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RESUMO

A fermentagdo malolactica (FML) é o processo bioquimico de
descarboxilagdo do 4acido malico em &cido lactico, realizado por
bactérias acido-lacticas. Essa importante etapa no processo de
vinificagdo traz como principais consequéncias a diminui¢do da acidez
total do vinho, estabilizagdo microbioldgica e aporte de compostos
relacionados ao aroma e sabor do produto. Nos vinhos finos de altitude
da Serra Catarinense, que tém niveis elevados de acidez e pH reduzido,
é essencial que a FML ocorra. No entanto, essas condi¢cdes também
tornam o ambiente restritivo para 0 crescimento bacteriano e
dificilmente se consegue resultados satisfatdrios com a fermentacdo
espontanea, conduzida pelas proprias bactérias ja presentes na
vinificagdo. Com o objetivo de avaliar a FML em vinhos inoculados
com bactérias isoladas da regido de S&o Joaquim, foram obtidos 30
isolados a partir de amostras de borra de uma FML rapida, completa e
espontanea que ocorreu em uma vinicola da regido. Apds etapas de
caracterizacdo morfoldgica, bioquimica e molecular, as bactérias R31,
R34 e C2 foram escolhidas para ensaio de microvinificagdo. A produgéo
dos indculos foi realizada no meio de cultura ML, definido em um teste
comparativo com outros cinco meios descritos na literatura. As culturas
iniciadoras foram adicionadas em vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot.
Nos vinhos Cabernet Sauvignon, apés 45 dias a FML ja havia sido
finalizada em todos os vinhos inoculados com bactérias, enquanto no
tratamento sem inoculacéo e em todos os tratamentos no Merlot, a FML
ndo ocorreu dentro de 170 dias. A inoculacdo de bactérias acido-lacticas
foi um sucesso nos vinhos Cabernet Sauvignon e a explica¢cdo mais
provavel para a maior dificuldade nos vinhos Merlot é a interacdo entre
algumas variaveis fisico-quimicas presentes na matriz extremamente
complexa do vinho, que causaram perda da viabilidade celular e/ou da
atividade maloléctica. Apesar de ter apresentado um crescimento mais
lento, maior tempo para concluir a FML e ter gerado resultado positivo
para producdo de uma amina biogénica, a bactéria C2 atingiu os
melhores resultados na analise sensorial dos vinhos. As bactérias R31 e
R34 também produziram resultados sensoriais satisfatdrios, de modo
que os trés isolados sdo indicados para uso em vinificagbes, além de
novas investigacgoes a respeito da FML.

Palavras-chave: Bactérias 4&cido-lacticas. Microvinificacdo. 16S-
ARDRA. Anélise sensorial.






ABSTRACT

The malolactic fermentation (MLF) is the biochemical decarboxylation
of malic acid to lactic acid, carried out by lactic acid bacteria. This
important step in winemaking has as main consequences the decrease of
the total acidity of the wine, microbiological stabilization and formation
of compounds related to the wine aroma and taste. In the high-altitude
wines from Serra Catarinense, which have high levels of acidity and low
pH, the process is essential. However, these conditions also make a
harsh environment for bacterial growth, and it is difficult to achieve
satisfactory results with spontaneous fermentation conducted by the
bacteria already present in the winemaking process. With the aim of
evaluating the success of the MLF in wines inoculated with bacteria
isolated from the region of S&o Joaquim, 30 isolates were obtained from
a wine which has undergone spontaneous quick and complete MLF in a
winery in this region. After morphological, biochemical and molecular
characterization, the bacteria R31, R34 and C2 were chosen to the
microvinification assay. The production of the inoculum was performed
in culture medium ML, defined in a comparative test with five other
media described in the literature. The starter cultures were added in
Cabernet Sauvignon and Merlot wines. In Cabernet Sauvignon wines,
after 45 days the MLF was completed in all wines inoculated with
bacteria, while in the treatment without inoculation and in all treatments
in Merlot the MLF did not occur within 170 days. The inoculation of
lactic acid bacteria was successful in Cabernet Sauvignon wines and the
most likely explanation for the difficulty in Merlot wines is the
interaction between some physical and chemical variables present in the
extremely complex wine matrix, which caused loss of cell viability
and/or malolactic activity. Despite having experienced slower growth,
took longer to complete the MLF and have generated positive result for
the production of one biogenic amine, the bacteria C2 generated the best
results in the sensory analysis of wine. The bacteria R31 and R34 also
produced satisfactory sensory results, so that the three isolates are
indicated for use in winemaking, and in new research about the MLF.

Keywords: Lactic Acid Bacteria. Microvinification. 16S-ARDRA.
Sensory analysis.
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1. INTRODUCAO

A producdo de vinhos finos é relativamente recente no Brasil, em
comparagdo com paises europeus e com outros produtores do Novo
Mundo, como Estados Unidos, Austrdlia e Argentina. Entretanto, o
interesse por essa atividade tem se intensificado nos ultimos anos, onde
se verifica modernizagdo das tecnologias empregadas e expansdo das
areas dedicadas a vitivinicultura. Nesse cenario, a regido da Serra
Catarinense tem um grande potencial para a produgdo de vinhos de
qualidade, onde as condi¢es ambientais sdo bastante adequadas a
maturacdo de variedades de uvas viniferas (denominadas também de
uvas finas).

Apo6s a fermentacdo alcodlica do mosto das uvas por leveduras
para a producdo de vinhos, geralmente também ocorre a fermentacédo
malolactica (FML). Essa fermentacéo era descrita geralmente como um
processo complexo e ainda pouco compreendido, mas € uma importante
etapa do processo de vinificagdo para a maioria dos vinhos tintos e
alguns tipos de vinhos brancos, sobretudo aqueles produzidos em
regibes mais frias. O principal resultado da FML ¢ a conversédo do acido
malico em 4cido lactico. No entanto, as pesquisas mais recentes
elucidaram uma série de outras transformacfes bioquimicas que estdo
envolvidas com o crescimento e atividade das bactérias &cido-lacticas
(BAL), que sdo responsaveis pela FML. Observa-se com a FML uma
reducdo na acidez total do vinho, aumento do pH, estabilizacdo
microbioldgica e producdo de compostos relacionados ao aroma e sabor
do produto final.

A FML ocorre tradicionalmente de forma espontanea, realizada
pela microbiota natural presente nas folhas da videira, solo, cachos de
uva e nos equipamentos da vinicola. Todavia, existem alguns riscos
inerentes a essa abordagem, como a demora excessiva para finalizacdo
do processo ou mesmo a nao realizagdo dessa fermentacdo. Isso pode
ocorrer devido a condi¢Bes muito estressantes no vinho para
crescimento adequado das bactérias, além dos tratamentos sanitizantes
utilizados na preparacdo do mosto, que podem eliminar ou reduzir muito
a microbiota natural. Em outros casos, ao invés do crescimento esperado
das BAL, pode-se verificar o desenvolvimento de bactérias acéticas e
outros microrganismos indesejaveis, que aportam substancias
prejudiciais ao sabor do vinho e/ou a satde do consumidor.

O conhecimento adquirido ao longo dos anos acerca da FML
permitiu aos produtores de vinho desenvolver formas mais seguras de
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controlar e até mesmo induzir a fermentacdo. A alternativa bastante
estudada e difundida na Europa nas ultimas décadas do século XX é a
utilizacdo dos chamados cultivos iniciadores (starter), que séo linhagens
de BAL selecionadas para aplicagdo direta no vinho. Elas sdo escolhidas
pela capacidade de sobreviver no complexo ambiente do vinho e, além
disso, pelos atributos positivos que podem aportar ao sabor e aroma. As
vantagens dessa abordagem incluem um controle mais preciso do
momento certo para realizacdo da FML, garantia de alcancar um
processo completo e mais répido, inibi¢do de bactérias indesejaveis por
ndo conseguirem competir com o indculo com elevada densidade
celular, e producdo de compostos associados ao aroma e sabor
previsiveis e caracteristicos de cada variedade.

No contexto brasileiro, a maioria das vinicolas ainda trabalha
com FML espontanea. Aquelas que optam por realizar a inoculagdo
precisam adquirir a cultura produzida por fabricantes europeus.
Entretanto, enfrentam-se problemas como o custo elevado, perda de
viabilidade das bactérias durante o transporte e dificil adaptacdo dos
microrganismos nas condigdes dos vinhos daqui, diferentes da Europa.
Nesse contexto, percebe-se a importancia da pesquisa em microbiologia
dos vinhos brasileiros, especificamente das bactérias lacticas, para que
os produtores ndo precisem mais depender do crescimento espontaneo
de bactérias e possam se beneficiar do uso de culturas iniciadoras
apropriadas para realizar a FML.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Vinhos Finos de Altitude

De acordo com a Legislacdo Brasileira, “vinho é a bebida obtida
pela fermentacdo alcodlica do mosto simples de uva s&, fresca e
madura” (Lei n® 7.678, de 8 de novembro de 1988). Em 12 de novembro
de 2004, a lei n° 10.970 adicionou a defini¢do para Vinho Fino: “[...]
elaborado mediante processos tecnoldgicos adequados que assegurem a
otimizacdo de suas caracteristicas sensoriais e exclusivamente de
variedades Vitis vinifera do grupo Nobres [...]”. Os denominados vinhos
de mesa sdo aqueles produzidos a partir de uvas de origem americana e
hibridas (Vitis labrusca, Vitis bourquina).

Atribui-se a chegada da viticultura ao Brasil a viagem
exploratdria portuguesa em 1531, que trouxe algumas variedades para
cultivo na regido de S&o Paulo, mas sem verificar continuidade. Apesar
de atender as necessidades iniciais, o inicio de novos ciclos econdmicos
no Brasil esvaziou a mdo de obra da regido. A inddstria vinicola
brasileira verdadeiramente teve inicio com a vinda dos imigrantes
italianos & Serra Galcha, entre 1870 e 1875. Essa continua sendo a
principal regido produtora de uvas e vinhos no pais, embora se observe
nas Ultimas décadas uma busca por novos terroirs brasileiros (MELLO,
2009; MELLO, 2013).

A histdria da vitivinicultura na Serra Catarinense iniciou ha
aproximadamente 15 anos, quando no final do século XX a Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI)
constatou a adaptacdo de variedades de uvas finas nessa regido. As
condicBes climaticas do Planalto Serrano Catarinense sdo Unicas em
todo o territério brasileiro e chamaram a atencdo de empreendedores
vitivinicolas para a elaboracdo de vinhos finos de alta qualidade. Apds
investimentos em implantagdo e pesquisas, hoje os vinhos catarinenses
desfrutam de boa reputagdo nacional e internacional, inclusive com
premia¢6es em concursos (FREITAS, 2010; LOSSO, 2010).

Os chamados vinhos de altitude sdo produzidos com videiras
plantadas entre 900 e 1400 m de altitude, nas regides de S&o Joaquim,
Campos Novos e Cacador, que integram a Associacdo Catarinense de
Produtores de Vinhos Finos de Altitude (ACAVITIS). A altitude
propicia um clima temperado seco, com maior amplitude térmica,
temperaturas noturnas amenas, maior insola¢do, aeracdo constante,
baixo indice pluviométrico na época de maturacdo e colheita do fruto,
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permitindo um ciclo produtivo mais lento e uma maturagdo mais
completa da uva, o que resulta em vinhos mais alcodlicos, encorpados,
com coloragdo e aroma mais intensos em comparacdo aos demais
produtos brasileiros (ROSIER et al., 2004; FREITAS, 2010; LOSSO,
2010).

Com o fortalecimento da atividade vinicola na Serra Catarinense
também se estabelece uma nova forma de atracdo de turistas para a
regido, e 0 “enoturismo” € uma grande aposta dos empreendedores
locais. Para pequenas propriedades rurais familiares, a vitivinicultura é
uma alternativa de boa rentabilidade econémica, permanente e com alto
valor agregado. Essa atividade tem um grande impacto no
desenvolvimento social e econémico das regides onde esta inserida, e as
perspectivas para o futuro da vitivinicultura catarinense sdo Otimas
(FREITAS, 2010; LOSSO, 2010).

2.2. Fermentacéo malolactica

A elaboracéo de vinho é um processo biotecnolégico que envolve
etapas de preparacdo do mosto de uvas, fermentagdo, estabilizagdo,
maturacdo e envase. A maioria dos livros que falam de maneira geral
sobre a microbiologia do vinho considera apenas a presenca da levedura
Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo. No entanto, essa etapa
é bastante complexa do ponto de vista ecoldgico e para alguns tipos de
vinhos pode ser dividida em dois processos distintos. A primeira
fermentacdo é chamada alcodlica e ocorre em todos os vinhos por acéo
das leveduras. A segunda é a fermentacdo malolactica (FML),
importante em vinhos de acidez elevada, especialmente tintos, efetuada
por bactérias lacticas. Nas regides mais frias, as uvas contém
naturalmente niveis mais elevados de &cidos organicos, tornando a
reducdo da acidez mais importante (DAVIS et al, 1985;
COLAGRANDE, 1999; BARTOWSKY, 2005).

O processo consiste essencialmente em uma descarboxilacdo do
acido L-maélico (dicarboxilico), resultando em 4&cido L-lactico
(monocarboxilico) e diéxido de carbono, tendo como consequéncia
direta a reducdo da acidez total no vinho e um aumento de 0,1-0,2
unidades no pH. Adicionalmente, as bactérias responsaveis pelo
processo também consomem alguns aglcares para seu crescimento e
isso gera outros efeitos, como o realce de aromas varietais, devido a
producdo de compostos aromaticos a partir de precursores ja presentes
no mosto; e estabilizagdo microbioldgica, devido a remocgéo de possiveis
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fontes de carbono para outros microrganismos. Os principais efeitos da
FML estdo ilustrados na Figura 1 (LAFON-LAFOURCADE, 1983;
RADLER, 1986; BARTOWSKY, 2005).
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Figura 1 - Principais consequéncias da FML: estabilizacdo microbioldgica,
desacidificacdo do vinho e alteragbes organolépticas (BARTOWSKY,
2005).

A FML é considerada hoje em dia como essencial para quase
todos os vinhos tintos e alguns brancos (LONVAUD-FUNEL, 1999). O
interesse enoldgico nesse processo tem se intensificado devido as suas
possiveis implicacdes na qualidade do vinho, tanto positivas gquanto
negativas. Além dos compostos relacionados com mudancas no perfil
aromatico do vinho, o metabolismo das bactérias também pode ser
responsavel por gerar substancias que afetam a seguranca alimentar do
vinho, como aminas biogénicas e etil carbamato (ARAQUE et al., 2009;
ISABEL et al., 2009; VILA-CRESPO et al., 2010).

2.2.1. Bactérias acido-lacticas

A acdo de bactérias na fermentacdo do vinho foi primeiramente
descrita hd mais de um século, em estudos de Louis Pasteur e Hermann
Miiller-Thurgau, mas o estudo mais aprofundado desses microrganismos
com vistas no melhoramento do processo data da segunda metade do
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século XX (PASTEUR, 1873; MULLER-THURGAU, 1891; MULLER-
THURGAU e OSTERWALDER, 1913; BARTOWSKY, 2005).

Os principais géneros de bactérias associados a FML séo
Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus e Oenococcus (LAFON-
LAFOURCADE, 1983; WIBOWO et al., 1985). Esses géneros fazem
parte do grupo das Bactérias Acido-Lacticas (BAL), amplamente
distribuidas em uma variedade de ambientes e caracterizadas pela
producdo de &cido lactico como principal produto catabolico da
fermentacdo de hexoses (homofermentativas), ou uma mistura de acido
lactico, etanol, acido acético e dioxido de carbono (heterofermentativas).
Elas possuem forma de cocos ou de bacilos, sdo Gram-positivas, ndo
produzem catalase, ndo apresentam motilidade, ndo formam esporos,
sdo quimiorganotréficas e capazes de crescer sob condicdes anaerdbias
(RIBEREAU-GAYON et al., 2003; KRIEGER, 2005; KONIG e
FROHLICH, 2009).

As BAL crescem in vitro normalmente em glucose, frutose e
alguns outros carboidratos, mas no vinho predomina o crescimento
mixotrofico, ou seja, envolve diferentes substratos como fonte de
energia e carbono, incluindo pequenas quantidades de frutose/glucose e
acidos organicos. Além das fontes de carboidrato, também é necessario
para o crescimento das BAL que sejam fornecidos aminoacidos e
vitaminas (COSTELLO, 2005; ZHANG e LOVITT, 2006). Mais
especificamente, denominam-se de bactérias malolacticas (BML)
aquelas que utilizam o acido malico como substrato. A partir do acido
citrico, podem ser produzidos acetaldeido, acido acético, diacetil,
acetoina e 2,3-butanodiol, compostos que podem ter consideravel
importancia no sabor do vinho (KRIEGER, 2005). A producdo de
compostos do aroma e sabor do vinho e 0 aumento ou diminuicdo de
intensidade de alguns atributos dependem diretamente das linhagens de
bactéria que estdo presentes (COSTELLO, 2005).

Apesar de geralmente desejado, o crescimento das BAL,
entretanto, nem sempre € positivo para a qualidade do vinho. Conforme
citado anteriormente, as proprias bactérias lacticas podem ser
responsaveis pela producdo de substancias indesejaveis, prejudiciais ao
gosto/aroma ou perigosas a salde humana. Dentre os géneros de BAL
descritos no vinho, entende-se que alguns séo preferiveis para conduzir
a FML e alguns sdo menos aceitaveis. Caracteristicas indesejadas
usualmente sdo associadas com espécies dos géneros Pediococcus e
Lactobacillus, que crescem mais facilmente em pH superior a 3,5
(KRIEGER, 2005).
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2.2.2. Oenococcus oeni

Na década de 1960 foi isolado pela primeira vez o organismo
descrito como principal responsavel pela FML, caracterizado por Ellen
Garvie e denominado Leuconostoc oenos (GARVIE, 1967). Quase 30
anos depois, com a utilizacdo de técnicas moleculares, Leon Dicks e
colaboradores descreveram um novo género, Oenococcus, e
reclassificaram o Leuconostoc oenos como Oenococcus oeni, a unica
espécie do género (DICKS et al., 1995).

Por mais que outras espécies participem do processo da FML, no
final a dominante é geralmente O. oeni, devido & melhor adaptacéo
dessa espécie as dificeis condi¢des do vinho, e por isso é o organismo
gue mais desperta 0 interesse enolégico. Também se considera
importante que O. oeni ndo degrada componentes necessarios a
qualidade do vinho como etanol, glicerol e acido tartarico (DAVIS et
al., 1988; HENICK-KLING, 1988; LONVAUD-FUNEL et al., 1991).
Trata-se de uma bactéria acidofilica, capaz de crescer no vinho em pH
3,5 ou menor e na presenca de alcool e sulfito. Abaixo de pH 3,1 e em
concentracOes altas desses fatores de inibi¢do, entretanto, o crescimento
sera lento (KRIEGER, 2005). Assim como 0s outros membros do grupo
das BAL, O. oeni é uma bactéria Gram-positiva, catalase negativa e
microaerofilica. E heterofermentativa em relacdo a utilizacdo da
glucose, com producdo de etanol, diéxido de carbono, acido acético ou
acetaldeido e acido lactico (WOOD, 1961; BARTOWSKY, 2005;
ZHANG e LOVITT, 2006).

