estd na faixa de

extrema dificuldade para o desenvolvimento bacteriano.

Os isolados se desenvolveram melhor nas concentragcdes mais baixas de metabissulfito de
potassio, e em graduacdo alcoolica menor. Isso se confirma, pois o metabissulfito €
responsavel pelo aparecimento de é&cido sulfidrico e de mercaptanos, dando seu nivel
inibitério (LARENTIS, 2012) e, ja foi relatado que a maior agdo sobre as bactérias é exercida

sob a forma livre de SO, (molecular), sendo que sua concentracdo aumenta com a diminuicao
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do pH e aumento do teor alcoolico (BINATI, 2015). Ou seja, ambos inibem drasticamente a
populacéo bacteriana e se relacionam quimicamente quando o pH é baixo (caracteristicas dos

vinhos regionais).

Comparando o comportamento bacteriano in vitro nas diferentes concentragbes de
K2S,0s, com a quantidade de sulfitagem declarada pelas vinicolas, pode-se entender que as
bactérias laticas encontradas nas amostras de vinhos eram provenientes em sua maioria, de
amostras em que se utilizou menos de 80mg/L de metabissulfito de potassio. Comprovou-se
no teste que as bactérias ndo resistem em niveis acima de 80mg/L de metabissulfito de
potéssio, 0 que entende-se que nas amostras coletadas em que foram utilizadas concentragdes

superiores a essa, a maior parte da biomassa bacteriana ja havia desaparecido.

Em continuidade, com o objetivo de selecionar bactérias que primeiramente realizaram a
FML e em segundo lugar, foram mais resistentes ao teor alcdolico, niveis de acidez alta e as
concentracdes mais elevadas de metabissulfito de potassio, os isolados selecionados para

prosseguimento da selecdo seguem no Quadro 3.

Quadro 3. Relacao dos isolados selecionados até o experimento de caractéres enoldgicos.

Isolados selecionados para prosseguimento dos experimentos

— o [{e] — N <t Lo N~ [e o] (o))
o o o — — N (9V) N N N
= O O O O O O ($) O O O
O < < < < < < < < < <
(@] | - - - - | - - - -
0] O] ) ) ) ) ) o o )
*A + - + + + + - + + + -
*B + + + - + + + + + -
*C + + - - + + + + +
*D - - - - - - + + - -

*A (fez fermentagdo malolatica em mosto sintético); B (apresenta carater acidéfilo); C (boa tolerancia a etanol);
D (boa tolerancia a metabissulfito de potéssio).
* |solado GLACO1, GLAC24 e GLAC29 fora utilizados como controle negativo para FML.

Com o intuito de comparar as bactérias que fermentam com as que ndo fermentam,

selecionou-se aleatoriamente trés isolados que ndo efetuaram a fermentacdo malolatica
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(GLACO01, GLAC24 e GLAC29) no experimento anterior (fermentacdo em mosto sintético).
Essas bactérias foram utilizadas como controle negativo para a FML, além da amostra de

vinho sem inoculagéo bacteriana.

4.9 Microvinificagdes de isolados com potencial de FML

Esse experimento teve como finalidade a elaboracdo em pequena escala de vinho
sintético para avaliacdo do comportamento dos isolados perante as novas condicGes de
crescimento. As bactérias ja haviam sido testadas quanto a capacidade de resisténcia a
algumas caracteristicas enoldgicas em meio complexo modificado (caldo YEPD com teores
de etanol, concentracdes de metabissulfito de potassio e diferentes pH), e, apos selecdo, é
fundamental que elas consigam resistir as condi¢des do vinho sintético (teor alcéolico de 10%
e pH 4,0), sendo que essas condi¢bes quando comparadas com as do vinho natural regional,

sdo mais favoraveis ao crescimento das bactérias.

O vinho produzido no Rio Grande do Sul apresenta, segundo alguns estudos, pH abaixo
de 4,0 (STEIN et al 2016); Bender et al (2017) e Costa (2017), e especialmente os vinhos
produzidos da variedade Cabernet Sauvignon apresentaram pH em torno de 3,79. Resultados
semelhantes foram obtidos por Vargas et al (2016), onde vinhos elaborados da casta
Chardonnay apresentaram pH de 3,47. Por mais que esse ultimo seja um vinho branco e
comumente a FML ndo é desejada nesse tipo de vinho, a informacéo tem relevancia sendo
que nesse trabalho algumas amostras foram coletadas de vinhos brancos em estagio de FML.
Todos os valores mencionados apresentaram uma caracteristica mais acida ao vinho natural
produzido no Rio Grande do Sul, quando comparado com o vinho sintético onde foram
executadas as microvinificagdes com os isolados bacterianos.
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Com relacéo ao titulo alcoométrico, Stein et al (2016) obtiveram resultados que variaram
de 11,96 e 14,10%. Ja o grau alcéolico obtido no estudo de Vargas et al (2016) foi
aproximado a 13% (12,8%). Bender et al (2017) também registraram teor de alcool em
Cabernet Sauvignon de 13,6%. Todos esses nimeros indicam que parte dos vinhos galuchos
tem teor alcoolico maior do que o ajustado no vinho sintético utilizado neste estudo. Também
¢ importante salientar que o vinho sintético ndo foi sulfitado, o que facilita o crescimento
populacional das bactérias malolaticas. Considerando-se os dados mencionados, o teste de
microvinificacdo foi executado a fim de avaliar se os isolados seriam bons fermentativos em
condi¢cdes minimas estipuladas pelo Decreto N° 8.198 de 20 de fevereiro de 2014, onde
institui que o vinho recém-elaborado, realizado a partir de Vitis vinifera, deve conter um

minimo de 10% e um maximo de 14% de etanol em temperatura de 20°C.