Para cultivo em laboratério, geralmente se utilizam meios de
cultura com pH entre 4,2 e 5,0, suplementados com suco de tomate ou
macad. E uma espécie com exigéncias nutricionais bastante complexas,
gue além de fontes de carbono e nitrogénio também precisa de
vitaminas, ions minerais e aminoacidos (HENICK-KLING, 1988;
POWELL et al., 2005). O crescimento ocorre entre 20 e 30 °C e pode
demorar de 5 a 7 dias para formar as primeiras coldnias visiveis em
placa de Petri. No microscopio, observam-se cadeias de dois a vinte
cocos (VAN VUUREN et al., 1991; POWELL et al., 2005).

2.2.3. Fatores que influenciam a FML

Os principais fatores que afetam o crescimento das BAL no
vinho, e consequentemente a evolugdo da FML, podem ser separados
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em trés categorias distintas: composicdo fisico-quimica associada a
fatores ambientais no vinho; técnicas de vinificacdo e interacdo com
outros microrganismos (KRIEGER, 2005). Dentro da primeira
categoria, destacam-se temperatura, pH, concentracdo de etanol e SO..
Com relagcdo a vinificacdo, a etapa de clarificacdo pode influenciar
negativamente na FML devido a remocdo de nutrientes e outras
particulas bastante especificas que podem ser importantes ao
metabolismo bacteriano, além da remocdo das préprias bactérias. O uso
de barris de madeira ou tanques de aco inoxidavel também pode
influenciar na presenca de microrganismos. Na terceira categoria de
fatores, a interagdo das BAL com as leveduras, fungos, bactérias
acéticas, bacteriéfagos e mesmo com outras bactérias do mesmo grupo
pode resultar em relagcBes de antagonismo, sinergismo ou em alguns
casos pode ndo ter nenhum efeito relevante. Essa interagdo se da na
forma de competicdo por nutrientes ou liberacdo de substéncias que
influenciam no crescimento. No caso particular das leveduras, algumas
delas podem produzir altas concentragdes de SO,, 0 que inibe as
bactérias (COLAGRANDE, 1999; LONVAUD-FUNEL, 2002;
RIBEREAU-GAYON et al., 2003; KRIEGER, 2005).

O vinho é um ambiente bastante complexo e ha um grande
nimero de variaveis associado com o sucesso ou fracasso da FML, de
modo que ndo existe nenhum procedimento padrdo que garanta seu
sucesso em todos os vinhos. E importante notar também que essas
variaveis atuam em conjunto, ou seja, o efeito de cada uma delas nao
pode ser considerado separadamente. Isso torna bastante dificil para
estabelecer valores de referéncia dos parametros fisico-quimicos, mas,
de modo geral, podem ser recomendados niveis mais adequados, que
permitem um crescimento bem sucedido das bactérias, conforme
mostrado na Tabela 1. Em alguns casos, pode ser dificil produzir um
vinho que atenda a esses parametros, por isso existem inoculos
comerciais adaptados para diferentes condi¢des e, nessas situacdes,
seguir as recomendacdes do fabricante e escolher a melhor cultura é
essencial. A aplicacdo de culturas compativeis de indculos bacterianos e
de leveduras e utilizagdo de barris de carvalhno também sdo
recomendadas (LOUBSER et al., 2003; LOUBSER, 2005; GERTSEN-
SCHIBBYE, 2012).

No entanto, as vezes mesmo em vinhos que aparentemente estdo
dentro dos niveis exigidos para estes principais parametros fisico-
quimicos a FML ndo atinge o sucesso esperado. Existem outros fatores
menos conhecidos que interferem no andamento da fermentacdo, mas
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gue ndo por isso tem um impacto menos relevante, e alguns deles seréo
descritos a seguir (LOUBSER, 2004).

Tabela 1 - Fatores ambientais com efeitos importantes na fermentacdo
maloléactica (GERTSEN-SCHIBBYE, 2012).

Parametro Adequado Moderado Dificil  Extremo
Alcool (%) <13 13-15 15-17 >17
o 14-18 ou 10-14 ou <10 ou
Temperatura (°C) 18-22 2994 24-29 529
pH >3,4 3,1-34 2,9-3,1 <29
SO, Livre (mg/L) <8 8-12 12-15 >15
SO, Total (mg/L) <30 30-40 40-60 >60

Os compostos fendlicos podem ter efeito positivo ou negativo no
metabolismo das BAL, em dependéncia do composto em questdo,
concentracdo e da linhagem bacteriana (LOUBSER, 2005; LOMBARDI
et al, 2012). De fato, algumas publicacbes da Lallemand
(www.lallemand.com) indicam que os polifendis, especialmente os
taninos, podem exercer influéncia negativa sobre as BAL e serem 0s
responsaveis pelas maiores dificuldades em algumas variedades de
vinho. O efeito dos compostos fendlicos nas BAL seria a ocorréncia de
alteragdes na membrana citoplasmatica e parede celular (LOUBSER,
2005; KRIEGER-WEBER, 2014).

Os polifendis tém origem na prdpria uva (casca, semente e
raquis) e no carvalho do barril utilizado para a maturacio (RIBEREAU-
GAYON et al., 2000), podendo ser divididos em dois grupos:
flavonoides (antocianinas, flavonois e flavandis) e ndo-flavonoides
(acidos, aldeidos e alcodis fendlicos). Os taninos sdo estruturas
complexas formadas pela polimerizacdo de alguns acidos fendlicos e
também de flavandis (MACHEIX et al., 1990). A quantidade total e a
distribuicdo dos compostos entre as diferentes classes de polifendis em
um vinho dependem da variedade de uva utilizada (clima, solo, grau de
maturacdo) e das técnicas de vinificacdo (tempo de maceracao,
maturacdo em carvalho) (REGUANT et al., 2000; FREITAS, 2006;
LACHMAN et al., 2007).

Vérios autores se dedicaram ao estudo do efeito dos diferentes
compostos fenélicos sobre bactérias do vinho, quase sempre utilizando o
Oenococcus oeni nos testes. Entre os acidos fenolicos, geralmente o
acido galico foi descrito como estimulante (VIVAS et al., 1997,



30

REGUANT et al., 2000), enquanto os acidos hidroxicinamicos (cafeico,
fertlico e p-cumarico) foram quase sempre relacionados com inibicao
das BAL (REGUANT et al., 2000; CAMPOS et al., 2003; LOUBSER,
2005). Em estudo de Figueiredo e colaboradores (2008), eles concluiram
que os aldeidos fendlicos ndo possuem efeito no crescimento de O. oeni
nas concentragcdes normalmente encontradas no vinho, porém, quando
avaliados em concentragbes maiores, inibiram significativamente o
microrganismo testado. No grupo dos flavondis, kaempferol exerceu
efeito inibitdrio no O. oeni e miricetina ndo afetou o crescimento,
enquanto quercetina ora teve efeito negativo (FIGUEIREDO et al.,
2008) ora efeito positivo (REGUANT et al., 2000). Para os flavandis, a
epicatequina foi descrita como neutra, e catequina com efeito neutro
(FIGUEIREDO et al., 2008) ou estimulante (REGUANT et al., 2000).
Um grupo geralmente associado com efeito positivo sobre o crescimento
das BAL foi o das antocianinas, pois podem ser metabolizadas por O.
oeni e atuar como fonte de energia (VIVAS et al., 1997; KRIEGER-
WEBER, 2014), enquanto que o grupo dos taninos, que foi um dos mais
amplamente estudados, tem efeito bastante toxico contra as bactérias
(VIVAS et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2008; KRIEGER-WEBER,
2014).

A falta de nutrientes no vinho pode ser determinante para inibir o
crescimento das BAL. A adicdo de suplementos nutricionais ao vinho
pode resolver essa limitacdo, mas ha que se cuidar para que apenas as
bactérias desejadas sejam beneficiadas pelo aporte de nutrientes
(LOUBSER, 2005). Um possivel problema encontrado em tanques
muito grandes é a compactacdo da borra (sedimentos de células mortas
de leveduras, sementes, casca e polpa das uvas, cristais de tartarato), que
precipita para o fundo do recipiente e pode também acumular células
bacterianas e nutrientes. A solugdo pode ser agitar a borra regularmente,
a fim de manter as bactérias e os nutrientes em suspensdo (LOUBSER,
2005).

Residuos de fungicidas, pesticidas e lisozimas, usados em
diferentes etapas da vinificagdo para controlar contaminagdes
indesejadas no vinho, podem exercer um efeito bastante inibitério sobre
as bactérias, e por isso devem ser observados os momentos certos de
aplicacdo desses produtos e inoculacdo de bactérias lActicas
(BORDONS et al., 1998; BAUER e DICKS, 2004; LOUBSER, 2005).
A micro oxigenacdo pode ser benéfica para a FML, devido a leve
agitacdo promovida pelo processo, mas quantidades excessivas de
oxigénio sio prejudiciais as bactérias e ao vinho (RIBEREAU-GAYON
et al., 1998; LOUBSER, 2005).
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A quantidade de acido malico presente no vinho, que difere entre
as variedades de uva e também de uma safra para outra, pode afetar a
FML, uma vez que em quantidades muito baixas (abaixo de 0,8 g/L) é
mais dificil de iniciar o processo (LOUBSER, 2004). Os acidos graxos
também sdo componentes importantes da matriz do vinho. Engquanto o
acido oleico, um éacido graxo de cadeia longa, é essencial para o
crescimento das BAL (BAUER e DICKS, 2004); os &cidos graxos de
cadeia média podem ter impactos negativos e sdo produzidos no
metabolismo de algumas leveduras (EDWARDS et al., 1990;
ALEXANDRE et al., 2004).

A FML pode ser dificultada em alguns cultivares de uva, como
Merlot e Chardonnay, provavelmente devido a diferenca na
concentracdo de compostos que afetam as BAL. Especial atencdo tem
sido dada & concentragcdo dos compostos fendlicos, que podem explicar
a maior dificuldade de conduzir a FML em algumas variedades tintas,
como Merlot. O efeito inibitério de algumas leveduras e do teor de SO,
nas BAL também é acentuado nessas cultivares mais dificeis (VIVAS et
al., 2000; LOUBSER et al., 2003; KRIEGER-WEBER, 2014).

2.2.4.Bioquimica da FML

Ha trés mecanismos principais associados a reacdo de
descarboxilagdo do 4cido malico em &cido lactico, que de fato ndo é
uma fermentagdo na defini¢do exata do termo. Para Oenococcus oeni,
essa conversdo € realizada diretamente pela enzima malato
descarboxilase, também chamada de enzima malolactica, utilizando
NAD" e Mn™" como cofatores e sem intermediarios (CASPRITZ e
RADLER, 1983; KUNKEE, 1991; COSTELLO, 2005). Em outras
espécies de BAL, existem duas possibilidades utilizando enzimas
distintas. A reacdo pode ocorrer via piruvato, que posteriormente ¢é
reduzido em lactato, com acdo combinada da enzima malica e da lactato
desidrogenase; ou ainda via descarboxilacdo de oxaloacetato em
piruvato e finalmente em lactato, empregando trés diferentes enzimas,
nomeadamente malato desidrogenase, oxaloacetato descarboxilase e L-
lactato desidrogenase. A proporcdo entre essas reacdes depende do
balangco redox e das fontes de energia presentes (KUNKEE, 1975;
RADLER, 1986; ZHANG e LOVITT, 2006).

Apesar da conversdo do &cido L-malico em acido L-lactico ser
energeticamente desfavordvel, ndo gerar intermediarios livres, nédo
produzir diretamente energia na forma de ATP, ndo fornecer carbono
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para vias biossintéticas, é importante notar que a fermentacdo
malolactica traz de fato vantagens para a célula do ponto de vista
energético. Através da FML, O. oeni pode absorver alguns nutrientes e
manter o pH intracelular adequado a atividade enziméatica e ao
crescimento, mesmo nos baixos valores do pH do meio (SALEMA et
al., 1996; BARTOWSKY, 2005; COSTELLO, 2005). Por meio de
transporte mediado por enzimas especificas, o0 acido L-malico entra na
célula bacteriana. Para cada molécula de malato que entra na célula e
sofre a descarboxilagdo para lactato, um préton (H") sai da célula
acompanhando esse lactato, que é transportado a favor do gradiente de
concentracdo e, portanto, fornece a energia necessaria para o
deslocamento do H*, conforme proposto por Henick-Kling (1986). A
molécula de didxido de carbono formada na reacdo de descarboxila¢do
também ¢é levada para o exterior da célula (COSTELLO, 2005).

O aumento resultante no pH intracelular acaba promovendo uma
elevada forca préton-motora (Ap) através da membrana citoplasmatica,
gque pode ser aproveitada para a geracdo de energia. A energia
metabdlica adicional é conservada na forma de ATP por enzimas
ATPase localizadas na membrana, com rendimento de 1 ATP para cada
3 H" que entram na célula (COX e HENICK-KLING, 1989; KUNKEE,
1991) (Figura 2).

LAlactzte

Figura 2 - A descarboxilacdo do malato em lactato envolve o transporte
ativo do acido L-malico para dentro da célula e o transporte de &cido L-
lactico para o espaco extracelular (BARTOWSKY, 2005).

O é&cido maélico ndo serve como fonte Unica de energia para as
bactérias, mas em condicbes de pH abaixo de 4,5 e limitada
concentragdo de acglcares, essa forma adicional de geragcdo de energia
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proporcionada pela fermentacdo maloléactica é importante para aumentar
o crescimento celular (RENAULT et al., 1988; OLSEN et al., 1991,
GARCIA et al., 1992; HENICK-KLING, 1993). Todas as BAL que
possuem a enzima malolactica podem aparentemente utilizar esse
mecanismo (COX e HENICK-KLING, 1990).

2.2.5. Producdo de aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo substdncias comumente presentes em
alimentos e bebidas fermentados, entre elas o vinho. Elas podem ser
naturalmente encontradas em uvas, mas quando niveis mais elevados
sdo detectados em vinhos, geralmente associa-se a produtos de baixa
gualidade e elaborados com praticas defeituosas (MANFROI et al.,
2009). Em altas concentracOes, elas podem ser toxicas e causar efeitos
adversos a salde humana, como queda da pressdo sanguinea, dores de
cabeca, congestdo nasal e/ou gastrointestinal, estresse respiratério e
reacOes alérgicas. Em alguns paises h& limites estabelecidos na
legislacdo para a concentragdo maxima desses compostos em certos
alimentos (SILLA-SANTQOS, 1996; STOCKLEY, 2004). A presenca de
etanol inibe sistemas de inativacdo fisiologica dos efeitos negativos
dessas aminas no corpo humano. Por essa razdo a preocupagdo com a
deteccdo em vinho e outras bebidas alcodlicas € ainda maior
(LONVAUD-FUNEL, 2001; GARDINI et al., 2005).

Algumas aminas biogénicas podem ter impacto também do ponto
de vista sensorial no vinho. Um enfraquecimento na percepcao geral do
sabor e um desagradavel gosto amargo foram descritos em vinhos com
altos niveis dessas substancias (GLORIA, 2005).

Além das aminas ja presentes, elas sdo produzidas pela
descarboxilacdo enzimatica de aminoacidos e algumas BAL sdo capazes
de realizar essa reacdo (HENICK-KLING, 1993; LONVAUD-FUNEL,
2001; GUERRINI et al., 2002). De maneira geral, assume-se que trés
requisitos sdo fundamentais para que haja producdo de aminas no vinho:
presenga dos aminoacidos precursores; presenga de microrganismos
capazes de realizar a reacdo e condi¢bes ambientais permissiveis ao
crescimento bacteriano e atividade enzimatica (TEN BRINK et al.,
1990; GARDINI et al., 2005). As bactérias lacticas podem metabolizar
peptideos liberados durante a autdlise das leveduras e utilizar os
aminoacidos como nutrientes e fonte de energia (LEITAO, 2000). As
principais aminas biogénicas associadas com o vinho sdo histamina,
tiramina, putrescina e cadaverina, cujos precursores aminoacidos sao
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histidina, tirosina, arginina (com ornitina como intermediario) e lisina,
respectivamente (GUERRINI et al., 2002; BARTOWSKY, 2005).

2.3. Selecdo de bactérias para uso na vinificacdo

A FML geralmente é esperada para comegar espontaneamente no
vinho logo apds a finalizagdo da fermentacdo alcodlica, mas também
pode iniciar durante essa primeira fermentagdo ou sofrer um
retardamento. As BAL estdo presentes naturalmente nas folhas e ramos
da videira, nas bagas de uva, no solo e também nos proprios
equipamentos da vinicola. Devido as condigBes estressantes presentes
no vinho e a composicdo bastante complexa dependente do tipo de uva,
clima e técnicas de vinificagdo, a FML torna-se um processo
imprevisivel e nem sempre € possivel atingir resultados satisfatorios
com a fermentacdo espontanea. O processo pode demorar semanas ou
até meses para estar completo, ocorrer em alguns barris/tanques e em
outros ndo. E essencial também que se tenha um controle do vinho para
evitar o crescimento de microrganismos indesejaveis, como as bactérias
acéticas. Os microrganismos deteriorantes podem aportar substancias
como &cido acético, etil acetato e diacetil, prejudiciais ao sabor do
vinho. Outros problemas associados com o atraso na FML sdo o uso
ineficiente dos tanques de fermentacdo e o adiamento da distribuicéo e
venda desse vinho (NIELSEN e RICHELIEU, 1999; ZHANG e
LOVITT, 2006; VILA-CRESPO et al., 2010).

Ha duas abordagens principais para controlar a FML:
interferéncia em alguns dos fatores fisico-quimicos que influenciam o
crescimento bacteriano ou a adi¢do de indculos bacterianos (VILA-
CRESPO et al., 2010). O endlogo pode favorecer o crescimento das
BAL mantendo a temperatura mais elevada, adicionando menores
quantidades de SO,, retardando a etapa de clarificacdo (KRIEGER,
2005). Uma pratica comum em algumas vinicolas é a inoculacdo do
vinho em processamento com vinhos ou borras em que essa etapa ja foi
concluida. No entanto, esse sistema nao é recomendado, devido ao risco
de fortalecimento de espécies indesejaveis e com caracteristicas
desconhecidas, e perda de caracteristicas peculiares do vinho
(KUNKEE, 1974; KRIEGER, 2005).

A alternativa mais adequada para induzir a FML € a inoculagéo
de culturas de BAL selecionadas. O uso das culturas starter deve
promover uma fermentacdo mais rapida e completa, diminuindo dessa
forma a influéncia negativa que poderia ser causada pelo crescimento de
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outras BAL e também bacteriofagos e, além disso, permite uma sele¢do
da linhagem efetivamente responsavel pelo processo, gerando resultados
mais previsiveis (SOZZI et al., 1982; ORDUNA et al., 2001; POZO-
BAYON et al., 2005). E interessante isolar bactérias da propria regiéo
produtora dos vinhos onde elas serdo inoculadas, pois a adaptacdo das
linhagens a determinado ambiente promove uma maior qualidade no
produto e mantém as caracteristicas peculiares de cada regido
(IZQUIERDO et al., 2004).