Detendo-se a etapa experimental, ap6s o fim do periodo fermentativo, observou-se que
grande parte dos isolados ndo se desenvolveu em vinho sintético. Essa constatacdo se deu por
conta do vinho encontrar-se translicido, ou seja, como se ndo tivesse ocorrido nenhum tipo de
desenvolvimento bacteriano. Isso provavelmente ocorreu por conta da presenca das
concentracfes de alcool, que inibiram as bactérias e/ou até mesmo provocaram a morte

celular. O isolado comercial apresentou um bom crescimento.

As bactérias que ndo se desenvolveram na etapa de microvinificagbes foram: GLACO1,
GLAC12, GLAC24, GLAC25, GLAC27 e GLAC29. Esse comportamento ndo foi coerente
com o teste antes efetuado, pois, de acordo com esse ensaio, as bactérias que ndo se
desenvolveram nessa microvinificacdo, apresentaram boa tolerancia ao etanol anteriormente
(avaliacdo das caracteristicas enoldgicas — concentracdo de etanol). Porém, isso pode ser
explicado pelo fato de que em condigdes de placa de cultura, onde a anaerobiose € induzida
através do petrolato liquido, a concentracdo de etanol testada pode variar com o tempo. Esse
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fendmeno ocorre por conta da volatilizacdo do etanol que ndo tem forte impedimento de
escape, impulsionado também pela temperatura e tempo de exposic¢do a temperatura da estufa
(30°C/7dias), representando assim um falso positivo quanto a sensibilidade desses
microrganismos. Quando essas bactérias foram acrescidas no recipiente com vinho sintético,
com a respectiva concentracdo de etanol e tampados com rosca, ou seja, com excelente
impedimento de perda de etanol pela volatilizacéo, elas ndo conseguiram resistir ao teor de
alcool existente.

Apesar desse fato ter se demonstrado equivocado na selecdo anterior desses microrganismos, a
prova real da sua incapacidade de crescimento em 8 e 10% de etanol foi comprovada no experimento
de vinificagdo; assim sendo, apenas os isolados que demonstraram bom crescimento foram avaliados.
Para as bactérias que apresentaram bom crescimento e alta capacidade fermentativa, avaliaram-se as

modificagdes de pH titulavel, bem como turbidez do vinho (crescimento bacteriano).

Tabela 8. pH dos vinhos ap6s fermentacgdo dos isolados bacterianos.

8% Etanol 10% Etanol
Controle 4,17* 4,19*
COM 4,22 4,25
GLACO3 4,32 4,26
GLACO06 4,66 4,65
GLAC11 4,7 4,63
GLAC28 4,25 4,21

O controle utilizado foi o vinho sintético sem fermentacéo.
*A diferenca de 0,02 na titulagdo do pH dos vinhos se deve a diferenca do teor alcéolico.

Em caréater qualitativo, as cromatografias em papel foram efetuadas com amostragens de
todos os isolados em periodo de trés, 12 e 21 dias de fermentacdo, em 8 e 10% de etanol

(Figura 14 e 15).
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*Ry: fator de retencéo (Rs = distancia percorrida da substancia/distancia percorrida pelo solvente).
Figura 14. Cromatografia demonstrando a eficiéncia da FML em vinho sintético (8%). P = padrado de
acidos; V = controle negativo para a fermentacgéo; B = agua).
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*Ry: fator de retencdo (R; = distancia percorrida da substancia/distancia percorrida pelo solvente).
Figura 15. Cromatografia demonstrando a eficiéncia FML em vinho sintético (10%). P = padrdo de
cidos; V = controle negativo para a fermentacéo; B = 4gua).
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Pode-se perceber que, em concentracdo menor de etanol, menor é a interferéncia que ele
exerce sobre as bactérias laticas (RIBEREAU-GAYON et al, 2006), o que acarreta em um
inicio fermentativo adiantado em 8% de &lcool, onde todas as bactérias executaram a
fermentacdo malolatica até o décimo segundo dia. J& em 10% de teor de alcool, as bactérias
iniciaram a FML apenas no décimo segundo dia, ou seja, no momento em que as bactérias
que foram inoculadas no vinho com 8% de etanol estavam finalizando a fermentacao.

Em 8% de alcool etilico no vinho, os isolados GLAC03 e GLAC28 conseguiram
conversdo acido maélica até o terceiro dia, apresentando um comportamento semelhante a
bactéria comercial. Ja as bactérias GLACO06 e GLACO011, percebeu-se o inicio de fermentacéo
com o surgimento de leves manchas superiores, que indicam o &cido latico. Essa
diferenciacdo mostra uma assincronia fermentativa, ou seja, elas iniciam a FML em tempos
distintos. Esse tempo esta altamente relacionado a multiplicacdo celular, visto que a FML sé
tem seu efetivo inicio quando o nimero populacional for relativamente alto.

A quantificagdo da FML (Figura 16), avaliada com o Kit Boehringer Mannheim /
R-Biopharm Cat. N. 10 139 068 035, foi executada com a concentracdo etanolica de 10%,
porém mesmo assim confirma o assincrono inicio da FML entre os isolados GLACO3,
GLACO06, GLAC11 e GLAC28 (que iniciaram a fermentacdo no terceiro dia) e o isolado
COM (que iniciou a fermentacdo apenas no decimo segundo dia, ou seja, nove dias apos 0s
demais isolados).