A selecdo dessas bactérias geralmente é realizada a partir de
vinhos que sofreram fermentacdo esponténea, visando encontrar entre a
propria diversidade indigena aquelas que apresentem melhor resultado
guanto & cinética da fermentacdo, devido a tolerancia as condices
limitantes do vinho, como pH, temperatura, teor de etanol e de SO..
Também € necessario investigar a producdo de compostos interessantes
para 0 aroma e 0 sabor e de compostos que possam ser indesejaveis
(LAFON-LAFOURCADE, 1975; DAVIS et al, 1985; KRIEGER,
2005).

O protocolo de selecdo de bactérias malolacticas para posterior
uso na vinificagdo normalmente segue uma ordem definida de passos,
gue essencialmente passa por: escolha de vinhos que passaram por uma
completa e adequada fermentagdo espontanea; isolamento e purificacdo
das bactérias presentes nesses vinhos; triagem com base em aspectos
especificos do metabolismo bacteriano; aplicacdo de técnicas para
diferenciacdo e identificacdo dos isolados; e ensaios de microvinificacdo
para comparacdo de desempenho em anélises fisico-quimicas e
sensoriais (BOU e POWELL, 2005).

2.3.1. Isolamento de BAL

As técnicas de microbiologia classica sdo utilizadas para isolar e
cultivar bactérias que estejam presentes no mosto ou vinho e também
para quantificar as BAL nas amostras. A maioria das bactérias que
crescem em vinho pode ser cultivada em meios nutritivos que atendam
satisfatoriamente seus requisitos nutricionais. Entretanto, as técnicas
classicas podem requerer até 14 dias para gerar resultados, periodo
muito longo quando o objetivo for monitorar a dindmica populacional e
houver necessidade de realizar alguma operacéo enoldgica para corrigir
problemas. Para melhorar esse controle da FML hoje estdo disponiveis
técnicas de biologia molecular, mais rapidas e eficientes (GUEIMONDE
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e SALMINEN, 2004; PINZANI et al., 2004; CONSTANTINI et al.,
2009; MUNOZ et al., 2011).

O isolamento de bactérias envolve técnicas de plaqueamento,
para separar as bactérias presentes no vinho. Devido ao grande nimero
de microrganismos que pode estar presente na amostra, possivelmente
seja necessario realizar diluigdes sucessivas, a fim de obter uma
separacdo melhor entre as coldnias. Conforme mencionado
anteriormente, sdo empregados meios de cultivo ricos em nutrientes
devido as complexas exigéncias nutricionais das BAL. Ap6s o
crescimento, as coldnias isoladas sdo repicadas sucessivamente em
novas placas visando a purificacdo. Os isolados purificados seguem
adiante no processo de sele¢do (BOU e POWELL, 2005).

2.3.2. ldentificacdo de BAL

Apos o isolamento de bactérias que estavam presentes no vinho, é
preciso verificar se os isolados sdo de fato diferentes entre eles.
Tradicionalmente, a identificacdo das BAL era realizada por técnicas
classicas baseadas nos fenotipos, a partir de caracteristicas morfoldgicas,
bioguimicas e fisioldgicas. Entretanto, para as BAL no vinho, essas
analises podem apresentar resultados ambiguos, devido a grande
similaridade entre as bactérias que crescem no mesmo ambiente, sob as
mesmas condi¢fes (DELLAGLIO et al., 1994; VANDAMME et al.,
1996; RODAS et al., 2003; AXELSSON, 2004). O uso de técnicas
moleculares pode substituir ou complementar as metodologias classicas,
obtendo-se resultados mais confidveis e com poder discriminante maior
(ZAPPAROLI et al.,, 1998; SOHIER et al., 1999; de VUYST e
VANCANNEYT, 2007).

A diferenciacdo entre as BAL pode ser feita utilizando a técnica
de 16S-ARDRA (Analise de restricdo de DNA 16S-ribossémico
amplificado). O principio do método é o corte da regido amplificada por
enzimas de restricdo em diferentes posicGes da sequéncia, gerando um
perfil de fragmentos caracteristico para cada isolado. A amplificacdo
desta regido do DNA emprega iniciadores especificos na PCR (Reagdo
em Cadeia da Polimerase) e a separacdo dos fragmentos € feita em géis
de eletroforese. O 16S-ARDRA pode ser amplamente utilizado para
diferenciacdo de BAL, pois combina rapidez, especificidade,
simplicidade e sensibilidade (RODAS et al., 2003).

Para a identificagdo mais precisa das BAL, utiliza-se o
sequenciamento do DNA. Os genes do DNA ribossdmico, assim como
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para a 16S-ARDRA, sdo os alvos mais frequentemente utilizados, pois
essa regido tem sequéncias especificas para cada espécie. Iniciadores
especificos de PCR sdo empregados para amplificar os genes da regido
gue codifica a subunidade 16S do ribossomo, que sdo posteriormente
sequenciados e comparados com sequéncias disponiveis em bases de
dados (AMANN et al., 1995; BARTOWSKY, 2005; COENYE et al.,
2005). Essa metodologia ja foi utilizada com sucesso para identificacdo
de BAL (SATO et al., 2001; du PLESSIS et al., 2004; CAPELLO et al.,
2010; SANCHEZ et al., 2010).

E importante acrescentar nesse ponto que o conhecimento obtido
com a aplicagdo das ferramentas de biologia molecular pode ajudar
bastante a entender melhor a genética, bioquimica e fisiologia das BAL
e, por consequéncia, melhorar a qualidade do vinho. No entanto, ndo ha
interesse, pelo menos por enquanto, de utilizar tecnologias de DNA
recombinante visando a aplicacdo de plantas e microrganismos
geneticamente modificados na vinificagdo (BARTOWSKY, 2005).

2.3.3. Selecdo de BAL

As bactérias isoladas, purificadas e diferenciadas umas das outras
nos passos anteriormente descritos precisam passar ainda por uma série
de testes, para garantir que sdo viaveis e adequadas para a conducdo da
FML em vinhos. Os isolados precisam ser capazes de sobreviver e
crescer no ambiente do vinho; ndo devem gerar nenhuma substancia que
prejudique sua qualidade e, preferencialmente, devem exercer um efeito
positivo no perfil sensorial do produto final. Além dessas caracteristicas
de impacto no vinho, é importante verificar a viabilidade de producéo
dessas bactérias em processos industriais de maior escala (HENICK-
KLING et al., 1989; BOU e POWELL, 2005).

Na secdo anterior sobre os fatores que afetam o crescimento das
BAL, foi exposto que alguns parametros fisico-quimicos sdo de especial
importancia no comportamento das BAL. As bactérias mais adequadas
para emprego como culturas iniciadoras devem ser capazes de resistir as
condicdes de pH, temperatura, teor de alcool e sulfito encontrados no
vinho. Se elas ndo puderem manter a viabilidade frente a esse ambiente,
sdo descartadas do processo de selecdo (BOU e POWELL, 2005;
COUCHENEY et al., 2005).

Algumas espécies de bactérias lacticas produzem substancias que
podem ser prejudiciais a qualidade do vinho e/ou & salde humana. As
aminas biogénicas fazem parte desse grupo, e a deteccdo da produgéo
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desses compostos é de grande relevancia. Como a produgédo das aminas
bioativas é dependente da linhagem, protocolos de deteccdo sdo
incluidos nos critérios de selecdo. As bactérias isoladas que sejam
capazes de produzir aminas biogénicas sdo desconsideradas para o
restante das etapas de selecdo (LE JEUNE et al.,, 1995; BOU e
POWELL, 2005; VIGENTINI et al., 2009).

Os procedimentos industriais para a producdo dos indculos
podem expor as células a diversos estresses quimicos e ambientais, e
nem todos os isolados serdo capazes de suportar esse processo. No
entanto, para que se tenha viabilidade na utilizacdo de indculos
bacterianos comerciais para a promocdo da fermentacdo maloléctica, é
importante que se consiga produzir a biomassa bacteriana em grande
escala (BOU e POWELL, 2005).

Os mecanismos moleculares que explicam as diferencas de
comportamento entre as cepas de O. oeni ainda sdo pouco entendidos.
Diversos genes possivelmente envolvidos com a sobrevivéncia e
crescimento no vinho ja foram descritos, mas, apesar disso, ainda ndo
sdo capazes de explicar as diferencas. Os plasmideos sdo fontes
importantes de diversidade genética e fenotipica e a presenca deles em
bactérias acido-lacticas pode conferir vantagens adaptativas em relacéo
ao crescimento e metabolismo. Geralmente estdo associados as culturas
iniciadoras utilizadas na industria alimenticia e podem ser a razdo de sua
superioridade. A predominancia de alguns plasmideos em cepas de
culturas iniciadoras e em bactérias autdctones que realizam com sucesso
a FML indica que eles podem contribuir para a adaptacdo dessas
bactérias (MILLS et al., 2006; FAVIER et al., 2012).

Apo6s a sobrevivéncia e proliferacdo das bactérias quando
inoculadas no vinho, espera-se que elas sejam capazes de realizar a
fermentacdo malolactica. Para verificar a velocidade com que as
bactérias conduzem a descarboxilacdo do &cido maélico e quais os
impactos sensoriais gerados pelo crescimento delas, sdo feitos ensaios
de microvinificacdo. Os vinhos produzidos com inoculagdo de bactérias
sdo comparados com outros sem adicdo de indculos. A partir de analises
fisico-quimicas, avalia-se o impacto dos isolados bacterianos em alguns
parametros importantes do produto, como redu¢do do pH e acidez total.
A producdo de compostos que influenciam no aroma e sabor é um
quesito de extrema importancia na selecdo das bactérias. Por isso, a
etapa de anélise sensorial é decisiva na escolha de qual das linhagens
isoladas tem o maior potencial para tornar-se um inéculo comercial
(IZQUIERDO et al., 2004; BOU e POWELL, 2005; VIGENTINI et al.,
2009).
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2.4. Producao de indculos

Vérios aspectos da preparacdo das BAL para cultivos starter
podem ser melhorados, mas ainda ndo se entende completamente os
requerimentos nutricionais desses organismos. No passado foram
utilizados meios de cultura baseados em sucos de uva ou macd, mas a
dificuldade na obten¢éo e armazenamento de fontes frescas desses sucos
torna o processo caro e pouco confiavel, pois alteracdes na qualidade do
suco podem interferir significativamente na velocidade de crescimento e
rendimento das células. Posteriormente, passou-se a empregar meios de
cultivo sintéticos, preparados a partir de ingredientes de qualidade
atestada. Com os meios sintéticos se alcanga maior rendimento na
producdo de biomassa e células com viabilidade e atividade malol4ctica
superiores (KRIEGER et al., 1992; ZHANG e LOVITT, 2006).

Ha dois grupos principais de fatores a serem considerados na
producdo dos inéculos: os que influenciam no crescimento e viabilidade
celular e aqueles que podem afetar a atividade maloléctica. Busca-se
idealmente um meio que possibilite a obtengdo de elevado rendimento
em biomassa e que mantenha alta atividade enzimética do complexo
malolactico (ZHANG e LOVITT, 2006).

O cultivo com mais de uma fonte de carbono é a melhor maneira
de aumentar a produtividade no crescimento das BAL para a produgdo
de cultivos starter (SALOU et al., 1991; SALOU et al., 1994; ZHANG
e LOVITT, 2005). E obtida uma maior producéo de biomassa quando se
utilizam misturas de glucose/frutose como fonte de energia. O
crescimento e a atividade malolactica também s&o estimulados na
presenca de acido malico (LOUBIERE et al., 1992; PASSOS et al.,
2003; ZHANG e LOVITT, 2005).

A velocidade da reacdo de descarboxilacdo do &cido L-malico
estd diretamente relacionada com a atividade especifica da enzima
malolactica e a densidade de células presentes no vinho, por isso é
importante inocular uma grande quantidade de células. Usualmente, é
necessario que a concentragdo de células atinja 1x10° células/mL, para
gue se observe um metabolismo significativo do malato (KRIEGER et
al., 2000). O momento da recuperagdo das células também é um
importante fator para otimizar a FML.

Tradicionalmente encontravam-se no mercado culturas de
bactérias vendidas na forma liquida, congelada ou liofilizada. As vezes,
é necessaria uma etapa de reativacdo/aclimatacdo dessas culturas antes
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da inoculagdo, para aumentar a viabilidade. Esse processo envolve uma
sequéncia de passos e pode ser bastante trabalhoso. Atualmente, culturas
para inoculacdo direta no vinho se tornaram disponiveis. Elas sdo
produzidas com uma pré-aclimatagdo visando a sobrevivéncia no
ambiente do vinho, para manter a viabilidade e atividade malolactica
apos adicdo direta (LAFON-LAFOURCADE, 1983; KRIEGER, 2005).

Conforme explicado em um manual da Lallemand sobre a FML,
para que se tenha um controle bem-sucedido dessa etapa no processo de
vinificagdo, é importante entender os mecanismos relacionados ao
crescimento e atividade malolactica das bactérias responsaveis,
selecionar a cultura mais indicada de acordo com o produto esperado e
aplicar os procedimentos adequados para que a inoculagio seja eficiente
e a bactéria desejada efetivamente domine a FML.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar bactérias malolacticas com potencial para utilizacdo
como culturas iniciadoras a fim de promover a fermentacdo malolactica
em vinhos finos da regido da Serra Catarinense.

3.2. Especificos

a) Coletar amostras de borras dos vinhos da regido da Serra
Catarinense;

b) Isolar BAL presentes nas amostras;

c) Caracterizar as bactérias isoladas quanto a aspectos morfoldgicos,
bioguimicos e moleculares;

d) Selecionar meios de cultura e produzir in6culos das BAL;

e) Aplicar as BAL em microvinificagdes e realizar andlises fisico-
quimicas e sensoriais dos vinhos, visando a comparacao entre as
bactérias.
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4. MATERIAL E METODOS

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Bioprocessos,
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina em
Floriandpolis, entre 2013 e 2015.

4.1. Amostras de borras de vinhos

Foi utilizada a borra de uma vinicola da regido de Sdo Joaquim -
SC, uma das pioneiras na Serra Catarinense, que geralmente enfrenta
problemas para iniciar a FML e nunca havia obtido sucesso com a
utilizacdo de in6culos comerciais de BAL em sua producdo. Durante a
vinificagdo das uvas na safra de 2012, com variedades Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Touriga Nacional e Sangiovese, foi
observada nessa vinicola a ocorréncia de FML rapida, completa e de
maneira espontanea, ou seja, com bactérias da prépria regido. O que
também chamou a atencéo foi a eficiéncia da fermentagdo, sem aumento
prejudicial da acidez volatil nem producdo de aromas indesejaveis. As
borras do vinho foram fornecidas para o Laboratério de Bioprocessos
para 0 desenvolvimento deste projeto. Elas foram inicialmente
condicionadas e armazenadas em quatro condi¢des diferentes: liofilizada
e mantida a -20 °C; congelada a -20 °C; refrigerada (4-8 °C) e mantida a
temperatura ambiente.

4.2. lIsolamento de bactérias acido lacticas

O isolamento de bactérias foi realizado com o emprego de
técnicas classicas de semeadura em placa contendo meio nutritivo. As
amostras de borra do vinho nas quatro condicdes diferentes de
armazenamento foram primeiramente diluidas em tubos contendo 9 mL
de solucdo salina (0,9% de NaCl), para facilitar a separacdo dos
microrganismos. No primeiro tubo de dilui¢do foi adicionado 1 mL da
amostra inicial de borra e homogeneizado resultando numa diluicdo de
10 vezes. Para o tubo seguinte foi transferido 1 mL do primeiro tubo e
homogeneizado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes, até
atingir uma diluicdo de 10.000 vezes. A partir de cada um desses tubos,
foi retirado 0,1 mL e inoculado em placa de Petri contendo meio de
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cultura, espalhado com auxilio de al¢a de Drigalski. Apés a inoculacéo,
as placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 7-15 dias. O
crescimento das BAL é favorecido quando incubadas em atmosfera
enriquecida com diéxido de carbono. Assim, as placas foram mantidas
dentro de jarras de anaerobiose (modelo GasPak, Permution) (BOU e
POWELL; 2005; CONSTANTINI et al., 2009; MUNOZ et al., 2011).

O meio de cultura utilizado foi uma variagdo do agar MRS (de
MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960), onde crescem bem quase todas as
BAL. Como sua versdo original ndo é seletiva, a fim de estimular o
crescimento apenas das BAL foi feita adicdo de suco de tomate a 10%
(v/v) e cisteina a 0,05% (m/v), e reduziu-se o pH para tornar o meio
mais seletivo (de MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960; WIBOWO et al.,
1985; BOU e POWELL, 2005; CONSTANTINI et al., 2009). Assim, a
formulagdo final continha (g/L): peptona 10, extrato de carne 8, extrato
de levedura 4, glucose 20, Tween 80 1, K,HPO, 2, MgSO, 0,2, MnSO,4
0,05, citrato de aménio 2, acetato de sodio 5, cisteina 0,5, agar 20, além
de 100 mL de suco de tomate. Utilizou-se suco de tomate da marca La
Pastina, diluido 1:1 com agua destilada, centrifugado por 10 minutos a
4856 x g (Centrifuga NT 820, Novatecnica) e em seguida o
sobrenadante foi congelado, o qual foi adicionado durante o preparo do
meio de cultura. O pH foi ajustado para 5,0 e 0 meio esterilizado em
autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Apo6s o periodo de crescimento das bactérias nas placas, as
col6nias visiveis foram coletadas e transferidas para novas placas de
Petri, nas quais foi realizada inoculagéo por estriamento com utilizagdo
de alca de platina, a fim de purificar as coldnias e obter bactérias
isoladas. A incubagdo foi conduzida da mesma forma. O processo foi
repetido até se obter apenas um isolado bacteriano em cada placa. A
manutencdo dos isolados foi realizada por transferéncias periodicas em
meio MRS e armazenamento em geladeira a 4 °C.

Além dos isolados obtidos dessas amostras de borra do vinho,
também foi utilizada outra bactéria que foi isolada no inicio de 2013, da
borra de vinho da mesma vinicola em que foi verificada fermentacédo
maloléctica completa. A bactéria foi confirmada como pertencente a
espécie Oenococcus oeni a partir de reagdes de PCR com utilizagdo de
iniciadores especificos para tal espécie (BARTOWSKY e HENSCHKE,
1999). Ela recebeu o cddigo C2 e as condigcdes de crescimento e
armazenamento em placa foram as mesmas descritas para 0os demais
isolados.
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4.3. Caracterizacao dos isolados
4.3.1. Morfologia das colbnias

Para confirmar caracteristicas tipicas de bactérias lacticas e
também contribuir para a diferenciacdo dos isolados, as col6nias
bacterianas foram observadas com auxilio de lupa estereoscOpica. As
seguintes caracteristicas foram analisadas: tamanho, cor, forma, bordos,
elevacdo, superficie, consisténcia, transparéncia e brilho. Normalmente
espera-se que sob as mesmas condi¢cbes de temperatura, pH e
composicdo do meio de cultivo, as bactérias formem colbnias de aspecto
constante e que possam fornecer informagGes adicionais para sua
identificacdo.