Todos os isolados testados apresentaram capacidade de realizar FML, incluindo a
comercial, no entanto, ela iniciou a FML em atraso quando comparadas com 0s demais.
Considerando-se que foram utilizadas as mesmas condi¢Oes de crescimento, pode-se
compara-las e predispor uma concorréncia acentuada dos novos isolados contra a estirpe

comercial, utilizada comumente em vinificagdes industriais. Essa diferenca pode sugerir uma
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adaptacdo mais dificil da bactéria comercial as condi¢cdes do vinho sintético, e esse mesmo
comportamento pode vir a ser diferente em vinho natural.

Com baixa disponibilidade de carboidratos, no caso a glicose presente na composicao
desse vinho sintético (0,1%), as bactérias procuram alternativas para a sua producao
energética e viabilizacdo de suas fungdes metabdlicas. O acido malico, presente em 1% do
vinho utilizado no experimento, serviu satisfatoriamente para todas as bactérias, as quais

conseguiram se desenvolver e turvar a solucdo de vinho.

10,00

Acido mélico g/L
g

0,00

0 3 6 9 12 15 18 21
—-— COM - GLAC28 —&— GLAC06 =X~ GLAC11 —¢—GLAC03

Figura 16. Degradacdo de &cido malico em fermentacdo malolatica executada pelos isolados COM,
GLACO03, GLAC06, GLAC11 e GLAC28, em vinho sintético com conteddo inicial de 10g/L de &cido
malico.

A alteracdo do pH titulavel estd relacionada com a eficiéncia da FML, visto que os

décimos de aumento do pH correspondem & conversdo dos acidos. Essa mudanca de pH é

altamente perceptivel ao paladar.
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4.10 Classificacao dos isolados selecionados

Os resultados obtidos pelas analises das sequéncias dos cinco isolados que realizaram a
fermentacdo malolatica (GLAC03, GLAC06, GLAC11, GLAC28 e o isolado comercial),

permitiu identificar as bactérias selecionadas (Tabela 9).

Tabela 9. Classificacao final dos isolados e da bactéria comercial.

Isolado Classificacdo E. value Identidade Acessos
COM Oenococcus oeni 0.0 84% AB054808.1
GLACO03 Lactobacillus suebicus 0.0 98% LC071852.1
GLACO06 Lactobacillus suebicus 0.0 98% LC071852.1
GLAC11 Lactobacillus suebicus 0.0 98% LC071852.1
GLAC2S Lactobacillus pentosus 0.0 99% KX057667.1
Lactobacillus plantarum 0.0 99% CP024413.1

*Banco de dados dos acessos: INSDC — International Nucleotide Sequence Database Collaboration — GenBank.

Com os resultados finais, pode-se perceber que todos os isolados que realizaram
fermentacdo malolatica sdo do género Lactobacillus sp.. Os isolados GLACO03, GLACO06 e
GLACL11 foram classificados como a espécie Lactobacillus suebicus que ja foi relatada como
potencial candidata a producdo de alimentos saudaveis (GARAI-IBADE et al, 2010), dentre
eles, isolada de bebidas, como a cidra na Espanha (PUERTAS et al, 2014) e diversas
aguardentes de frutas (KLEYNMANS et al, 1988). A bactéria é uma heterofermentativa e
produz CO,, etanol, acetado e DL-Lactato a partir de glicose (KLEYNMANS et al, 1988;

DICKS & ENDO, 2009), porém, até entdo, ndo foi relatada como uma bactéria malolatica.

O isolado GLAC28, apresentou similaridade a duas espécies, Lactobacillus pentosus
(99%) e Lactobacillus plantarum (99%) (Figura 21), como ja relatada anteriormente
(BRINGEL et al, 2005), e para diferencia-las necessita-se de uma classificacdo diferencial

adicional, que é possivel apenas com métodos genotipicos especificos (DICKS & ENDO,
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2009), como executado por Torriani et al (2001), que explorou regibes variaveis de
nucleotideos do gene recA de Lb. pentosus e Lb. plantarum, e através de um multiplex-PCR,
conseguiu separar ambas as espécies, além de também propor uma hibridizacdo de 15 a 56%
de seus genomas. Parente et al (2010), também executaram a diferenciacdo genotipica dessas
duas espeécies, e se utilizou de métodos como multiplex-PCR, rep-PCR, RAPD-PCR e
SDS-PAGE. A espécie Lb. pentosus nao pode ser discriminada de outras espécies como Lb.

plantarum e Lb. paraplantarum apenas pela sequéncia de 16S rDNA (SIEZEN et al, 2011).

(%057594.1 Lactobacillus plantarum

100%
0.02

0.00
o KX057667.1 Lactobacillus pentosus

0.07

s LC071852.1 Lactobacillus suebicus

AB054808.1 Oenococcus oeni

0.10
0.020

Figura 17. Arvore estabelecida pelo método de Maxima Verossimilhanga com Bootstrap de 500 réplicas.

Na avaliacdo filogenética efetuada com as sequéncias de nucleotideos dos isolados,
construiu-se um dendrograma (Figura 17) que demonstra a similaridade entre as espécies
isoladas nesse trabalho e também relaciona as espécies Lb. plantarum e Lb. pentosus, que se
agruparam com 100% de similaridade e 0.00 de distancia entre vizinhos, ou seja, apenas com

0 sequenciamento do 16S rDNA, ndo é possivel distingui-las.