4.3.2.Coloragao de Gram

As bactérias lacticas estdo todas incluidas no grupo das Gram-
positivas. Os isolados foram submetidos a coloracdo diferencial de
Gram, utilizando-se para isso culturas novas crescidas em placas com
meio MRS. O protocolo para a coloragdo foi seguido de acordo com o
descrito por Tortora e colaboradores (2006). O procedimento consistiu
de etapa de preparo de esfregacgo fixado em chama, aplica¢do do corante
bésico e de solugdo de iodo, descoloracdo com solvente orgéanico e por
fim tratamento com corante de contraste, para diferenciar as células com
capacidade de reter o primeiro corante daquelas que ndo conseguem. A
observacdo das células coradas foi feita com auxilio de microscépio
optico em aumento de 1000x em objetiva de imersdo (Primo Star,
Zeiss). Além da coloracdo, foram observados também as dimensdes, a
forma e os arranjos formados pelas células.

4.3.3. Producao de catalase

O mecanismo pelo qual as células conseguem eliminar o
peréxido de hidrogénio téxico (anion peréxido O,?) também é utilizado
para diferenciar entre grupos de bactérias. Os microrganismos
desenvolveram enzimas capazes de neutralizar a acdo toxica do H,O»,
sendo a catalase e a peroxidase as duas principais. A primeira gera agua
e oxigénio como produtos finais, enquanto a segunda apenas agua. A
atividade da catalase pode ser entdo facilmente detectada pela liberacéo
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de bolhas de ar quando as col6nias bacterianas entram em contato com o
perdxido de hidrogénio (TORTORA et al., 2006).

O teste da catalase foi realizado com o preparo de uma solugéo a
3% (v/v) de H,0,. Com uso de uma pipeta de Pasteur, colocou-se uma
gota dessa solucdo em uma ldmina de microscopia e em seguida uma
colnia bacteriana foi espalhada sobre a gota com auxilio de alca de
platina. Foi observado por alguns segundos se havia ou ndo formagéo de
bolhas de ar. Uma placa com a bactéria Escherichia coli foi utilizada
como controle positivo da reagdo, ja que esta bactéria produz a catalase.
As bactérias lacticas usam a peroxidase para eliminar H,O,, de modo
que o teste deve ser negativo para producdo de catalase.

4.3.4. Crescimento em meio liquido

Para as etapas posteriores de producdo dos indculos para
aplicacdo nas microvinificacdes, é essencial que as bactérias isoladas
sejam capazes de crescer satisfatoriamente. Com o objetivo de verificar
essa capacidade, os isolados foram inoculados em tubos contendo o
meio ML, que foi o escolhido para a producéo dos in6culos bacterianos,
conforme descrito no item 4.5.1. A partir de placas contendo as culturas
isoladas, algumas col6nias foram coletadas com utilizacdo de alca
bacterioldgica e transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio. Os tubos foram incubados em estufa a 30 °C por 7 dias, sendo na
sequéncia realizada leitura de densidade dptica com espectrofotdmetro
(BEL Photonics 1105) em comprimento de onda 660 nm, a fim de
comparar o crescimento entre os isolados.

4.3.5. Producdo de aminas biogénicas

Para os isolados que foram selecionados para os testes de
microvinificacdo, foi realizado um screening qualitativo em placas para
verificagdo da capacidade de descarboxilagdo de aminoécidos para
producdo de aminas biogénicas, de acordo com o protocolo descrito por
Bover-Cid e Holzapfel (1999). Muitos métodos ja foram descritos para
deteccdo qualitativa e quantitativa da producdo de aminas biogénicas
por microrganismos, mas esse foi escolhido devido a sua simplicidade,
adequacdo aos objetivos do trabalho e boa correlacdo com o nivel de
deteccdo avaliado no procedimento quantitativo com HPLC (BOVER-
CID e HOLZAPFEL, 1999).
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O protocolo consiste de uma etapa inicial de ativagdo das
culturas, a fim de promover a indugdo da enzima responsavel pela
descarboxilagdo. As bactérias teste foram subcultivadas nove vezes no
meio descarboxilase (DCM), adaptado para conter 0,1% de cada
amino4cido precursor (Tabela 2). Foram utilizados os amino4cidos L-
tirosina, L-histidina monocloridrato, L-ornitina monocloridrato e L-
lisina monocloridrato. Para o primeiro subcultivo, algumas col6nias
foram transferidas das placas para os tubos contendo o meio liquido. Os
tubos foram incubados em estufa a 30 °C por 4 dias, e posteriormente 1
mL das células em suspensdo foi transferido para o proximo tubo
contendo o meio DCM, sendo esse procedimento repetido mais sete
vezes.

Tabela 2 - Composicédo (em g/L) do meio descarboxilase.

Etapa de Etapa de

Componente Ativacéo Screening
Triptona 10 5
Extrato de levedura 5 5
Extrato de carne 8 5
Cloreto de s6dio 2,5 2,5
Glucose 20 0,5
Tween 80° 1 1
MgSQO, 0,2 0,2
MnSO, 0,05 0,05
FeSO, 0,04 0,04
Citrato de ambnio 2 2
Tiamina 0,01 0,01
K,PO, 2 2
CaCOg; 0,1 0,1
Piridoxal-5-Fosfato 0,05 0,05
Aminoéacido 1 10
Pdrpura de bromocresol - 0,06
Agar - 20
pH 5,3 5,3

Os meios de cultura foram esterilizados por 15 minutos a 121 °C.

A partir do nono subcultivo, foram retirados 0,1 mL de cada tubo
e inoculados em placa contendo o meio DCM sélido. Os cultivos foram
feitos em duplicata e divididos em cinco grupos, com cada um dos
quatro aminoacidos e o controle sem adi¢do de aminoacidos. As placas
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foram incubadas por 10 dias a 30 °C. O resultado positivo para a reacdo
de descarboxilacdo é observado por mudanca de cor ao redor das
colonias. O meio contém o indicador purpura de bromocresol, que
apresenta coloracdo amarelada em pH &cido e muda para roxo em
resposta a producdo das aminas biogénicas, que sdo mais alcalinas do
gue os aminoacidos inicialmente incluidos no meio. A tirosina apresenta
baixa solubilidade, deixando 0 meio com aspecto turvo e granulado, em
comparacdo com os demais que ficaram transparentes. A producédo de
tiramina é observada entdo pela formacdo de um halo mais limpido ao
redor da colbnia, e ndo pela mudancga de cor.

4.4. Perfil genotipico
4.4.1. Extragdo do DNA

Existem diversos métodos descritos na literatura para a extracao
do DNA das BAL isoladas de vinho. Alguns autores relataram a
utilizacdo de diferentes kits comerciais, seguindo os protocolos de cada
fabricante (DELAHERCHE et al., 2004; PINZANI et al., 2004;
NEELEY et al., 2005; PRAMATEFTAKI et al., 2012; PETRI et al.,
2013), mas geralmente o uso de kits envolve custos maiores. Em outros
estudos utilizaram-se métodos mais tradicionais para extracdo de DNA,
baseados na purificacdo pela aplicacdo sucessiva de solventes como
fenol, cloroférmio, 4lcool isoamilico, isopropanol e etanol, em
diferentes concentragcdes e combinagdes (REGUANT e BORDONS,
2003; CAPPELLO et al., 2008; VIGENTINI et al., 2009; BORNEMAN
et al., 2012). Em nosso laboratério, geralmente se utiliza o método da
lise térmica (HAGEN et al., 2002) para extrair o DNA de coldnias de
bactérias em placas. Entretanto, como o crescimento das BAL mostrou-
se muito lento nas placas e as col6nias formadas eram muito pequenas,
decidiu-se testar também o método do cloroférmio:alcool isoamilico
(AUSUBEL et al., 1992) para extrair o DNA a partir de culturas dos
isolados em meio liquido, a fim de verificar qual dos dois protocolos era
0 mais adequado as necessidades do projeto.

O método de lise térmica é mais simples e rapido. Numa primeira
etapa, uma col6nia bacteriana foi transferida da placa com auxilio de
alca bacteriolégica para um microtubo de 0,2 mL contendo 100 uL de
agua ultrapura. Em seguida o tubo foi aquecido a 100 °C por 5 minutos
e centrifugado a 13.000 x g (Centrifuga SL-2000, spinlab) por 3
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minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um novo
microtubo de 0,2 mL e armazenado em congelador a -20 °C.

O protocolo da extracdo com cloroférmio:alcool isoamilico é
mais complexo e demorado, mas geralmente resulta em DNA mais puro
e de melhor qualidade. A primeira etapa envolve a lise das células, que
foram coletadas de tubos com meio liquido ao invés de placas. Com uso
de micropipetador, 1 mL do cultivo liquido foi transferido para
microtubo de 1,5 mL e centrifugado por 15 minutos a 9.660 X g
(Centrifuga MiniSpin®, eppendorf). Formou-se um pellet com as
células no fundo do tubo e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se
ao tubo 200 pL do tampdo de lise e o pellet foi macerado com uso de
pistilo, e mais 400 uL do tamp&o foram adicionados. O tampéo de lise
era composto de 2% de CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamdnio),
1,4 mol/L de cloreto de sédio, 20 mmol/L de EDTA (4cido etileno
diamino tetracético) e 100 mmol/L de Tris em pH 8,0. Para evitar a acdo
de DNAses, preparou-se o tampdo em pH 8,0, acima da faixa de
atividade dessas enzimas, e aplicou-se EDTA para quelar alguns cations
divalentes que atuam como cofatores.

A fim de proteger o DNA da oxidacdo, adicionou-se ainda ao
tubo 1,2 uL de R-mercaptoetanol, dentro de capela de exaustdo
(ROMANO e BRASILEIRO, 1999; JARA et al., 2008; MAMLOUK et
al., 2011). Misturou-se gentilmente e o tubo foi deixado no congelador
até o congelamento completo, sendo em seguida deixado por 5 minutos
em banho-maria a 65 °C. Esse ciclo de congelamento/aquecimento foi
repetido mais uma vez. Em seguida o microtubo foi deixado a 65 °C por
60 minutos.

A separacdo das proteinas ocorreu por extracdo com mistura de
alcool isoamilico e cloroférmio. Um volume de 600 uL com mistura de
cloroférmio:alcool isoamilico na proporcdo 24:1 foi adicionado em cada
tubo, que foi misturado por inversdo durante 5 minutos e centrifugado
por 15 minutos a 9.660 x g (Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf).
Formaram-se duas fases distintas, das quais a fase superior aquosa
(acima da interface branca) foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL.
Mediu-se o volume transferido e adicionou-se a mesma quantidade de
isopropanol gelado para precipitagio do DNA. O tubo foi
homogeneizado por inversdo e deixado no congelador a -20 °C por 24
horas. No dia seguinte, o tubo foi retirado do congelador e centrifugado
a 9.660 x g por 5 minutos, apds o qual se formou um pellet no fundo do
tubo e o sobrenadante foi descartado. Para a lavagem, adicionaram-se
500 uL de etanol 70% (v/v) gelado e o tubo foi invertido algumas vezes
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para homogeneizagdo. Centrifugou-se novamente por 5 minutos a 9.660
X g e o sobrenadante foi descartado. A secagem foi feita deixando-se os
microtubos abertos por 20 minutos, de cabeca para baixo sobre papel-
toalha, dentro da capela de fluxo laminar. Por fim, o pellet foi
ressuspendido em 50 uL de &gua ultrapura e armazenado em congelador
a-20 °C.

4.4.2. Amplificacdo do gene rDNA 16S

Para as etapas posteriores de tratamento com enzimas de
restricdo, foi realizada amplificacdo do gene que codifica a subunidade
16S do ribossomo. Inicialmente foi feita a comparacdo entre a
amplificacio do DNA extraido por cada um dos dois métodos
explicados anteriormente, a fim de decidir qual o melhor deles e também
otimizar a concentracdo de DNA a ser utilizado na reacéo de PCR.

A amplificagéo foi feita com a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase, utilizando-se os iniciadores 8F (5° AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3°) e 1541R (5 AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA
3’) (DUHAMEL et al., 2002). No microtubo para realizagdo da reacéo
foram adicionados 1 uL do DNA genémico, 2,5 uL (1x) do tampéo
especifico para as condicdes da enzima polimerase, 0,75 uL (3 mmol/L)
do cloreto de magnésio, também necessario a atividade enzimatica, 2,5
uL (0,2 mmol/L) da mistura de desoxinucleotideos (ANTPs), 1 uL (5
pmol) de cada um dos dois iniciadores, 0,25 uL (1 U) da Tag DNA
Polimerase (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) e 16 uL de agua
ultrapura, para completar 25 uL no volume final. Os microtubos foram
posicionados no termociclador (Mastercycler® Personal, Eppendorf) e
as condicdes de amplificacdo foram: 3 minutos a 94 °C; 30 ciclos de 45
segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C e 90 segundos a 72 °C, e
extensdo final por 7 minutos a 72 °C (ARMAS, 2011).

A fim de comparar os dois métodos de extracdo, primeiramente
foi feita a amplificacdo com 1 uL de DNA dos isolados R15, R26 e R31,
escolhidos de forma aleatoria para esse teste. O DNA dos dois primeiros
foi extraido por ambos os métodos e do R31 apenas pelo método do
cloroférmio:alcool isoamilico. Na reacdo de amplificacdo também foi
preparado um controle negativo, no qual se adicionou &gua ao tubo no
lugar do DNA, de modo a verificar se havia alguma contaminacdo nos
reagentes da PCR. A partir dos resultados dessa primeira amplificacéo,
fez-se uma nova reacdo com as mesmas amostras, mas com
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concentracGes diferentes do DNA. Para o material obtido a partir do
método cloroférmio:élcool isoamilico, foi feita a reacdo com 1 uL do
DNA diluido 10x em &gua ultrapura e com 3 puL do DNA sem diluig&o,
a fim de verificar se a concentracdo ou diluigdo do DNA melhoraria a
qualidade da amplificacdo. Para as amostras da lise térmica, optou-se
por testar apenas maiores quantidades de DNA, e a amplificacdo foi
realizada utilizando-se 3 e 5 uL. do DNA sem diluir.

Apos a amplificacdo, os produtos da PCR foram analisados em
gel de eletroforese. Preparou-se o gel a 1% de agarose, dissolvendo-se
0,5 g da agarose em 50 mL do tampdo TAE 1x (50 mmol/L de Tris-HCI
pH 8,8; 50 mmol/L de &cido acético glacial; 25 mmol/L de EDTA) em
frasco Erlenmeyer. A mistura foi aquecida no aparelho de micro-ondas
até completa dissolucdo da agarose e posteriormente resfriada com agua
corrente, antes de ser vertida na cuba de eletroforese (Scie-Plas) até a
solidificacdo. Para aplicacdo do produto de PCR, primeiramente foi
preparada uma mistura contendo 4 puL do DNA, 2 uL do tampédo de
carregamento e 2 uL do corante SYBR Green®. Os 8 uL foram
aplicados no gel, a cuba foi preenchida com tampdo TAE 1x e o
processo de eletroforese foi conduzido por 30-50 minutos em condicdes
de 80 V, 160 mA e 18 W (Consort EV-222, Cleaver Scientific Ltd).
Para comparar o tamanho do produto amplificado formado em cada
reacdo, em um dos pogos nos géis foi aplicado um marcador de peso
molecular. Na comparacdo entre os métodos de extracdo, foi utilizado o
marcador Low DNA Mass Ladder (Life Technologies, New York,
EUA) e na analise de 16S-ARDRA empregou-se 0 100 bp DNA Ladder
(Promega, California, EUA). Ao fim do processo, o gel foi visualizado
em um transiluminador UV (llluminator, Kasvi), onde se puderam notar
as bandas de DNA corado.

4.4.3. Diferenciacdo celular por 16S5-ARDRA

A técnica de 16S-ARDRA (Anélise de restricdo de DNA 16S-
ribossémico amplificado) foi utilizada como ferramenta para diferenciar
entre os isolados bacterianos, seguindo os procedimentos adotados por
Rodas e colaboradores (2003). Para isso, os produtos de amplificacdo do
gene rDNA 16S foram submetidos a digestdo com enzimas de restricéo.
Foram adicionados em microtubo de 0,2 mL: 10 uL do DNA
amplificado; 2 uL do tampédo especifico de cada enzima; 1 pL da
enzima e completou-se com 17 uL de agua ultrapura. Os tubos foram
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deixados overnight a 37 °C. Foram feitos tratamentos com cinco
enzimas de restricdo diferentes: Hindlll (isolada de Haemophilus
influenzae, sequéncia de reconhecimento A _/AGCTT, produz
extremidades coesivas); Alul  (Arthrobacter luteus, AG/CT,
extremidades cegas); RSA (Rhodopseudomonas sphaeroides, GT/AC,
extremidades cegas); PVUI (Proteus vulgaris, CGAT/_CG,
extremidades coesivas) e Haelll (Haemophilus aegyptius, GG/C,
extremidades cegas). Os fragmentos de restricdo foram analisados em
gel de agarose a 1,5% com duragdo de 90 minutos, visualizados em
transiluminador UV  (llluminator, Kasvi) e digitalizados em
fotodocumentador (ChemiDoc MP, Bio-Rad). A comparacdo entre as
bandas formadas na restrigdo de cada um dos isolados para as cinco
enzimas foi feita com auxilio do programa GelComparll (Applied
Maths).

4.5. Producéo de Inéculo
4.5.1. Definigdo do meio de cultura

Para aplicacdo dos isolados bacterianos na etapa de
microvinificagdo, foi necessario obter uma grande quantidade de células
em meio liquido. Para a producdo desses indculos, testaram-se seis
meios de cultura descritos na literatura, visando selecionar aquele que
promovesse 0 crescimento com maior velocidade, além de estimular a
atividade malolactica das células. Para o teste desses meios foi utilizado
apenas o isolado C2.

Os meios testados foram os seguintes: MRS, MLO (CASPRITZ e
RADLER, 1983), MZL (ZHANG e LOVITT, 2005), MZLm (adaptado
de ZHANG e LOVITT, 2005), ML (KRIEGER, 1992) e M25/25
(HENICK-KLING e KRIEGER, 2001). A composi¢do dos meios esta
apresentada na Tabela 3.

O procedimento de esterilizacdo adotado foi a autoclavagem por
15 minutos a 121 °C. Algumas coldnias foram transferidas das placas
para tubos contendo caldo MRS, e ap6s 5 dias de crescimento foi feita a
inoculacdo a 1% (v/v) para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de cada um dos meios de cultura. Os frascos foram incubados
em agitador tipo shaker a 28 °C e agitagdo de 125 rpm (Incubadora TE-
421, Tecnal Equipamentos para Laboratdrios). Os cultivos foram feitos
em triplicata, e preparou-se também um frasco néo inoculado para cada
um dos meios testados, a fim de acompanhar o crescimento pela
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absorbancia medida em espectrofotdmetro (BEL Photonics 1105) em
comprimento de onda 660 nm. As amostragens foram feitas durante 6
dias a cada 12 ou 24 horas, com retirada de aliquotas de 4 mL.