Sobre a espécie Lb. pentosus, com potencial de FML, pode-se dizer que ela é
frequentemente isolada de vinhos Australianos (BAE et al, 2005). E uma bactéria

heterofermentativa facultativa e que produz acido DL-Latico a partir de glicose (DICKS &
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ENDO, 2009). Também pode produzir outros acidos a partir de diversos carboidratos como
arabinose, celobiose, frutose, galactose, manitol, maltose, melibiose, ribose, sucralose e
trealose (ZANONI et al, 1987). Essa bactéria também ainda nao foi relatada como malolatica,
diferentemente de Lb. plantarum, que ja € utilizada como cultura starter para a realizacéo da

FML.

Em vinhos de uva Malbec na Argentina, Lb. plantarum apresentou 57% de degradacéo de
acido malico em fermentacdes, aumentando o nivel de pH e demonstrou-se capaz de
sobreviver ou tolerar niveis de 15,1 a 16,3% de etanol (LERENA et al, 2016). Lactobacillus
plantarum, é uma espécie homofermentativa e além de tolerar alto teor de etanol e pH, €
indicada como adequada para a fermentagdo malolatica de vinhos (LALLEMAND, 2010).
Inimeros trabalhos ja utilizaram estirpes dessa espécie para a realizacdo da fermentacédo
malolatica em vinhos (HERNANDEZ et al, 2007; LOPEZ, et al, 2008; CHO et al, 2011;

MOCALVO et al, 2015 e IORIZZO et al, 2016).
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Um resumo das linhagens obtidas nesse trabalho pode ser observado no Quadro 4.

Quadro 4. Caracterizacdo completa das linhagens obtidas neste trabalho.

GLACO03 GLACO06 GLACI11 GLAC28 COM
Amostra 4 7 14 45 SEP-14
Origem Flores da Cunha Flores da Cunha Farroupilha Farroupilha Europa
Varie-dade Cabernet Sauvignon § Bordd + Isabel Bordo Isabel -
. Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus pentosus Oenococcus
Espécie
suebicus suebicus suebicus Lactobacillus plantarum oeni
Acesso LC071852.1 LC071852.1 LC071852.1 [|KX057667.1 e CP024413.1 | AB054808.1
Tolerincia
pH 29 4 5 3,5 2,9
Etanol (%) 10% 30% 16% 14% 16%
K;,5,05 (men) 40mg/L 40mg/L 60mg/L 40mg/L 40mg/L
Capacidade Fermentativa de Carboidratos
Arabinose + + + - +
Celobiose + + + + +
Frutose + + + + +
Galactose| + + + + +
Glicose + + + + +
Lactose + + + - -
Maltose| + + + + -
Manitolj - + - - -
Manose| + + + + +
Melibiose + + + + +
Rafinose + + + + -
Ribose + + + + +
Sacarose + + + + -
Xilose| - - - - +
4 pH em *MS 0 0 0,12 0 0,11
Aumento de pH em vinho sintético
8% de etanol 0,15 0,49 0,53 0,08 0,05
10% etanol 0,07 0,46 0,44 0,02 0,06
FML Sim Sim Sim Sim Sim
Capacidade fermentativa g/L
10g/L 10 g/L 10 g/L ] 10 g/L 10 g/L
3 dias 8,18 9,66 10,00 9,95 10,00
6 dias 0,20 4,64 3,26 7,00 9,81
9 dias 0,13 0,14 0,17 0,74 9,98
12 dias 0,10 0,16 0,15 0,50 9,66
15 dias 0,12 0,15 0,09 0,24 7,24
18 dias 0,15 0,18 0,13 0,07 7,26
21 dias 0,11 0,21 0,05 0,11 1,66

*MS: mosto sintético.

A presenca dessas espécies em vinhos e vinicolas ndo surpreende, visto que o género

Lactobacillus sp. é amplamente encontrado em ambiente fermentativos. As espécies Lb.
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suebicus e Lb. pentosus que foram isoladas nesse trabalho, precisam ser melhor avaliadas
guanto aos seus mecanismos fermentativos, visto que ambas ndo estdo relatadas como

maloléticas, e nesse trabalho elas realizaram a conversao de 4cido malico para &cido latico.

As bactérias isoladas nesse trabalho poderdo ser utilizadas como culturas starter, e 0s
dados sdo importantes a nivel industrial, visto que favorecem a atualizacdo de metodologias
empiricas para a utilizacdo desses microorganismos, bem como melhorar a producdo de
vinhos e a0 mesmo tempo diminuir o custeio do processo pela diminui¢cdo de gastos com a
compra de cepas comerciais, visto que o valor de mercado desses microrganismos pode
alcancar uma média de até $535,00, equivalentes a 25g de biomassa, o qual se indica o uso de

cerca de 1g/100L de vinho e essa quantidade gera um custeio atual de cerca R$16,00/g.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, é possivel listar as seguintes conclusoes:

v

Foram isoladas quatro estirpes bacterianas com o potencial de utilizacdo para
fermentacGes malolaticas, identificadas como Lactobacillus suebicus (GLACO3,
GLACO06 e GLAC11) e Lactobacillus pentosus/Lactobacillus plantarum (GLAC28);

A inoculacdo com as bactérias isoladas que foram selecionadas na regido, alcangou o
objetivo esperado (execucdo da FML) de forma eficaz e rapida;
As bactérias apresentaram variacdo de tolerancia nos testes de etanol, pH e

metabissulfito de potassio.