Tabela 3 - Composi¢do (em g/L) dos meios de cultura para producdo dos
indculos.

Componente MRS MLO MZL MZLm ML M25/25

Glucose 20 10 5 5 10 25
Frutose - 5 5 5 10 25
L-Acido malico - - - - 2 2
Extrato de 4 5 5 05 4 4
levedura

Extrato de carne 8 - - 0,5 4 8
Peptona 10 - - 0,5 10 10
Triptona - 10 - - - -
MgSO, 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,39
MnSO, 0,05 0,05 0,01 0,01 0,05 0,2
K,HPO, 2 - - - 5 -
KH,PO, - - 5 5 - 5
Citrato de amonio 2 35 - - - -
Cloreto de amobnio - - 2 2 - -
Acetato de sddio 5 - - - - -
Tween 80® 1 1 - - 1 -
Cisteina 0,5 0,5 - - - -
Suco de tomate 100 100 - - - -
pH 5,0 4.8 45 45 45 45

4.5.2. Cinética de crescimento celular

Com 0 meio de cultura definido com base no crescimento do
isolado C2, foi realizado um estudo prévio da cinética de crescimento
dos demais isolados que seriam utilizados nos testes de
microvinificagdo, pois 0 momento no qual as células sdo coletadas é
bastante importante para o sucesso posterior da FML.

Da mesma forma feita anteriormente, retirou-se 1 mL de um
cultivo liquido em tubos de ensaio e inoculou-se em 100 mL de meio de
cultura em frascos de Erlenmeyer de 250 mL. O ensaio foi realizado em
triplicata, e a incubacdo foi feita em agitador tipo shaker a 28 °C e
agitacdo de 125 rpm (Incubadora TE-421, Tecnal). Amostras foram
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coletadas a cada 24 horas para medicdo da densidade Optica em
comprimento de onda 660 nm no espectrofotbmetro (BEL Photonics
1105).

A partir da conversdo dos valores de densidade Optica em
logaritmos naturais, plotou-se um grafico em funcéo do tempo (h). A
velocidade especifica maxima de crescimento (umsx) foi obtida pela
determinacdo do coeficiente angular da regressdo linear com melhor
ajuste dos dados, que representa a fase exponencial de crescimento do
microrganismo (DORAN, 1995). Foi calculado o valor de pmsx para o
crescimento do isolado C2 nos seis diferentes meios de cultura do teste
anterior e nesse ensaio da cinética de crescimento celular.

4.5.3. Producao e acondicionamento dos inéculos

Definidos o meio de cultura e o tempo de crescimento para cada
bactéria, a préxima etapa foi a producdo dos indculos propriamente
ditos. Para esses primeiros testes visando a selecdo da melhor bactéria,
optou-se por produzir o indculo na forma liquida. Foi feito um aumento
sucessivo de escala, em que, primeiramente, coldnias foram transferidas
das placas para tubos com 10 mL de meio. Apds alguns dias de
crescimento, as células foram passadas para frascos de Erlenmeyer com
100 mL e em seguida 200 mL do meio selecionado, sempre com
incubagdo a 28-30 °C e agitacdo de 125 rpm (Incubadora TE-421,
Tecnal).

A biomassa bacteriana obtida foi separada e concentrada em
solucdo tampdo. O objetivo desse procedimento foi tanto para evitar o
efeito dos componentes do meio de cultura nas caracteristicas
organolépticas do vinho, quanto para que as bactérias fossem obrigadas
a se desenvolver apenas com o0s nutrientes presentes no vinho. O
protocolo foi adaptado de um método de preparacdo de culturas starter
descrito por Semon e colaboradores (2001). Os cultivos em meio liquido
foram separados em frascos esterilizados de 50 mL e centrifugados por
25 minutos a 2.000 x g (3.850 rpm) (Centrifuga NT 820, Novatecnica).
Apos o descarte do sobrenadante, as células foram lavadas duas vezes
com solucdo de tampéo fosfato (50 mmol/L KH,PO,), centrifugando por
15 minutos a 2.000 x g (3.850 rpm) (Centrifuga NT 820, Novatecnica).
A biomassa foi entdo ressuspendida no tampéo fosfato e armazenada em
refrigeracdo até o momento da inoculacao.
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4.6. Microvinificagdes

Os vinhos foram elaborados em pequena escala e foram
realizadas duas microvinificacdes de 18 kg para duas variedades de uva
(Cabernet Sauvignon e Merlot) cultivadas na regido e provenientes de
um unico vinhedo, colhidas em 2014.

Inicialmente, as bagas da uva, que estavam mantidas a 5 °C,
foram separadas da raquis no desengacador. A seguir, as bagas inteiras
foram colocadas em recipientes de aco inoxidavel de 40 L, munidos com
valvula de Miller, onde foi adicionado didxido de enxofre, na
guantidade de 40 mg/L, sob a forma de metabissulfito de potassio.
Sequencialmente, o mosto foi submetido a uma maceracdo pré-
fermentativa a frio durante 15 horas, com o objetivo de elevar
naturalmente a temperatura até 20 °C. ApOs este periodo, foram
adicionadas leveduras secas ativas (Saccharomyces cerevisiae) para uma
concentracdo final de 0,20 g/L de mosto e o nutriente para leveduras
Fermaid K (Lallemand, Canada) na dosagem de 0,15 g/L. As leveduras
utilizadas foram diferentes para as duas variedades de uva. No Merlot
adicionou-se o produto Lalvin QD 145 (selecionadas na regido do Déo,
Portugal) e para o Cabernet Sauvignon foi utilizado Lalvin ICV D 254
(selecionadas em Codtes de Rhéne, Franga), ambos produzidos pela
Lallemand.

O tempo de maceragdo fermentativa foi de dez dias, com duas
remontagens diarias. A fermentacdo alcoolica foi realizada em ambiente
com temperatura controlada por meio de um sistema automatizado,
mantendo a temperatura entre 23 °C a 25 °C. Concluida a fermentagdo
alcodlica, foi feita a descuba (separacéo entre 0 meio sélido e liquido) e
os vinhos acondicionados em garrafées com capacidade para 10 litros,
plenamente atestados e munidos com valvulas de Mller para aguardar o
inicio da segunda fase do experimento.

4.6.1. Ativacéo dos indculos

Os in6culos na forma liquida em tampéo fosfato foram ativados
seguindo-se instru¢des do manual publicado pela Lallemand, referéncia
no fornecimento de insumos para a inddstria de vinhos. Segundo esse
manual, as preparacdes liquidas devem ser empregadas logo apés a
abertura dos frascos e podem permanecer até dois dias mantidas a
temperatura ambiente entre a producdo e a inoculacdo. No caso do
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inéculo liquido, é necessaria uma etapa de aclimatacdo e pré-ativacdo
das bactérias a fim de aumentar a viabilidade. A cultura preparada em
tampdo fosfato foi adicionada a uma taxa de 10% (v/v) em uma mistura
contendo 50% (v/v) de um vinho finalizado, da mesma variedade de
uva, 25% (v/v) de agua destilada e 25% (v/v) de suco de maca. O pH foi
ajustado para 3,5 e 0 meio mantido a 22 °C por 24 horas (SPECHT,
2005). Para o tratamento controle (sem inoculacdo) foi preparada a
mesma mistura para ser adicionada ao vinho, mas com adi¢do de tampédo
fosfato esterilizado ao invés do cultivo bacteriano. No dia seguinte, 0s
inéculos aclimatados foram adicionados a uma taxa de 5% (v/v) as
garrafas contendo o vinho, seguindo os tratamentos definidos para a
fermentac&o malolactica.

4.6.2. Fermentacdo malolactica

Foram realizados exatamente 0os mesmos procedimentos para 0s
vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot. Distribuiram-se os 20 litros de
vinho em garrafas de vidro de 750 mL esterilizadas e aplicaram-se cinco
tratamentos para o estudo da etapa de fermentacdo malolactica. Foram
inoculadas separadamente duas bactérias isoladas das borras obtidas
neste trabalho e a bactéria C2. Em outro tratamento testou-se a intera¢do
entre os dois isolados, e também foi preparado o tratamento controle.
Foram utilizadas quatro repeticbes (garrafas) para cada um dos
tratamentos. Apds a inoculacdo das bactérias, as garrafas foram fechadas
com rolhas de silicone e mantidas em incubadora biolégica a 20 °C,
durante o tempo necessario para conclusdo da FML. Quando se
verificou que a fermentagdo estava concluida, foi feita novamente a
adicdo de metabissulfito de potdssio ao vinho, em quantidades
suficientes para um teor final de 35 mg/L de SO, livre, e as garrafas
foram armazenadas a 15 °C, até a concluséo de todas as analises.

4.6.3. Cromatografia em Papel

A fim de acompanhar a evolucdo da fermentacdo maloléctica, a
técnica mais simples, e que possibilita aos vinicultores verificarem de
forma qualitativa a ocorréncia da fermentacdo maloléctica antes do
engarrafamento, é a cromatografia em papel. Essa técnica é baseada na
separacdo de alguns dos &cidos organicos presentes no vinho e a
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visualizacdo da conversdo do &cido malico em &cido lactico (DAUDT,
1971).

Para realizar o chamado método de Kunkee (1968), utilizou-se o
papel Whatman n°1, cortado em tiras retangulares de 25,5 cm de
comprimento. Foi tracada uma linha a uma altura de 3 cm da borda
inferior do papel. A amostra de vinho foi transferida para o ponto de
partida sobre essa linha em um volume de aproximadamente 10 uL. A
mancha da amostra no papel foi seca com auxilio de uma pistola de ar
guente. O papel foi fixado pela extremidade superior na tampa da cuba
de cromatografia j& com o solvente. A base inferior do papel ficou em
contato com o solvente, que se deslocou por capilaridade em diregéo a
extremidade superior. O solvente foi preparado com 50 mL de agua
destilada, 100 mL de n-butanol, 50 mL de &cido acético e 0,1 g do
indicador azul de bromofenol a 1% (m/v). Ap6s 6-8 horas, o papel foi
retirado da cuba e deixado em contato com ar a temperatura ambiente
overnight para secagem.

No dia seguinte, o fundo do papel seco ficou com coloracéo azul
e foi possivel visualizar as manchas amareladas correspondentes a trés
dos principais acidos organicos presentes no vinho: tartarico, malico e
lactico. Foram utilizadas solu¢bes-padrdo do &cido maélico, a fim de
comparar a altura da mancha no cromatograma contendo essa solugao-
padrdo e no cromatograma contendo a amostra. O acido tartarico esta
presente na mancha mais inferior, enquanto o acido lactico corresponde
a mancha mais proxima da extremidade superior e o &cido malico
representa a mancha do meio. A evolucdo da FML foi acompanhada
pelo desaparecimento da mancha do &cido malico e aumento na
intensidade da mancha correspondente ao acido lactico. Essa analise foi
realizada semanalmente com todas as garrafas de vinho, tanto Cabernet
Sauvignon quanto Merlot, até a verificacdo de que a FML estava
concluida. Essa é uma analise qualitativa, na qual o desaparecimento da
mancha do &cido malico da a certeza de que a FML foi finalizada.

4.6.4. Analises Fisico-Quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas nos vinhos obtidos a
partir da etapa de microvinificacdo imediatamente antes da inoculagédo
com as bactérias e apds o final da FML. O laudo analitico foi obtido
para as amostras de todos os tratamentos testados na inoculagdo de
bactérias, utilizando trés repeticGes de cada. Todos os procedimentos
tém como referéncia o Manual de Métodos de Andlises de Bebidas e
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Vinagres do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 1986).

A primeira andlise realizada foi a determinacdo de Anidrido
Sulfuroso Livre, Combinado e Total, pelo Método Rakini. Esse método
consiste na aspiracdo do SO, livre e combinado presente na amostra e
reacdo com peroxido de hidrogénio, apés a qual o &cido sulfurico
formado é titulado com hidréxido de sédio. A Acidez Total Titulavel foi
medida pela neutralizacdo dos &cidos titulaveis da amostra com solugédo
de hidrdxido de sédio. A Acidez Volatil foi determinada pela titulacdo
também com hidréxido de sodio do destilado obtido a partir do
aquecimento da amostra no aparelho de Cazenave-Ferré, onde aconteceu
a separacgdo dos acidos volateis do restante da amostra.

O pH dos vinhos foi medido diretamente com pHmetro (Quimis
Q400 AS) e a densidade relativa com densimetro (Alla Brasil 4949-07).
Mediu-se 0 Grau Alcodlico Real por densimetria através de alcoémetro
(Incoterm 5529), apds a destilacdo do vinho previamente alcalinizado. A
andlise dos Acucares Redutores foi feita pelo Método de Fehling, para
quantificar os aglcares que restaram no vinho ap6s as fermentagfes. O
vinho foi previamente descolorido e utilizado para titular uma mistura
dos reagentes Fehling A, Fehling B e agua destilada sob aquecimento. O
indice de Polifendis Totais foi medido por absorbancia da luz em
comprimento de onda 760 nm, apds a reacdo fendlica com reagente
Folin-Ciocalteu. A medicio do indice de Cor Total também foi feita por
absorbancia da luz em espectrofotdmetro (Biospectro SP22), nos
comprimentos de onda 420, 520 e 620 nm.

4.6.5. Analises Sensoriais

Para a analise sensorial estavam presentes trés degustadores com
ampla experiéncia na avaliagdo de vinhos, além do proprio autor desse
trabalho de mestrado, todos devidamente treinados quanto aos critérios
de avaliacdo. Foram avaliados atributos visuais, do olfato e do gosto,
através da ficha oficial de degustacdo adotada pela Organisation
Internationale de la Vigne et du Vin (O1V), que encontra-se no Anexo
A. Os pardmetros avaliados foram a limpidez e aspecto visual,
intensidade, nitidez e qualidade olfativa; intensidade, nitidez, qualidade
e persisténcia do gosto e 0 aspecto global.

A anélise sensorial foi realizada em sala com boa iluminacdo e
temperatura ambiente. As amostras de trés replicatas de cada um dos
tratamentos de inoculagdo nos vinhos Cabernet Sauvignon (R31, R34,
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R31+R34, C2 e testemunha sem inoculacdo) foram servidas em tacas de
cristal de 250 mL, distribuidas em ordem aleatéria e identificadas
apenas com uma numeragéo simples.

4.7. Analises Estatisticas

Foi feita andlise estatistica dos dados relacionados ao
experimento de crescimento dos 30 isolados bacterianos no meio ML e
dos resultados das analises fisico-quimicas e sensoriais dos vinhos
obtidos com a inoculacdo de bactérias. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software livre R-Project (R
Core Team, 2013). As médias dos valores das replicatas de cada
parametro foram separadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade para o teste de crescimento dos isolados e pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para o laudo fisico-quimico. Nos testes de
selecdo do meio de cultivo para producdo dos indculos e cinética de
crescimento foi feita a analise de regressdo linear utilizando-se o
software Microsoft Excel. Para os dados da analise sensorial foi
realizada a andlise multivariada de componentes principais (PCA),
utilizando o software Statistica 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Bactérias acido lacticas isoladas das borras de vinho

Todas as colbnias bacterianas que cresceram nas placas de
isolamento apresentaram aspecto semelhante, tanto macroscopicamente
guanto na observacdo microscopica. Apenas a partir da borra mantida
em temperatura ambiente ocorreu crescimento de leveduras. Nas placas
estriadas com amostras das borras refrigerada e liofilizada cresceram
apenas bactérias, enquanto as da borra congelada ndo houve formacédo
de nenhum tipo de coldnia. A formagdo das col6nias de bactérias foi
lenta, aparecendo a partir do quinto dia de incubag8o e necessitando de
até 14 dias para obterem-se coldnias maiores. Foi selecionada pelo
menos uma colénia de cada placa para ser submetida a novas
inoculages a fim de obter as culturas puras. Apds sucessivas passagens
para placas novas foram obtidos 30 isolados bacterianos, nomeados com
o0s codigos R4, R6, R7, R8, R11, R15, R16, R17, R21, R23 e R25 a R44.

As formas diferentes de acondicionamento das borras foram para
aumentar as chances de manter vivas as bactérias responsaveis pela
excelente FML ocorrida no vinho de uma das vinicolas de S&o Joaquim
em 2012. Entretanto, a baixa diversidade morfoldgica observada, além
de confirmar o ambiente restritivo do vinho, e do préprio meio de
cultura, pode significar que a maioria dos trinta isolados possa ser o
mesmo individuo. Essa constatacdo, se por um lado aumenta o risco de
ndo se conseguir isolar as bactérias responsaveis pela FML ocorrida no
vinho de 2012, por outro, indica que o processo de fermentacdo possa
ter sido apenas realizado por uma espécie microbiana, e ndo um grupo.
Isso torna o processo de producdo e aplicacdo posterior do in6culo mais
facil de ser realizado, quando em escala comercial.

5.2. Caracterizacgao dos isolados
5.2.1. Morfologia das coldnias

Tanto as coldnias observadas nas placas do primeiro estriamento
guanto das consideradas isoladas apresentaram caracteristicas
morfolégicas semelhantes, ndo deixando de ser coerente com o esperado
de bactérias lacticas. Todos apresentaram cor branca, forma circular
puntiforme, bordos e superficie lisos, consisténcia cremosa, aparéncia
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brilhante. Quanto a elevagdo, algumas colbnias eram um pouco mais
convexas que outras, mas a diferenga foi pequena. Em relacdo ao
tamanho, houve alguns isolados com colénias maiores do que outras,
mas todas elas podem se encaixar na descri¢do de puntiformes. A Figura
3 mostra um exemplo das col6nias formadas pelos isolados bacterianos.

Figura 3 - Col6nias em agar MRS de um dos isolados bacterianos das borras
de vinho.

5.2.2. Morfologia celular

Conforme esperado para bactérias lacticas, todos os isolados
apresentaram coloracdo roxa apds a reacdo de Gram e foram
classificados como Gram positivos. O tamanho e o arranjo das células
também foram semelhantes para todos, com presenca de pequenos cocos
arranjados em cadeias, descrigdo caracteristica para Oenococcus oeni, a
bactéria mais comumente encontrada no vinho. Na Figura 4 pode-se
observar a microscopia de um dos isolados, e que é representativa dos
demais.

Figura 4 - Microscopia de um isolado bacteriano obtido em borra de vinho,
apos coloracdo de Gram.
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5.2.3. Producéo de catalase

Confirmando outra caracteristica tipica de bactérias lacticas, o
resultado para producgéo de catalase foi negativo para todos os isolados.
Na Figura 5 pode-se observar a comparacdo do resultado do controle
positivo (Escherichia coli), com formagdo de bolhas de gas, e do
resultado negativo de um dos trinta isolados.

E——————
Figura 5 - Comparacdo entre a reacdo da catalase com o controle (esquerda)
e um dos isolados bacterianos de borra de vinho (direita).