Apenas uma estirpe de Lactobacillus suebicus (GLACO03) cresceu em 60mg/L de
metabissulfito de potéassio. As demais bactérias pararam o crescimento populacional
em 40mg/L;

O efeito do etanol sobre as bactérias demonstrou resultados distintos para cada uma
delas: Lactobacillus suebicus (GLACO03) tolerou até 10% de alcool; Lactobacillus
suebicus (GLACO06) tolerou até 30% de etanol; Lactobacillus suebicus (GLAC11)
desenvolveu-se em até 16% de etanol, e a estirpe Lactobacillus pentosus/Lactobacillus
plantarum, tolerou um nivel de 14% de alcool,;

A fermentacdo em mosto sintético foi um passo fundamental, pois favoreceu o
desenvolvimento bacteriano para que se pudessem isolar as bactérias malolaticas e
observar o seu comportamento quando em condicdes de vinificagéo;

Do total de isolados iniciais (16), quatro deles foram capazes de realizar a FML;

Em vinho sintético com grau alcéolico menor (8%) a fermentacgdo iniciou antes do que
com grau alcoolico mais elevado (10%);

Quando comparadas com a bactéria comercial Oenococcus oeni (COM), todas as
quatro estirpes isoladas também realizaram a FML;
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras do trabalho, cita-se:

v' Avaliar as bactérias isoladas acerca da producdo de compostos de interesse ou
desinteresse como aminas biogénicas;

v Investigar a fermentacdo malolatica das bactérias isoladas Lactobacillus suebicus e
Lactobacillus pentosus, visto que ainda ndo sao relatadas na literatura como
maloléaticas;

v Avaliar a fermentacdo malolatica dos isolados potenciais obtidos em vinho natural;

v"Auxiliar na classificacdo de outros organismos de mesmo habitat, em estudos futuros,
com os resultados do ensaio fermentativo de carboidratos com os dezesseis isolados
iniciais;

v Desenvolver culturas starter com as linhagens obtidas neste trabalho, para FML de
vinhos.
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1. Questionario de coleta executado no momento da coleta de amostras de vinho.

2. Fluxograma de selecéo dos isolados bacterianos.

3. Sequéncias de nucleotideos 16S rDNA dos isolados e bactéria comercial.

4. Artigo de revisao submetido a Revista Brasileira de Viticultura e Enologia em 2017.

5. Parecer da Revista Brasileira de Viticultura e Enologia do artigo submetido (02/2018).
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Anexo 1.

QUESTIONARIO DE COLETA

Local de Coleta:

Cidade:

Variedade:

Concentragdo de SO; adicionado:

Quantas vezes foi adicionado SO,: () umavez ( )duasvezes ( )maisde duasvezes

() apenas no inicio da fermentagdo () apenas no fim da fermentagdo () no inicio e no fim da

fermentagdo
Efetuou-se o cdlculo de SO, total oulivre? ( )SIM () NAO

Se sim, o resultado é: Total = / Livre =

Tempo de fermentagdo malolatica:

A vinicola faz Pé-de-cuba? ( )SIM ( )NAO
Ha acompanhamento da fermentagdo maloldtica? ( ) SIM ( )NAO

Se sim, qual forma?
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FLUXOGRAMA DE SELECAO
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Caractéres enoldgicos e fe;entagﬁo em mosto sintético
OOOO®HEHE@®E®E
crov;ﬁcagoes

QOO

Selecionados

108



Anexo 3.

Bactéria comercial: Oenococcus oeni

5’GCAGAACTGGTGAGTAACACGTAAGAAACCTGCCCTTTAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCGTAACAACAAATCACA
CATGTGATCTGTTTGAAAGGTCCTTTTGGATCGCTAGAGGATGGTCTTGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAGGGTAGAAGCCTACCAAGGCAATGA
TGCGTAGCCGAGTTGAGAGACTGGCCGGCCACATTGGGACTGAGACACTGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATTTTCCGCAATG
CACGAAAGTGTGACGGAGCGACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTAAGGGAAGAATAACTTGAATTCAGAGA
AAGTTTTCAGCTTGACGGTACCTTACCAGAAAGGGATGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTT
ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAATCCCGAGGCCCAACCTCGGAACTGCATTGGAAACTGATTTACTTGAG
TGCGATAGAGGCAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTTGCTAGATCGTAA
CTGACGTTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCATACCGTAAACGATGGGTGCTAGTTGTTAAGAGGTTT
CCGCCTCCTAGTGACGTAGCAAACGCATTAAGCACCCCGCCTGAGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTTAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGATACGCGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATACCAATGATCGCTTTTGTAATGAAAGCTTTTCT
TCGGAACATTGGATACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTATTAG
TTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCA3’

GLACO3: Lactobacillus suebicus

5’CGTARSGGCGKGKCTATMATGCAAGTCGTACGCATTCTCGYTTCTGATTGACGGTGCTTGCACCTAATTGACGAGACATTGGAATGAGTGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGYGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAAGTCAAAACCACATGG
TTTTGATTTAAAAGATGGCCTTTGTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAYGGCTTACCAAGGCAATGAT
ACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTATCTAAGAGTAACTG
CTTAGGTAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTAT
TGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTG
CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT

GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCC
GCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTATTCGAGCACGCGAGAACCTTACCAGGTCTGGACATCTAGCGCCATCTCAGAGATGAGACGGTCCTCGGGACGCTTAG

ACAGTGGTGCATGGTGTCGTCAGTCGTTCCTGGAATGTGGCTAAGTCCCGCAC3’

GLACO06: Lactobacillus suebicus

5’ CWTGSGGSKGTCAWATACATGCAGTCGTACGCATTCTCGYTTCTGATTGACGGTGCTTGCACCTAATTGACGAGACATTGGAATGAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGYGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAAGTCAAAACCACATGGT
TTTGATTTAAAAGATGGCCTTTGTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAYGGCTTACCAAGGCAATGATA
CGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTATCTAAGAGTAACTGC
TTAGGTAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGGACATCTAGCGCAATCTCAGAGATGAGACGTCCTTCGGGA
CGCTTAGACAGTGGTGCATGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCGTGAGAATGTTTGGGATTAAKCTACCGGCA3’

GLACI11: Lactobacillus suebicus

5’CGTGSGGSTKMTATACATGCAGTCGTACGCATTCTCGYTTCTGATTGACGGTGCTTGCACCTAATTGACGAGACATTGGAATGAGTGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGYGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAAGTCAAAACCACATGGTTTT
GATTTAAAAGATGGCCTTTGTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAYGGCTTACCAAGGCAATGATACGT
AGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTATCTAAGAGTAACTGCTTA
GGTAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGTCTTGACATCTAGCGCCAATCTCAGAGATGAGACGTTCCCTTTCGGG
GACGCTTAGACAGTTGATGCATGCGTGTCGTCAGCTTCGATGTCGTKGAGATKGTTGGGCTTAGC3’

GLAC?28: Lactobacillus pentosus ou Lactobacillus plantarum

5’CTWWMWGSCSTTTAAWATAMATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTG
GTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGA
GYTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGC
CGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGT
ATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTTCGAAGCTACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTTCCCTTCCGGG
ACATGGGATACAGGTGCTGCATGATTGTCGTCAGCTCGATGTCGTGAAGATGKCTCGGATTAAGGTTT3’
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Resumo

Os vinhos brasileiros, principalmente do Rio Grande do Sul, apresentam elevada acidez
fixa decorrente da maturacdo desuniforme das uvas. Esta acidez € determinada principalmente
por niveis elevados de acido malico. Para atenuar a acidez fixa nos vinhos, 0s mesmos séo
submetidos a fermentacdo malolatica (FML) durante ou apo6s a fermentacdo alcodlica. Na
pratica enologica essa fermentacdo normalmente representa um ponto critico, ocorrendo de
forma descontrolada e em muitos casos sem finalizacdo do processo. Ainda que muitas vezes
eficiente, a fermentacdo malolatica espontanea, depende das bactérias presentes na uva ou na
cantina, variando de fermentacdo para fermentacdo e de ano para ano. Dentre as distintas
espécies bactérias malolaticas, destaca-se Oenococcus oeni, em geral predominante nas
FML de vinhos. Diversos parametros como pH, diéxido de enxofre (SO,), conteido
alcoolico, temperatura e a tecnologia vinicola, podem afetar o desenvolvimento bacteriano e a
FML. Esse artigo de revisdo oportunizard ampla informacdo sobre essa classe de

microorganismos tao importantes na enologia.

Palavras-chave: Oenococcus oeni, vinho, fermentacdo malolatica.
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The importance of lactic acid bacteria in winemaking: Review

Abstract

Brazilian wines, mainly from Rio Grande do Sul, show high fixed acidity due to the uneven
maturation of the grapes. This acidity is mainly determined by high levels of malic acid. To
attenuate the fixed acidity in wines, they are subjected to malolactic fermentation (MLF)
during or after alcoholic fermentation. In oenological practice this fermentation usually
represents a critical point, occurring in an uncontrolled way and in many cases without
finalization of the process. Although often efficient, spontaneous malolactic fermentation
depends on the bacteria present in the grape or canteen, varying from fermentation to
fermentation and from year to year. Among the different malolactic species, Oenococcus oeni
stands out, generally predominant in MLF of wines. Various parameters such as pH, sulfur
dioxide (SO,), alcohol content, temperature and wine technology can affect bacterial
development and MLF. This review article will provide extensive information on this class of

microorganisms so important in oenology.

Key-words: Oenococcus oeni, wine, malolactic fermentation.

Introducéo
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A microbiota vinica é composta por um conjunto heterogéneo de leveduras, bactérias
acido-laticas e aceto-laticas, responsaveis pela sintese de determinados compostos, a partir do

mosto das uvas, que vao conferir aos vinhos o seu bouquet original (CAETANO, 2008).

As bactérias laticas (BAL) estdo naturalmente presentes nas superficies das uvas e
representam populagdes importantes no vinho (VILA-CRESPO et al., 2010). As BAL s&o
responsaveis pela conducdo da fermentacdo malolatica (FML), uma fermentacdo secundaria
importante que ocorre em muitos vinhos ap6s a fermentacdo alcoolica realizada por leveduras
(BAE et al., 2006). No final da fermentacdo alcodlica, os acUcares redutores ja foram
transformados em etanol e CO,, ocorre a diminuicdo da populacdo de leveduras e um

aumento no numeros de bactérias lacticas, iniciando-se a FML (MIGUEL, 2011).

A fermentacdo malolatica, seja espontanea ou induzida por inoculacdo de bactérias, €
responsavel pela conversao de L (-) acido malico a (L) ou D (-) &cido lactico. Para cada grama
de acido malico metabolizado, 0,67 gramas de acido lactico e 0,33 gramas (165 ml) de CO,
sdo produzidos. Bactérias acido lacticas também podem degradar em paralelo 0,3 a 2g/L de
acucares residuais para formar aproximadamente 100 mg/L de D (-) acido lactico

(SABLAYROLLES & SALMON, 2004).