5.2.4. Crescimento em meio liquido

Com relagdo ao crescimento em meio liquido foi possivel
observar diferencas entre os isolados (Figura 6).
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Figura 6 - Crescimento dos 30 isolados bacterianos de borra de vinho no
meio ML, apés 7 dias de cultivo. Os resultados sdo a média de duas
repeticdes e as barras representam o desvio padrdo. As letras iguais indicam
valores que ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Scott Knott
(p<0,05).
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Como podem ser observados na Figura 6, todos os isolados foram
capazes de crescer no meio liquido selecionado para a producdo dos
inéculos (meio ML), mas alguns tiveram uma maior producdo de
biomassa durante a incubacdo, conforme os valores da densidade Gptica
a 660 nm apds 7 dias. Embora o principal objetivo tenha sido verificar
se 0s isolados cresciam de fato nesse meio, também se verificou que os
isolados R25, R27, R30, R31, R33, R34, R38 e R40 tiveram um
crescimento semelhante e maior do que os demais microrganismos. O
isolado R26 apresentou crescimento significativamente menor do que
todos os outros. Apesar de terem sido formados 7 grupos distintos pelos
resultados do crescimento no meio liquido, as caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas sdo pouco eficazes na diferenciacdo entre as
BAL, e por isso foram realizados os testes de genotipagem.

5.2.5. Producédo de aminas biogénicas

Diferentemente dos testes anteriores, o screening da producéo de
aminas biogénicas foi feito apenas com os isolados selecionados para 0s
testes de microvinificacdo, que foram R31, R34 e C2, conforme
explicado adiante na se¢éo 5.3.2. Apds 10 dias de incubagdo nos meios
contendo os diferentes aminoéacidos, as placas foram observadas na lupa
estereoscdpica a fim de verificar a mudanca de coloracdo ao redor das
colbnias, em resposta a produgdo das aminas biogénicas. O isolado R31
foi capaz de crescer nas placas contendo ornitina, histidina e lisina, mas
ndo conseguiu crescer na placa com tirosina; enquanto as bactérias C2 e
R34 conseguiram crescer na presenca dos quatro aminodcidos.
Entretanto, os isolados R31 e R34 ndo produziram aminas biogénicas a
partir desses aminoacidos, uma vez que ndo houve mudanca da cor do
meio ao redor das coldnias. Toda a superficie das placas continuou com
a mesma coloragdo amarelada do inicio do experimento. Para o isolado
C2, observou-se mudanga de cor apenas na formulacdo contendo a
ornitina, 0 meio adquiriu tonalidade bastante roxa e diferente dos
demais, que continuaram amarelados. Isso indica que houve produgéo
de substancias capazes de alcalinizar o meio e provavelmente trata-se da
amina biogénica putrescina, produzida a partir da ornitina. Na Figura 7
esta ilustrada uma imagem para cada isolado, mostrando o crescimento
das colbnias com e sem mudanca na coloragdo do meio.
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Figura 7 — (A) Crescimento de colbnias da bactéria C2 no meio DCM
contendo ornitina; (B) Crescimento de coldnias da bactéria R31 no meio
DCM contendo lisina; (C) Crescimento de coldnias da bactéria R34 no meio
DCM contendo ornitina.

No estudo feito por Bover-Cid e Holzapfel (1999), que
aprimoraram o método qualitativo de detec¢do de producdo de aminas
biogénicas, uma série de espécies diferentes de BAL e enterobactérias
foi testada. A atividade descarboxilase foi presente em algumas espécies
dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc. Entre o0s géneros
Carnobacterium e Enterococcus, todos os isolados testados tiveram
resultado positivo para a produgdo de pelo menos uma das aminas
biogénicas analisadas, enquanto para Pediococcus, Weissella e
Oenococcus ndo houve nenhum isolado produtor. A amina biogénica
mais presente foi a tiramina, produzida por 40% das BAL testadas nesse
estudo. Pequenas quantidades de cadaverina, putrescina e histamina
foram produzidas principalmente por espécies de Lactobacillus. E
importante notar que o resultado negativo no screening em meio
produzido em laboratdrio é um bom indicativo do comportamento geral
das bactérias, mas ndo garante que quando crescendo no vinho elas
também ndo produzam aminas biogénicas, jA que as bebidas
fermentadas sdo sistemas mais complexos e um grande nimero de
fatores influenciam o crescimento e atividade microbiana (BOVER-CID
e HOLZAPFEL, 1999).

Em outro estudo conduzido por Moreno-Arribas e colaboradores
(2003), o potencial para produzir tiramina, histamina e putrescina foi
investigado para vérias espécies de BAL e algumas culturas
maloldcticas iniciadoras comerciais. Houve producdo de tiramina por
isolados de Leuconostoc e de putrescina por isolados de Lactobacillus,
mas histamina ndo foi produzida por nenhum microrganismo testado.
Para as espécies de Oenococcus e para as culturas comerciais ndo foi
detectada producédo de nenhuma das aminas analisadas. Eles concluiram,
em concordancia com outros autores, que a producdo de aminas
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biogénicas é dependente do isolado testado e ndo é especifica da
espécie.

Uma investigagdo mais ampla foi feita por Landete e
colaboradores (2007), que analisaram a producdo de aminas biogénicas
(histamina, tiramina, feniletilamina, putrescina, cadaverina e triptamina)
por isolados de BAL, bactérias acéticas e leveduras. Nenhuma das
bactérias acéticas nem leveduras produziram nenhuma das aminas
analisadas, enquanto as BAL foram capazes de produzir histamina,
tiramina, feniletilamina e putrescina. Para 0 organismo de maior
interesse no vinho, Oenococcus oeni, quase todos os isolados testados
produziram histamina e apenas um produziu putrescina. Os autores
concluiram que os niveis de histamina, tiramina e feniletilamina
encontrados no vinho sdo devidos exclusivamente a acdo das BAL,
enquanto a presenca de putrescina, cadaverina e triptamina ndo pode ser
atribuida a nenhum grupo de microrganismos e possivelmente estd
relacionada com a composicdo das uvas.

Vinte e seis isolados de Oenococcus oeni foram testados em outro
estudo para a capacidade de produzir aminas biogénicas seguindo o
mesmo protocolo desenvolvido por Bover-Cid e Holzapfel (1999) que
foi utilizado neste trabalho. Oito desses isolados produziram histamina e
tiramina no meio sintético e alguns deles foram entdo inoculados em
vinho, produzido com trés leveduras Saccharomyces cerevisiae
distintas. Apenas dois isolados produziram histamina e tiramina também
no vinho. Os resultados permitiram aos autores concluir que a
capacidade de producdo de histamina e tiramina esta relacionada com o
isolado bacteriano e a composicdo do vinho, que por sua vez é
dependente da levedura empregada e da extensdo do contato entre a
bactéria e levedura (ROSI et al., 2009).

5.3. Perfil genotipico
5.3.1. Amplificacdo do gene rDNA 16S

Pelos dois métodos de extragdo foi possivel obter DNA de
qualidade, conforme comprovado pela amplificacdo desse material.
Entretanto, pelo método de extragdo com cloroférmio:alcool isoamilico
foi obtido maior quantidade de DNA do que pelo método de lise
térmica. Por isso, escolheu-se o primeiro para ser feito para todos os
isolados, uma vez que é mais interessante ter amostras com maior
concentracdo de DNA para a etapa de 16S-ARDRA.
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Nas imagens a seguir estdo mostrados os géis de eletroforese para
a comparacdo das extracdes, com bandas correspondentes a diferentes
concentragdes do DNA extraido pelos dois métodos. Na Figura 8 estd o
gel correspondente a primeira amplificagdo. No primeiro pogo, da
esquerda para a direita, foi colocado o controle negativo, no qual
conforme esperado ndo houve amplificacdo e por isso ndo ha bandas
visiveis; nos trés pogos seguintes, tem-se 0 DNA dos isolados R15, R26
e R31 extraidos pelo método cloroférmio:alcool isoamilico,
respectivamente. Houve uma boa amplificacdo dos dois primeiros, mas
a reagdo de amplificacdo ndo foi bem-sucedida para o R31,
possivelmente devido & concentracdo muito alta da amostra, em que ndo
apenas 0 DNA, mas substancias que podem inibir a reacdo de PCR estéo
em maior quantidade. No quinto poco estd 0 DNA do R15 e no sexto
po¢o do R26, extraidos pelo método da lise térmica. Ndo apareceu
nenhuma banda correspondente ao DNA amplificado, e nesse caso
possivelmente devido a quantidade insuficiente de DNA. No dltimo
poco esta 0 marcador de peso molecular.

Figura 8 - Gel de eletroforese com o resultado da amplificacdo 8F-1541R de
1 uL do DNA extraido por dois métodos. R15a, R26a e R3la foram
extraidos pelo método do cloroférmio:alcool isoamilico; R15b e R26b
foram extraidos pelo método da lise térmica. LM é o marcador de peso
molecular e CN o controle negativo (agua).

Em seguida foi feita uma nova amplificagdo, com concentracdes
diferentes do mesmo DNA aplicado na reacdo anterior. Quando ha
pouco DNA presente, ndo aparecem bandas de amplificacdo devido a
falta de material, e quando h4 muito DNA na amostra, por outro lado,
pode ocorrer inibigdo da reagdo de amplificacdo. A Figura 9 mostra o
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gel de eletroforese resultante dessa nova amplificagcdo onde a primeira
coluna a esquerda é o marcador de peso molecular. Na sequéncia, estdo
a amplificacdo do DNA de R15 diluido, R15 concentrado, R26 diluido,
R26 concentrado, R31 diluido e R31 concentrado, extraidos pelo
método de cloroférmio:éalcool isoamilico. Foi possivel notar que para as
trés amostras de DNA, a diluicdo aperfeicoou a reacdo de amplificagéo,
uma vez que apareceram bandas bem nitidas e fortes, enquanto que para
as reagdes com maior quantidade de DNA ndo ocorreu amplificacéo.
Nas préximas quatro colunas estdo as amplificagcfes do DNA extraido
pela lise térmica: R26 3 uL, R26 5 uL, R15 3 uL e R15 5ulL.
Comprovou-se que na reacdo anterior ndo houve amplificagdo devido a
falta de DNA, pois nas novas condi¢des, com adicdo de maior
guantidade da amostra, apareceram bandas relativas a amplificacéo,
mais fortes quando foi adicionado 5 pL do DNA do que com 3 uL. No
Gltimo pogo ficou o controle negativo.

Figura 9 - Gel de eletroforese com o resultado da amplificacdo 8F-1541R do
DNA extraido por dois métodos. R15a, R26a e R31a sdo amostras diluidas
10x de 1uL do DNA; R15b, R26b e R31b representam as reacdes de
amplificagdo com 3 pL do DNA, todos extraidos pelo método do
cloroférmio:alcool isoamilico. R15c e R26c sdo os produtos da
amplificacdo com 3 uL do DNA, R15d e R26d da amplificagdo com 5 pulL,
todos extraidos pelo método da lise térmica. LM é o marcador de peso
molecular e CN o controle negativo (agua).

Pelos resultados apresentados, conclui-se que através do método
de cloroférmio:élcool isoamilico é possivel extrair maior quantidade de
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DNA, que é necessario para as analises posteriores, de modo que foi 0
método utilizado para todos os demais isolados. Ainda, alterou-se no
protocolo de amplificacio para a utilizagdo de 1 uL do DNA diluido 10x
em agua ultra-pura, pois resultou em bandas mais fortes e com menos
rastros de corrida no gel para duas das amostras testadas (R15 e R26) e,
em uma delas a reac¢do apenas ocorreu quando o DNA foi diluido (R31).

Na Figura 10 estdo ilustrados os géis de eletroforese resultantes
da reacdo de amplificacdo para o0 DNA de outros 20 dos isolados
bacterianos, utilizando essa metodologia aperfeigoada. Eles demonstram
que os protocolos de extracdo do DNA e amplificacdo do fragmento 16S
rDNA foram realmente adequados aos isolados obtidos do vinho, pois
resultaram em bandas de amplificacdo fortes, nitidas, na mesma faixa de
tamanho e sem rastros de amplificacdes inespecificas ou excesso de
material.

LM R21 R23 R25 R26 R27 R29 R30 R32 R33 R34 LM R35 R36 R37 R3S R39 R40 R41 R42 R43 R¢4

Figura 10 - Gel de eletroforese com o resultado da amplificacdo 8F-1541R
de 1 puL do DNA diluido 10x, extraido pelo método de cloroférmio:élcool
isoamilico, para 20 dos 30 isolados bacterianos de borra de vinho. LM é o
marcador de peso molecular.

5.3.2. Diferenciacéo celular por 16S-ARDRA

A anélise dos géis de eletroforese com as amostras resultantes da
digestdo com as enzimas PVUI, Hindlll e Alul do DNA amplificado
mostrou um perfil semelhante para todas as bactérias isoladas. Com a
PVUI, ndo houve fragmentacdo do DNA, formando-se apenas uma
banda no gel para cada um dos isolados, todas na mesma altura e
correspondendo ao tamanho do fragmento inteiro de DNA. Na restricdo
com as enzimas Hindlll e Alul, elas encontraram apenas uma sequéncia
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com o sitio especifico no DNA e houve um corte Unico, que gerou
exatamente 0s mesmos dois fragmentos para todos os isolados. Esses
resultados ndo estdo mostrados, pois ndo permitem fazer nenhum tipo de
diferenciacdo entre os isolados, apenas comprovando que todos os
isolados tém sequéncias muito parecidas de DNA.

A partir da analise dos fragmentos obtidos com as enzimas RSA e
Haelll foi possivel dividir os isolados em trés grupos. Analisando
primeiramente a restricdo com a RSA, pode-se observar na Figura 11
gue houve corte em dois pontos da sequéncia de DNA de todos os
isolados, com a formacdo de trés fragmentos de tamanhos distintos. Os
dois fragmentos maiores tem entre 400 e 500 pb, enquanto o fragmento
menor estd entre 300 e 400 pb. Com a utilizagdo do programa
GelComparll, dividiram-se os isolados em dois grupos, devido a
pequenas diferencas no tamanho dos fragmentos. Todos os isolados
possuem as mesmas sequéncias de reconhecimento da enzima em
posicBes semelhantes dentro do gene codificador da subunidade 16S do
ribossomo, mas possivelmente devido a adi¢cdes ou dele¢bes de alguns
nucleotideos nesse trecho do DNA ocorreu a diferenga no tamanho dos
fragmentos. Um grupo é formado pelos isolados R4, R6, R8, R11, R15,
R17, R21, R23, R25, R26, R27, R28, R29, R30, R32, R33, R34, R35,
R37, R39, R40, R42, R43, R44 e C2; o outro grupo tem o R7, R16, R31,
R36, R38 e R41 (Figura 11).

Na restricdo com a enzima Haelll, novamente estavam presentes
dois fragmentos do gene com a sequéncia especifica de reconhecimento
da enzima. Percebe-se na Figura 12 a formacdo também de trés
fragmentos de restricdo para todos os isolados. O fragmento maior esta
compreendido na faixa entre 500 e 600 pb, enquanto os dois menores
tém um tamanho aproximado de 300 pb. Provavelmente devido aos
mesmos motivos citados anteriormente, houve formacdo de fragmentos
menores para alguns dos isolados e eles foram novamente divididos em
dois grupos pelo programa GelComparll. Em um dos grupos ficaram
todos 0s mesmos membros do grupo maior definido pela enzima RSA,
mais 0 R7 e R38. No outro grupo estdo R16, R31, R36 e R41 (Figura
12).
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LM R4 R6 R7 R8 R11R15R16 R17 R21 R23 R25 LM R26 R27 R28 R29 R30 R31 R32 R33 R34 R35 LM R36 R37 R38 R-39 R46 R41 R42 R43 R44 éi

Figura 11 - Gel de eletroforese com o resultado da digestdo com a enzima RSA do segmento 16S do gene rDNA
amplificado do DNA dos isolados bacterianos de borra de vinho.

Grupo I: R4, R6, R8, R11, R15, R17, R21, R23, R25, R26, R27, R28, R29, R30, R32, R33, R34, R35, R37, R39,
R40, R42, R43, R44, C2.
Grupo II: R7, R16, R31, R36, R38, R41.



72

LM R4 R6 R7 R8 R11R15R16 R17 R21 R23 R25 LM R26 R27 R28 R29 R30 R31 R32 R33 R34 R35 LM R36 R37 R38 R39 R40 R41 R42 R43 R44 C2

Figura 12 - Gel de eletroforese com o resultado da digestdo com a enzima Haelll do segmento 16 S do gene rDNA
amplificado do DNA dos isolados bacterianos de borra de vinho.

Grupo I: R4, R6, R7, R8, R11, R15, R17, R21, R23, R25, R26, R27, R28, R29, R30, R32, R33, R34, R35, R37, R38,
R39, R40, R42, R43, R44, C2.
Grupo II: R16, R31, R36, R41.
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Levando em consideragdo as reacOes de restricdo do segmento
16S do gene rDNA com as cinco diferentes enzimas de restrigdo,
especialmente RSA e Haelll, os isolados bacterianos foram divididos
em trés grupos. O primeiro grupo contém os isolados R4, R6, R8, R11,
R15, R17, R21, R23, R25, R26, R27, R28, R29, R30, R32, R33, R34,
R35, R37, R39, R40, R42, R43, R44 e C2. O segundo grupo estd
constituido por R16, R31, R36 e R41. Os isolados R7 e R38 formam um
terceiro grupo, uma vez que na restricdo com RSA ficaram junto ao
segundo grupo e na restricdo com Haelll estavam no primeiro grupo.
Para a etapa de microvinificacdo, optou-se por levar um representante de
cada um dos dois primeiros grupos, juntamente com o isolado C2, que ja
havia sido utilizado em duas microvinificagdes com sucesso na FML,
podendo ser considerado um controle positivo para 0 experimento.
Como tecnicamente ndo ha diferenca entre os isolados pertencentes a
um mesmo grupo, poder-se-ia escolher de forma aleatéria as duas
bactérias para a proxima etapa no vinho. Uma vez que os isolados R31 e
R34 fazem parte do grupo com o0s maiores valores para a densidade
Optica no ensaio de crescimento em meio liquido e pertencem aos
diferentes grupos formados pela andlise 16S-ARDRA, foram
selecionados para a producdo de in6culo e adicdo ao vinho.

No estudo desenvolvido por Rodas e colaboradores (2003), que
foi a primeira descricdo na literatura da utilizagdo da técnica 16S-
ARDRA para identificacdo de espécies de BAL isoladas do vinho, 0
método foi capaz de discriminar 32 das 36 espécies de referéncia
testadas, pertencentes aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenocaccus, Pediococcus e Weissella. Os autores utilizaram as enzimas
Msel, Bfal e Alul e aplicaram a técnica para identificar 376 isolados de
BAL provenientes de amostras de vinho. Eles concluiram que o
protocolo descrito permite uma rapida e confiavel identificacdo em nivel
de espécie da maioria das bactérias presentes no processo de vinificacao,
mas apresenta uma limitacdo quando os organismos apresentam uma
grande homologia na sequéncia do rDNA 16S.