A FML exerce influéncias importantes na acidez do vinho, sabor e estabilidade
microbiologica. Uma das principais espécies responsaveis pela fermentacdo malolatica é
Oenococcus oeni (anteriormente Leuconostoc oenos), embora outras especies de BAL
também podem contribuir na FML (BAE et al., 2006). Essa fermentacdo € desejavel por
diminuir a acidez e melhorar as caracteristicas organolépticas do vinho (MIGUEL, 2011).
Porém, de modo geral as condicdes para o desenvolvimento bacteriano e FML em processos
enoldgicos sdo desfavoraveis, o que tem levado a utilizacdo estirpes selecionadas para garantir

um melhor controle do processo (MAICAS et al., 1999). Uma fermentacdo malolatica de
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exceléncia pode ser alcancada com a inoculacdo de BAL selecionadas (CAPOZZI et al.,
2009). Por isso, nos ultimos anos as industrias vitivinicolas vém utilizando culturas iniciais
(starter) puras a fim de promover uma bioconversao rapida do L-malico, garantindo melhor

controle e previsibilidade da reacdo (LOPEZ et al., 2008).

A conversdo de acido mélico em latico falha por causa de condi¢bes ambientais (vinho)
muito rigorosas, como por exemplo pH baixo, &lcool elevado, altas concentracbes de SO, e
baixas temperaturas, afetando a sobrevivéncia e crescimento bacteriano (SOLIERI et al.,

2010).

Caracterizacéo das BAL.

A microbiota latica das uvas € constituida por um grupo hetergéneo de bactérias, com
diferentes necessidades fisioldgicas, que inclui espécies pertencentes a varios géneros, entre
0s quais, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus e
Oenococcus (POTES & MARINHO, 2007; TELES, 2013). Nas dificeis condicGes dificeis da
vinificacdo (pH baixo e alto teor de &cido malico e etanol), somente bactérias lacticas bem
adptadas apresentam crescimento rapido e promovem uma fermentacdo malolatica adequada

(KRIEGER et al., 2004).

As bacteérias lacticas crescem in vitro normalmente em glicose, frutose e alguns outros
carboidratos, mas no vinho predomina o crescimento mixotréfico, o qual a utilizacdo de
diferentes substratos como fonte de energia e carbono, incluindo pequenas quantidades de
frutose/glicose e acidos organicos. Além das fontes de carboidrato, o desenvolvimento de

bactérias lacticas também requer a presenca de aminoacidos e vitaminas (BINATI, 2015).
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Existem quatro fatores que tém uma influéncia decisiva na realizacdo da fermentagédo
malolatica devido a influéncia que tém no crescimento das bactérias lacticas no vinho: o pH, a
temperatura, o titulo alcoométrico e o teor de didxido de enxofre (RIBEREAU-GAYON,
2006; MIGUEL, 2011). Esses fatores permitiram o estabelecimento de regras enologicas

(RIBEREAU-GAYON, 2006).

[Inserir Tabela 1]

Interferéncias no crescimento e desenvolvimento de bactérias malolaticas: temperatura.

A temperatura influencia na taxa de crescimento dos microrganismos € como as reagdes
quimicas, acelera as reacdes bioguimicas. A fermentacdo malolatica inicia geralmente quando
a populacdo bacteriana estiver proxima de 10° células/mL e é quase ndo acontece quando a
temperatura for inferior de 19-20°C (LONVAUD-FUNEL, 1995). As bactérias malolaticas
sdo essencialmente mesdéfilas (20 a 40°C), com algumas linhagens termofilas - acima de

45°C (SILVA, 2011).

Uma temperatura excessiva, 25°C ou superior, também ira retarda a fermentacéo,
principalmente pela inibicdo da biomassa bacteriana. Além disso, esta condi¢do o risco de
deterioracdo bacteriana e aumento da acidez volatil. Na pratica, portanto, manter um vinho a

20°C é recomendado (RIBEREAU-GAYON, 2006).
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Interferéncias no crescimento e desenvolvimento de bactérias malolaticas: dioxido de Enxofre

(SO).

O dioxido de enxofre (SO,) é um importante conservante utilizado na vinificacdo e na
producio de outros alimentos. E uma substancia antimicrobiana, antioxidante e
anti-enzimatica quando em baixas concentracdes (JACKOWETZ & ORDUNA, 2012). A
concentracdo de SO, ndo deve ser muito alta, pois pode inibir as bactérias laticas durante a
fermentacdo malolatica. Concentracdes de SO, total de 100-150mg 1%, 50-100mg 1™ de SO,
combinado e livre 1-10mg 1™ sdo suficientes para dificultar o desenvolvimento das bactérias
malolaticas e podem acarretar na parada desta fermentacdo (REGUANT et al., 2005). Esta
dosagem é recomendada para estabilizar os vinhos ap6s a fermentacdo malolatica ou para

evita-la naqueles vinhos nos quais ndo for desejada (SILVA, 2005).

Interferéncias no crescimento e desenvolvimento de bactérias malolaticas: etanol.

O etanol, principal resultante da fermentacdo alcoodlica ou adicionado no caso de vinhos
fortificados, também afeta os parametros de crescimento das bactérias malolaticas e a sua
atividade malolatica. A capacidade de sobrevivéncia e crescimento das BAL decresce a

medida que as concentragdes de etanol aumentam (RAMOS, 2013).