Em um trabalho desenvolvido com bactérias lacticas isoladas de
vinicolas japonesas, Sato e colaboradores (2000) utilizaram a técnica de
RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo) do
segmento rDNA 16S para tentar identifica-las. Entre as 12 espécies de
referéncia utilizadas (dos géneros Qenococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus e Pediococcus), Oenococcus oeni pdde ser diferenciada de
todas as demais pelo perfil de restricdio com a enzima Haelll. Em
seguida os autores realizaram novamente a restricdo com Haelll e com
Accll para o DNA de 44 isolados de O. oeni isoladas de vinho tinto,
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encontrando um perfil idéntico para todas elas. Eles concluiram entdo
que os isolados de O. oeni ndo apresentam variacdo interespecifica e a
técnica pode ser Gtil para distinguir esse microrganismo dos demais
encontrados no vinho.

5.4. Producao de indculo
5.4.1. Defini¢io do meio de cultura
O resultado do crescimento do isolado C2, com base nas leituras

de densidade Optica, nos seis diferentes meios de cultura ao longo de 6
dias estad mostrado na Figura 13.
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Figura 13 - Crescimento do isolado C2 em seis diferentes meios de cultura,
em funcdo do tempo de cultivo.

0,00

Com excecdo do meio MZLm, todos os demais forneceram as
condicdes necessarias para o crescimento satisfatério da bactéria. Apos
0s 6 dias de crescimento, as formulagbes MLO e ML foram as que
propiciaram a maior quantidade final de biomassa produzida, apesar de
no meio ML ter sido necessario um dia a mais para alcancar tal valor.
As velocidades maximas especificas de crescimento (umax) foram: 0,048
h™ no meio MRS; 0,023 h™ no MZLm; 0,059 h™ no MLO; 0,033 h™ no
MZL; 0,046 h™ no ML e 0,040 h™ no M25/25.

Com o meio MLO foi observada a maior velocidade e em 3 dias a
bactéria alcancou a fase estacionaria de crescimento. A menor
velocidade e menor producdo de biomassa foram verificados no meio
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MZLm. Nos demais meios o valor de pms ficou préximo, um pouco
maior para 0 MRS e ML em relagdo ao MZL e M25/25. O crescimento
no meio ML foi melhor do que no MRS, pois a quantidade de biomassa
produzida no final foi superior. O objetivo desse teste foi escolher o
meio que propiciasse 0 maior crescimento bacteriano e no menor tempo
possivel, para a producdo de grande quantidade de células que seriam
inoculadas no vinho. Portanto, em vista dos resultados o meio escolhido
seria 0 MLO. Entretanto, além de grande quantidade de biomassa com
alta viabilidade, também é necessario que as células mantenham a
atividade malolactica ativa, para poderem realizar com sucesso a FML
(GONZALEZ et al., 2011).

Maicas e colaboradores (2000) estudaram diferentes meios de
cultura para o crescimento bacteriano antes da inoculagdo no vinho e
também concluiram que MLO era o meio que oferecia as melhores
condi¢des de crescimento para O. oeni em laboratério. Porém, o estudo
mostrou que as células preparadas no meio MLO falharam na realizacédo
da FML quando inoculadas no vinho, enquanto as células que cresceram
em outros meios mantiveram sua atividade malolactica e conseguiram
completar a fermentagéo no vinho.

Outros estudos mais antigos também haviam chegado a essa
conclusdo, de que as células perdem sua resisténcia natural as condi¢des
adversas do vinho e falham como culturas iniciadoras da FML quando
crescidas no meio MLO (KRIEGER et al., 1993; HENICK-KLING,
1995). Entretanto, nenhum dos autores apresentou quais 0s componentes
do meio séo responsaveis por essa perda da atividade malolactica. Pode-
se tentar no futuro um planejamento experimental com mudancas na
composi¢do do meio MLO para o crescimento de culturas iniciadoras e
em seguida testes de microvinificacdo, a fim de tentar manter o
crescimento rapido sem prejudicar a atividade malolactica. Outra
possibilidade para uma producdo industrial seria agregar etapas de
crescimento no meio MLO com crescimento em outro meio, de forma a
tentar recuperar essa resisténcia das células as condi¢es do vinho sem
perder o bom rendimento e crescimento rapido atingido no MLO.

Devido a essas consideragdes, foi selecionado o meio ML para
ser utilizado na producdo dos indculos bacterianos para a etapa de
microvinificacdo. Os autores do artigo no qual esse meio foi sugerido
afirmam que a melhor velocidade de crescimento, rendimento da
biomassa e atividade malolactica sdo alcan¢ados com o crescimento das
bactérias em meio contendo frutose e glucose como as fontes de carbono
e com adicdo de L-malato. Eles testaram diferentes concentragfes desses
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componentes para chegar assim a composicao final do meio adotado
nesse estudo (KRIEGER et al., 1992).

5.4.2. Cinética de crescimento celular

Foram feitos pré-cultivos em meio ML dos isolados R31, R34 e
C2, que foram selecionados para os testes de microvinificacdo, a fim de
verificar o comportamento durante o crescimento. Os resultados da
leitura de absorbancia a 660 nm estdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14 - Crescimento dos isolados R31, R34 e C2 no meio de cultura
ML, em fungdo do tempo de cultivo.

O isolado C2 teve comportamento parecido com o teste anterior e
entre 0 quarto e quinto dias atingiu 0 maximo de crescimento. Os
isolados R31 e R34 atingiram o valor maximo em torno do terceiro dia,
apos o qual a biomassa comegou a diminuir. Os valores calculados para
tmsx foram: 0,079 h™* para o isolado R31; 0,085 h™* para R34 e 0,044 h™*
para C2. Os dois primeiros apresentaram valores bastante semelhantes
para a velocidade méxima especifica de crescimento e
significativamente superior ao isolado C2. O valor de pmax € constante e
caracteristico de um mesmo microrganismo quando cultivado no mesmo
meio e nas mesmas condi¢cdes. Observando-se o teste anterior para
selecdo do melhor meio de cultivo, nota-se que o valor de pmsx calculado
para C2 no meio ML foi 0,046 h ou seja, concordante com o
encontrado nesse novo teste.



77

N&o existe um consenso na literatura sobre qual o melhor
momento para a coleta das células, mas sabe-se que a escolha da fase de
crescimento no qual a biomassa sera separada do meio de cultivo para
preparo do starter para inoculagdo no vinho tem influéncia na
viabilidade celular e no desempenho da atividade malolactica
(KRIEGER et al., 1992). Kole e colaboradores (1982) mostraram que as
culturas centrifugadas obtidas no meio da fase logaritmica de
crescimento apresentaram a maior viabilidade. Em um estudo de Krieger
e Hammes (1988), foi concluido que as células coletadas entre 12 e 24
horas ap6s o inicio da fase estacionaria tiveram melhor sobrevivéncia e
atividade malolactica do que as células coletadas antes. Ja no estudo de
1992, Krieger e colaboradores mostraram que a atividade malol4ctica
das células foi maior bem no inicio da fase estacionaria. Em trabalho
conduzido por Beaman (2011), foi testada a atividade maloléctica das
células coletadas no comego, meio e final da fase logaritmica de
crescimento e comeco e final da fase estacionaria. Os resultados
mostraram que apenas ndo ocorreu a fermentacdo malolactica com as
células coletadas no inicio da fase exponencial, e que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre a atividade malolactica das
células coletadas em todas as outras fases testadas, ou seja, da metade da
fase exponencial ao final da fase estacionaria.

Neste trabalho, optou-se por coletar as células para preparo dos
inéculos no inicio da fase estacionaria do crescimento. Os isolados R31
e R34 tiveram o crescimento interrompido para o acondicionamento na
solucdo-tampéo apds 3 dias de crescimento, enquanto C2 teve um dia a
mais de incubag&o e foi retirado no quarto dia.

5.5. Microvinificagdes
5.5.1. Fermentacédo maloléctica

A evolucdo da FML foi acompanhada semanalmente pela
cromatografia em papel. Nao estdo mostrados todos os resultados, mas
nas Figuras 15 e 16 estdo ilustrados alguns exemplos representativos do
que foi observado nos tratamentos com o vinho Cabernet Sauvignon e
com o Merlot, respectivamente. A mancha mais proxima a extremidade
superior corresponde ao acido lactico e a mancha abaixo indica a
presenca do &cido malico. No caso dos vinhos Merlot, apareceu ainda
uma terceira mancha, posicionada mais proxima a extremidade inferior,
que representa o &cido tartarico. Nos vinhos Cabernet Sauvignon foi
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observado ao longo do tempo o desaparecimento da mancha do &cido
malico e aumento na intensidade da mancha do 4cido I4ctico,
procedimento que demonstra o inicio e conclusdo da FML. A
fermentagdo foi realizada com sucesso nos quatro tratamentos com
inoculacdo das bactérias, ou seja, nos vinhos que foram inoculados com
os isolados R31, R34 e C2 sozinhos e também na inoculagdo conjunta
de R31 e R34. Apenas no tratamento controle, sem adicdo de inéculo
bacteriano, ndo houve nenhuma mudanca nos resultados da
cromatografia durante o experimento e pode-se concluir também que
ndo ocorreu a FML espontaneamente. Nos vinhos Merlot, os resultados
da cromatografia mostraram-se constantes durante todo o experimento e
indicam que a FML néo foi iniciada em nenhum dos tratamentos. Na
Tabela 4 esta indicada a duracdo da FML para todos os tratamentos.

Figura 15 - Cromatografia em papel para os vinhos Cabernet Sauvignon (A)
antes da inoculacdo, (B) inicio da FML, (C) conclusdo da FML e (D) FML
ainda ndo iniciada.
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Figura 16 - Cromatografia em papel para os vinhos Merlot (A) antes da

inoculacéo e (B) FML ainda ndo iniciada.

Tabela 4 - Dura¢do da FML, do momento da inoculacdo até a verificacdo do
desaparecimento da mancha do acido malico na cromatografia em papel.

Cabernet

Inbculo : Merlot
Sauvignon

R31 30 dias Na&o iniciou

R34 30 dias Na&o iniciou

C2 45 dias Nao iniciou

R31 + R34 30 dias Nao iniciou

Sem inoculacédo Né&o iniciou Né&o iniciou

Com relacéo apenas ao tempo que demorou a concluséo da FML,
vemos gue nos vinhos Cabernet Sauvignon ndo houve diferenga entre os
isolados R31 e R34. A interacdo entre eles ndo causou inibicdo nem
estimulo da atividade malolactica, uma vez que a FML teve a mesma
duragdo que para os isolados inoculados separadamente. Para o isolado
C2 foi necessario um tempo maior para a conclusdo da FML, o que
sugere gue essa bactéria teve uma adaptacdo mais dificil as condicdes do
vinho ou os processos de producéo e reativacdo do indculo afetaram de
forma negativa a viabilidade e/ou atividade malolactica das células
dessa bactéria, em comparacdo com as outras duas. O fato de ndo ter
ocorrido a FML no tratamento sem inoculagdo de bactérias durante toda
a avaliacdo (ap6s 170 dias o experimento foi finalizado e parou-se de
realizar a cromatografia em papel), comprova que os vinhos da Serra
Catarinense tém condicfes bastante dificeis para o crescimento
bacteriano e que a dependéncia da fermentagdo espontanea caracteriza-
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se de fato num grande desafio para os vinicultores da regido. A
inoculacdo com bactérias isoladas da propria regido alcancou o objetivo
esperado de realizacdo da FML de forma rapida e completa e pode ser
uma solucao viavel para o problema.

Entre os vinhos Merlot, observou-se que ndo ocorreu a FML em
nenhum dos tratamentos. De acordo com a literatura, algumas
variedades de uva, especialmente Merlot, oferecem naturalmente maior
resisténcia ao desenvolvimento das bactérias para realizacdo da FML.
Em comunicacdo direta com a Dra. Sibylle Krieger-Weber, diretora da
pesquisa com bactérias de importancia enoldgica na Lallemand, foi
confirmado que endlogos do mundo todo tém encontrado dificuldade na
inducdo da fermentacdo malolactica em vinhos Merlot e algumas
pesquisas estdo em andamento a respeito desse tema.

Em um relatério de 2003 sobre um projeto de investigagdo dos
fatores que afetam a FML em vinhos da Africa do Sul, concluiu-se pelos
resultados que na maioria das demais variedades de vinho tinto se
consegue realizar a FML mais facilmente do que em Merlot. Os autores
sugeriram a adicao de suplementos nutricionais especificos para culturas
bacterianas e em alguns casos na pesquisa deles essa adicdo foi benéfica
para a conclusdo da FML (LOUBSER et al., 2003). A partir dessas
consideragdes, apds 60 dias do inicio do experimento foi realizada a
adicdo de nutrientes para bactérias lacticas Fermoplus Malolactique
(AEB Latino Americana), na concentracdo de 0,15 g/L, em todos o0s
tratamentos dos vinhos Merlot. Entretanto, os resultados da
cromatografia em papel continuaram mostrando que nao houve evolugdo
da FML, até 60 dias ap0s a adicdo dos nutrientes, ou seja, 120 dias apds
0 inicio do experimento. Loubser e colaboradores (2003) haviam
considerado que essa suplementagdo com nutrientes ndo garante o inicio
da FML em todos os casos e que especialmente em vinhos com baixo
pH e concentracdo elevada de SO, a adicdo de nutrientes pode ndo ter
nenhum efeito. Esse é o caso dos vinhos Merlot obtidos pela
microvinificacdo nesse trabalho, conforme mostrado na discussdo dos
resultados das analises fisico-quimicas na proxima secao.

Uma nova intervencdo foi feita nos vinhos Merlot 125 dias ap6s a
inoculacdo dos vinhos. Foi realizado um processo de remontagem, no
qual o contetdo das garrafas foi completamente transferido para uma
nova garrafa de vidro de 750 mL esterilizada e logo em seguida
novamente colocado na garrafa inicial. O procedimento foi feito com
duas das quatro repeticdes para cada um dos tratamentos. O objetivo foi
homogeneizar o conteldo das garrafas para descompactar a borra
formada no fundo e assim manter os nutrientes e as bactérias em
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suspensdo, assim como promover a micro-oxigenacdo do vinho, pois
esses processos podem ter efeitos positivos na FML. Em nova
cromatografia feita 45 dias apds essa remontagem, observou-se que ndo
houve nenhuma mudancga, ou seja, 170 dias apds a inoculagdo dos
vinhos ndo ocorreu a fermentacdo e possivelmente ndo haja mais
bactérias viaveis nas garrafas do Merlot, pelo contato com as condi¢des
desse vinho. Também é possivel que as bactérias ja ndo estivessem mais
viaveis desde o inicio da inoculacdo e esses procedimentos posteriores
de adicdo de nutrientes e homogeneizagdo ndo fariam diferenca. O
experimento foi finalizado e ndo foram realizadas novas cromatografias
apos esse periodo.

5.5.2. Analises fisico-quimicas

Imediatamente antes da distribuicdo dos vinhos Cabernet
Sauvignon e Merlot para as garrafas de vidro, onde foram realizadas as
inoculaces, foram feitas as analises fisico-quimicas. O laudo analitico
para as amostras iniciais dos dois vinhos esta apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Laudo analitico para os vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot
antes da inoculagdo com as culturas iniciadoras.

Andlise Cabernet Sauvignon Merlot
Acidez volatil (meg/L) 4,36 5,56
Acidez total (meg/L) 82,63 97,71
Acucares redutores (g/L) 5,04 5,04
SO, livre (mg/L) 0,992 2,992
SO, combinado (mg/L) 3,552 15,536
pH 2,78 2,56
Densidade do vinho (kg/m®) 993,00 993,00
Teor alcodlico (°GL) 10,40 10,50
Indice de Polifendis Totais
(mg/L Eag) 2.710 1.980
Cor 420 nm 0,537 0,368
Cor 520 nm 0,739 0,649
Cor 620 nm 0,151 0,088
indice de Cor Total 1,427 1,105

Teor de Cor 0,727 0,567
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A diferencga observada na acidez total entre os dois vinhos pode
estar relacionada ao &cido tartarico. Como observado na cromatografia
em papel, a mancha relativa ao acido tartarico apareceu apenas nos
vinhos Merlot e esse 4cido tem uma influéncia marcante na acidez total.
Apesar de ndo poder ser considerada a Unica causa da maior dificuldade
do desenvolvimento das bactérias lacticas, a maior acidez total do
Merlot em relacdo ao Cabernet Sauvignon tem influéncia quando
interagindo com os outros fatores. A presenca maior de &cidos pode
potencializar a acdo antibidtica exercida pelo SO,.

Com relagdo aos quatro fatores principais que influenciam na
evolugdo da FML, ou seja, temperatura, pH, teor alcodlico e
concentracdo de SO,, observa-se que apenas o pH estd na faixa
considerada de extrema dificuldade para o desenvolvimento bacteriano,
conforme a literatura. A temperatura dos dois vinhos foi mantida em 20
°C, valor considerado 6timo para as bactérias. O teor alcodlico dos dois
vinhos também estava adequado, em torno de 10,5 °GL. A concentracao
total de SO, é a soma do SO, livre com o0 combinado, e observa-se que
tanto para o Cabernet Sauvignon quanto para o Merlot esse valor ficou
abaixo de 30 mg/L e o teor de SO, livre foi menor do que 8 mg/L, ou
seja, dentro das condicdes favoraveis. O pH parece ser 0 maior desafio
encontrado pelas bactérias, uma vez que esta bem abaixo do valor 6timo
para o crescimento bacteriano. Na literatura geralmente se considera que
0 pH abaixo de 2,9 oferece condicdes criticas as bactérias malolacticas,
e os resultados da analise mostraram pH de 2,78 para o vinho Cabernet
Sauvignon e 2,56 para o Merlot. Essas condicBes bastante acidas sdo
tipicas dos vinhos de altitude.

Os quatro parametros principais ndo devem ser analisados de
forma separada, uma vez que o efeito deles no vinho depende da atuagao
em conjunto. Valores muito baixos de pH acabam potencializando o
efeito prejudicial do SO, sobre as bactérias, como ja mencionado. Como
0 pH do Merlot foi menor do que o Cabernet Sauvignon e o nivel de
SO, total foi maior, a interacdo desses dois fatores pode ser uma das
explicacdes para a falha da FML nos vinhos Merlot. As mesmas
bactérias foram inoculadas na mesma quantidade nos dois vinhos, entéo
por algum efeito inibidor das condigbes fisico-quimicas do Merlot elas
ndo foram capazes de se desenvolver como ocorreu no Cabernet
Sauvignon.

Algumas cepas de levedura também podem afetar indiretamente a
FML. O esgotamento dos nutrientes e a producdo de substancias tdxicas
sdo formas de a levedura impactar negativamente o crescimento das
BAL. De acordo com as fichas técnicas das leveduras empregadas
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(Lallemand), a Lalvin ICV D 254 (utilizada para o Cabernet Sauvignon)
possui uma exigéncia considerada média por nitrogénio assimilavel,
enquanto a Lalvin QD 145 (Merlot) uma exigéncia entre média e alta, de
forma que a segunda pode ter deixado menos nutriente disponivel para
as bactérias. Quanto a producdo de acidez volatil, a cepa QD 145 é
responsavel por muito baixa producdo e a cepa ICV D 254 tem
producdo moderada. No entanto, nos resultados das analises observa-se
que a acidez volatil nos vinhos Merlot foi maior do que nos Cabernet
Sauvignon.