Geralmente em laboratorio, bactérias malolaticas isoladas de vinho sofrem inibicdo sob

uma concentracdo de etanol que varia de 8 a 10% do volume (RIBEREAU-GAYON, 2006).
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Interferéncias no crescimento e desenvolvimento de bactérias malolacticas: pH.

No geral a velocidade de crescimento das bactérias lacticas e da realizacdo da
fermentacdo malolatica aumenta com o aumento de pH de 3,0 para 4,0. Por outro lado, o pH
tem um forte efeito seletivo nas espécies que se desenvolvem no vinho (MIGUEL, 2011). Os
géneros e espécies se caracterizam pela atividade diferenciada de produzir fermentacao
malolatica pura, pois os valores de pH étimo para a degradacdo do acido malico e dos
acucares sao diferentes (MANFROI, 2002). A espécie Oenococcus oeni é capaz de manter um
gradiente de pH através da sua parede celular principal, especificamente a um pH abaixo de

pH 3,0 (BUNTE, 2009).

Os vinhos que possuem pH inferior a 3,5, ndo favorecem o crescimento de bactérias do
género Pediococcus e Lactobacillus, portanto, ha uma aumento na populacao de O. oeni que é
considerada a espécie mais tolerante ao pH acido (MANFROI, 2002). J& em vinhos com pH
mais elevado (pH 3,5 a 4,0) pode-se ter um aumento da populacdo de Pediococcus spp. e/ou

de Lactobacillus spp. e estes serem os responsaveis pela FML (BUNTE, 2009).

Culturas starter.

Apos a fermentacdo alcodlica e malolatica, os vinhos s&o microbiologicamente estaveis
(MERNY, 2014). Nem todas as fermentacdo malolatica espontaneas apresentam

caracteristicas positivas para o vinho. O proprio vinho exerce importante pressdo de selecao
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sobre as populacGes de bactérias malolaticas, particularmente pela presenca de etanol, pH

baixo e SO, (REGUANT et al., 2005).

A utilizacdo de culturas selecionadas universais para produzir produtos diferentes tem
sido questionada, face a manutencao da tipicidade dos produtos obtidos. Por exemplo, 0 uso
das mesmas culturas selecionadas comerciais para fabricar diferentes tipos de queijo pode
conduzir a produtos finais que sdo demasiadamente semelhantes (TOPISIROVIC et al.,

2006).

Existem varios tipos ou formas de apresentacdo de culturas starter de bactérias laticas. As
culturas de suspensdo liquida tém apenas uma vida util de dois a 20 dias e requer um tempo
de preparacdo de trés a sete dias. As culturas congeladas precisam ser inoculadas
imediatamente ap6s serem descongeladas e os pellets sdo adicionados diretamente ao vinho.
Ao contréario das culturas de inoculacdo direta que ndo necessitam de preparacdo e sdo

adicionadas diretamente ao vinho (LERM et al., 2010).

A selecdo de estirpes para a inoculagdo baseia-se essencialmente numa elevada
capacidade de atividade malolatica em relacdo as condi¢cBes adversas encontradas

(BRAVO-FERRADA et al., 2013).

O uso de culturas starter a fim de induzir a fermentagdo malolatica, assegura uma
maturacdo mais rapida, reduzindo o potencial de deterioragdo por outras bactérias, e além
disso permite o controle e selecdo de estirpes responsaveis pela fermentacdo e sua

contribuigéo para o vinho (ZHANG; LOVITT, 2006).

Conclusodes
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1. O estudo da diversidade de bactérias laticas e seu comportamento € primordial para a

fermentagao dos vinhos.

2. As bactérias laticas interagem constantemente com o meio e inclusive com outros 0s

outros individuos, como leveduras, demais bactérias e virus.

3. E necessaria uma revisdo e atualizacdo dos métodos enoldgicos para a preservacgéo de

microrganismos de interesse e exclusdo dos indesejaveis.

4. As culturas puras selecionadas sdo eficientes, porém culturas selecionadas

regionalmente agregam maior originalidade ao produto final.
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Tabela 1. Espécies de BAL isoladas a partir de uvas, mostos e vinhos.

Homofermentativos

Heterofermentativos

Pediococcus acidilactici
Pc. damnosus

Pc. dextrinicus

Pc. inopinatus

Pc. parvulus

Pc. pentosaceus
Pediococcus spp.
Lactobacillus delbrueckii
Lb. jensenii

Lb. mali

Lb. vini

Lactobacillus casei
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

Lb.

coryniformis
curvatus
homohoichii
paracasei
pentosus
plantarum
sakei

zeae

nagelli

diolivorans

Lactobacillus brevis

Lb. buchnerii

Lb. collinoides

Lb. fermentum

Lb. fructivorans

Lb. hilgardii

Lb. kunkeei

Lb. sanfrancisensis
Lactobacillus spp.
Leuconostoc citrovorum

Leuc. mesenteroides
subsp. Dextranicum

Leuc. mesenteroides
subsp. Mesenteroides

Leuconostoc spp.
Weissella confusa
W. paramesenteroides

Oenococcus oeni

Fonte: Adaptado de INES et al., 2008.
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Trabalho n®: 24/2017 Data: Assessor: 02

Titulo:
A importincia das bactérias laticas na vitivinicultura: Revisdo

Bom npeite. Quanto a revisio do trabalho “A importincia das bactérias
laticas na vitivinicultura”, & uma revisdo pequena e enxuta e de muita
importincia, principalmente para os leitores que nio tem ideia do que pode

ocorrer durante um fermentagio alcodlica ou malolatica.
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