O SO, combinado tem um menor efeito antibacteriano, a maior
acdo sobre as bactérias € exercida pelas formas de SO, livre, dentre as
guais 0 SO, molecular é a forma mais ativa e com o maior efeito
antimicrobiano. Sua concentragdo aumenta com a diminuicdo do pH e
aumento na temperatura e teor alcodlico. Ha uma equacao que relaciona
a concentragdo de SO, molecular com a concentracdo de SO, livre e 0
pH do vinho (Equacédo 1) (KRIEGER-WEBER, 2014).

[sO,molecular | =[SO, livre]/(10P"+#Y + 1) )

Onde as concentracBes de SO, sdo utilizadas em mg/L. Para o
vinho Merlot o valor calculado para a concentragdo do SO, molecular
foi 0,45 mg/L e para o Cabernet Sauvignon foi apenas 0,10 mg/L. O
nivel considerado letal para as bactérias do vinho esta na faixa de 0,30-
0,50 mg/L, mostrando que essa condicéo fisico-quimica (pH e SO,) seja
o fator responsavel pela inibicdo das bactérias inoculadas no Merlot
(KRIEGER-WEBER, 2014).

O teor de SO, sofre influéncia também de uma série de
compostos que estdo presentes no vinho e agem combinando-se com o
dioxido de enxofre e dessa forma reduzem sua influéncia sobre as
bactérias. Seria muito dificil quantificar todas essas substancias, mas,
pelos resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que a reducdo
do nivel de SO, foi maior nos vinhos Cabernet Sauvignon do que no
Merlot. Uma possibilidade para reduzir a concentracdo de SO, seria 0
processo de dessulfitacdo, utilizado para reduzir os teores de SO, de
mostos armazenados, que consiste no aquecimento do liquido através de
vapor de 4gua a uma temperatura de 90 °C, causando a volatilizagéo do
S0,. O procedimento é feito num complexo de serpentinas onde ocorre
a troca de calor entre os fluxos de entrada e saida do mosto. Contudo, a
pratica da dessulfitagdo modificaria a estrutura dos componentes
volateis do vinho, especialmente o alcool.
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Uma alternativa viavel seria diminuir o0 SO, que é adicionado na
forma de metabissulfito, mas aumentar-se-ia o risco de possibilitar o
crescimento de microrganismos prejudiciais ao vinho. Seria possivel
realizar um estudo para relacionar o nivel de acidez do vinho com a
concentracdo de metabissulfito que pode ser adicionada sem prejudicar a
adaptacdo da cultura inoculada e a evolugdo da FML. Vale destacar que
mesmo com esse protocolo ndo se poderia garantir o sucesso da
fermentacdo em todos os casos, mas neste estudo parece ser um fator de
bastante relevancia.

Em condicGes especificas, certas cepas de leveduras sdo também
capazes de produzir altas concentragbes de SO,, uma explicacdo que
ajudaria a corroborar as observagdes anteriores sobre o efeito do enxofre
nos vinhos Merlot. Considerando as informag6es técnicas das leveduras
empregadas, tanto Lalvin QD 145 quanto Lalvin ICV D 254 séo
consideradas cepas de baixa producdo de SO,, mas na ficha da ICV D
254 ainda consta que ocorre forte consumo de SO, durante a
fermentacdo, o que possivelmente ajudou a deixar o nivel de dioxido de
enxofre menor nos vinhos Cabernet Sauvignon. Outra informagédo
presente apenas na descricdo da cepa Lalvin ICV D 254 diz que essa
levedura é fortemente recomendada pela sua compatibilidade com a
fermentacdo maloléctica, o que estd de acordo com os resultados
encontrados na presente investigagdo, uma vez que a FML foi concluida
de forma satisfatria nos vinhos Cabernet Sauvignon produzidos com
essa levedura.

Outro fator da composicdo fisico-quimica que pode ter relacdo
com as diferengas no crescimento e metabolismo das bactérias e no
resultado da FML nos vinhos Merlot e Cabernet Sauvignon é o perfil
polifendlico (BAUER e DICKS, 2004). No presente experimento, a
microvinificacdo seguiu praticamente 0 mesmo protocolo para as duas
variedades de uva, com diferenca apenas na levedura inoculada, e nédo
houve maturacdo em barril de carvalho. Portanto, a diferenga no
conteldo de polifendis deveu-se as uvas e ao metabolismo das
leveduras.

A partir da analise feita com o reagente Folin-Ciocalteau
realizada nos vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot, o Unico resultado
que se pode inferir é que o teor de polifendis totais nos vinhos Merlot é
menor, ndo ha informacdo quanto ao perfil fendlico dos vinhos. Em um
estudo de Lucena e colaboradores (2010), o nivel de polifendis totais e
também de alguns compostos especificos foi medido em oito vinhos da
regido Nordeste do Brasil. Apesar do clima e solo serem muito
diferentes da Serra Catarinense, é interessante observar a comparagao
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entre um vinho da variedade Merlot e dois de Cabernet Sauvignon. Na
andlise do conteido fenodlico total, as concentragdes foram similares
para os trés vinhos, com o Merlot em posicao intermediaria entre os dois
Cabernet Sauvignon. Entretanto, em relacdo ao teor de antocianinas, que
conforme citado na literatura tem influéncia positiva na atividade das
BAL, o vinho Merlot apresentou menos da metade da concentracdo dos
outros dois.

Uma avaliagdo mais ampla foi feita por Granato e colaboradores
(2010), que compararam o conteudo fenolico em 26 vinhos produzidos
em diferentes regides do Brasil, entre eles 10 Cabernet Sauvignon e 6
Merlot. Houve uma variagdo muito grande nas concentracBes de
polifendis totais, antocianinas e flavonoides entre os vinhos da mesma
variedade. Fazendo-se uma média entre os valores dos vinhos da mesma
variedade, o resultado das trés concentraces foi maior para os vinhos
Merlot, o que difere do resultado descrito no outro artigo e neste
trabalho.

Uma investigagdo mais recente foi conduzida apenas com vinhos
Merlot, produzidos na regido da Serra e da Campanha Galchas, estado
do Rio Grande do Sul. O vinho produzido na Serra apresentou um teor
alcodlico e pH mais baixos e acidez total mais elevada, caracteristicas
tipicas dos vinhos de altitude. Com relagdo ao conteido fendlico,
guando comparado aos demais o vinho Merlot produzido na Serra teve
um indice de polifendis totais mais baixo, com concentracdes maiores
de antocianinas e menores de taninos (DAUDT e FOGACA, 2013).

Como na maioria dos estudos existentes na literatura as
antocianinas sdo favoraveis a FML enquanto os taninos séo
desfavoraveis, poder-se-ia pensar que no nosso caso a fermentacdo seria
mais facil no Merlot do que no Cabernet Sauvignon, ao contrario do que
foi observado, levando em conta apenas a influéncia dos polifendis. No
entanto, essas consideracdes sdo apenas especulagcdes, uma vez que ndo
houve acesso as concentragbes de cada um dos grupos de compostos
fendlicos nos vinhos produzidos nesse trabalho, e como citado
anteriormente essa interacdo varia muito de acordo com a cepa
bacteriana, polifenol e concentracéo.

Devido a complexidade do vinho e as inimeras varidveis que
afetam o crescimento microbiano (pH, concentracdo de SO,, falta de
nutrientes, interagcdo com as leveduras, composi¢do dos polifendis, entre
outros), ndo se pode atribuir a dificuldade encontrada aqui com o0s
vinhos Merlot a apenas um dos parametros ambientais e fisico-
quimicos. Pode ter ocorrido sinergia entre varios fatores, que
contribuiram para que as bactérias ndo conseguissem se desenvolver
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adequadamente, enquanto as dificuldades ndo foram téo impeditivas nos
vinhos Cabernet Sauvignon e a FML p6de ser concluida rapidamente.

Apos a conclusdo da FML em todas as garrafas dos vinhos
Cabernet Sauvignon, com excegdo do controle sem inoculagdo, foram
feitas novamente todas as andlises fisico-quimicas, em trés das quatro
replicatas de cada tratamento. Os valores médios de cada um dos
parametros analisados foram utilizados para comparar as diferentes
bactérias inoculadas entre si e verificar as altera¢gdes causadas pela FML
em relagdo as andlises iniciais antes da inoculagdo. Os resultados estéo
mostrados na Tabela 6, junto com os resultados obtidos antes da
inoculacdo. N&o foram realizadas novas analises fisico-quimicas nos
vinhos Merlot, uma vez que ndo ocorreu a FML.

Tabela 6 - Laudo analitico de vinhos Cabernet Sauvignon apds a finalizacéo
da FML. R31, R34 e C2 sdo os tratamentos com BAL, enquanto Inicial é o
vinho antes da inoculacdo. Os dados sdo a média de trés repeticles e as
letras iguais nas mesmas linhas indicam valores que ndo diferem entre si
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Andlise R31 R34 Fg’;; C2  Inicial
Acidez volatil 812° 796  900° 765 436"
(meg/L)

Acidez total (meg/L)  68,74° 66,31 70,09° 71,43  82,63°
'a‘jt‘):ares redutores  gpom  ggg® 3370 3080 504°
S0, livre (mg/L) 7058  711* 598  813° 0,992
SO, combinado 14777 1477° 1285 1310° 3552°
(mg/L)

pH 2901° 297 289 289 278
Densidade dovinho 50 o2 997 672 996,00° 998.33° 993,007
(kg/m°)

Teor alcodlico (°GL) ~ 10,77°  10,80° 10,67 10,47*  10,40°
indice de Polifenois a a a a a
Totais (mg/L Eag) 2470° 2590° 2560 2.550° 2.710
Cor 420 nm 0,45°  046®  0,44° 0,43° 0,542
Cor 520 nm 0,52 0,54° 0,52° 0,52° 0,742
Cor 620 nm 0,13*  0,14* 013  012*  0,15°
indice de Cor Total 1,10 1,14 1,09 1,06" 1,43
Teor de Cor 0,85 0,86° 0,842 0,83 0,73°
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Pode-se observar que os resultados foram bastante semelhantes
para os quatro tratamentos e de fato ndo houve diferenca estatistica
significativa em nenhum dos parametros avaliados. Do ponto de vista
apenas das altera¢des fisico-quimicas causadas no vinho, conclui-se que
ndo ocorreram diferencas entre as trés bactérias selecionadas para a
microvinificacdo e essas analises ndo permitem determinar qual delas
seria a mais adequada para a utilizagdo como cultura iniciadora.

Em comparagdo com 0s mesmos parametros avaliados antes da
inoculacdo das BAL, descrito como Inicial na Tabela 6, percebem-se
algumas alteragbes causadas no vinho pela FML. Apesar de
estatisticamente ndo haver diferenca, percebe-se pelos valores das
médias que houve diminuigdo na acidez total e leve aumento no pH, que
sdo as principais consequéncias da descarboxilacdo enzimatica do &cido
méalico em 4&cido l&ctico. Essas alteragbes sdo bastante sutis e
normalmente espera-se que o pH tenha uma elevag¢do em torno de 0,2. A
acidez volatil aumentou, causada pelo consumo de acUcares residuais
com producdo de &cido acético no metabolismo bacteriano, mas
manteve-se dentro do limite estabelecido em legislacéo. O valor maximo
definido para a acidez total é de 130,0 meg/L e para a acidez volatil é
20,0 meg/L, portanto esses dois parametros estdo adequados, assim
como o teor alcodlico, que deve estar entre 10,0 e 13,0 °GL (BRASIL,
1988a).

Outro efeito desejavel da FML é a estabilizacdo microbioldgica,
causada pelo consumo de aglcares pelas bactérias malolacticas e
diminuicdo da concentracdo disponivel para crescimento de outros
microrganismos. De fato, houve diminuicdo na concentracdo de
acucares redutores. Os teores de SO; livre e combinado estdo maiores do
gue na analise inicial, mas isso ocorreu devido a adicdo de
metabissulfito logo apds a finalizacdo da FML, também visando conter
0 crescimento de microrganismos contaminantes. O limite maximo
estabelecido na legislagdo para a concentragdo do anidrido sulfuroso
total é de 350 mg/L, portanto todos os vinhos estdo ainda bem abaixo do
limite. Houve diferenca significativa em alguns parametros relacionados
a cor do vinho, mas esse comportamento esta pouco relacionado com o
metabolismo bacteriano e tem sua explicagdo nas relagbes de
concentracdo entre taninos e antocianinas e reacdes de polimerizacéo e
oxidacdo. Nos demais pardmetros houve pouco ou nenhum efeito do
crescimento bacteriano. Esses resultados mostram que levando em
consideracdo apenas 0s aspectos fisico-quimicos, as trés bactérias
utilizadas podem ser consideradas adequadas para inocula¢do dos vinhos
de altitude para realizacdo da fermentagdo maloléctica.
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5.5.3. Andlise sensorial

A realizacdo da fermentacdo malolactica pelas bactérias
inoculadas apresentou efeitos sobre os pardmetros sensoriais nos vinhos
Cabernet Sauvignon. Uma comparacdo entre os cinco diferentes
tratamentos estd mostrada na Figura 17. Os pesos dos atributos
sensoriais foram convertidos em uma escala de 0 a 1 e representados no
diagrama com uma visdo ampliada na faixa entre 0,6 e 0,9, sendo que
nesse tipo de grafico os valores menores estdo mais préximos ao centro
do radar e os valores maiores nas extremidades dos eixos.

Limpidez

Aspecto Global Intensidade (0)

R31

— R34

Persisténcia (g) Nitidez (0) -

= = = R31+R34
Qualidade (g) Qualidade (0) == .. C2

Nitidez (g ntensidade (g)

Testemunha
Cabernet

Figura 17 - Médias dos atributos sensoriais avaliados para trés repeticdes em
vinhos Cabernet Sauvignon inoculados com diferentes BAL. Testemunha é o
tratamento néo inoculado.

Podem-se destacar os atributos de qualidade, tanto olfativa
quanto gustativa, o aspecto global e a soma geral dos pontos, que
colocaram claramente os vinhos inoculados a frente do vinho sem
inoculacdo. A qualidade esta relacionada com o grau de aceitacdo do
vinho, se ele apresenta caracteristicas agradaveis ao paladar e ao olfato.
O aspecto global avalia o equilibrio, tipicidade, sensacao tatil e auséncia
de defeitos no vinho, e representa a percepcdo geral do degustador. Nos
critérios de nitidez, em que se considera um vinho nitido quando
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apresenta perfume e/ou gosto Unico, sem alteragBes organolépticas que
atrapalhem a percepcdo, também todos os vinhos inoculados tiveram
avaliacbes melhores. A soma final dos pontos leva em consideragdo 0s
pesos diferenciados que cada atributo possui, sendo que os critérios de
gualidade sdo os que impactam de forma mais significativa a pontuacéo
final.

A amostra que ndo recebeu a inoculagdo de bactérias e na qual
mesmo apos 170 dias de inicio do experimento ndo houve a FML
espontanea, destacou-se nos atributos visuais, que sdo a limpidez e o
aspecto. Uma possivel explicacdo é que nos vinhos inoculados houve
crescimento bacteriano para a realizacdo da FML e isso causou uma
maior turvac¢do do vinho, diminuindo as notas na avaliacdo visual. De
fato, todos os vinhos avaliados receberam notas menores no quesito de
limpidez do que no aspecto visual. No entanto, € necessério considerar
gue os vinhos avaliados ainda ndo estavam prontos e precisariam passar
ainda por etapas de estabilizacdo e clarificagdo, que diminuiriam a
turbidez e melhorariam esses atributos visuais.

Nos atributos de intensidade olfativa e gustativa deve-se avaliar a
grandeza da percepcdo dos aromas e gostos no vinho,
independentemente da condi¢do de preferéncia pessoal do avaliador.
Sendo assim, este atributo deve ser meramente indicativo do nivel de
percepcao global dos diferentes aromas presentes no vinho, levando em
conta o nivel de impacto sensorial individual a cada membro do painel.
No gréfico percebe-se que o vinho sem inoculagdo ficou em posigdes
intermediarias entre 0s outros tratamentos nesses dois critérios,
entretanto nos comentarios escritos pelos degustadores na ficha de
avaliacdo fica claro que as sensagOes intensas que eles demonstraram
estavam relacionadas a defeitos organolépticos. O atributo de
persisténcia avalia quanto tempo o vinho evolui na boca, seja com uma
sensacdo boa ou ruim. Assim como na intensidade, na avaliagdo da
persisténcia todos os vinhos receberam notas elevadas e préximas entre
si, com a amostra sem inoculacdo em posicGes intermediarias.

Com relacgdo as diferencas entre os tratamentos testados, pode-se
afirmar que as bactérias R31 e C2 destacaram-se mais do que R34 e a
interacdo entre R31 e R34. A bactéria R34 teve um desempenho mais
relevante nos critérios de intensidade gustativa e olfativa e no aspecto
visual, nos quais teve uma avaliagdo melhor e mais préxima dos demais
tratamentos. Nos outros critérios, essa bactéria se posicionou de modo
geral de maneira inferior as demais. A interacdo entre R31 e R34 teve
seu melhor resultado na intensidade olfativa e teve a segunda melhor
avaliacdo no aspecto global. De fato, relatou-se nos comentérios dos
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jurados que o0s vinhos produzidos com essa interacdo possuiam
notadamente mais aromas frutados, que geralmente tendem a agradar na
percepcao final, mesmo que em outros critérios a percepgao nao tenha
sido tdo favoravel. A bactéria R31 teve boas avaliagdes nos critérios
visuais e gustativos, mas foi inferior a C2 nos atributos do olfato. O
melhor desempenho geral foi observado para o isolado C2, que obteve
nota maior ou igual aos outros isolados em todos os critérios avaliados.
Essa bactéria teve avaliagbes bastante positivas nos critérios de
intensidade e qualidade, tanto olfativa quando gustativa, bem como na
apreciacdo global. Como esses atributos tem maior peso sobre a nota
final, consequentemente C2 acabou tendo a melhor avaliagdo geral entre
0s tratamentos testados.

Apesar dos melhores resultados do ponto de vista sensorial, o
isolado C2 demorou mais para realizar a FML, apresentou crescimento
mais lento no meio de cultura e foi o0 Udnico que produziu
(qualitativamente e em meio de cultura) amina biogénica. Os isolados
R31 e R34 apresentaram crescimento mais rapido na fase de producédo
do in6culo e concluiram a FML em tempo 50% menor do que C2, com
uma andlise sensorial bastante positiva. Assim, os trés isolados sdo
indicados para utilizagdo em vinificagdes.

Para confirmar algumas observagdes e mostrar de forma mais
clara as correlagbes entre as variaveis, foi feita uma analise de
componentes principais (PCA) (BORGHEZAN et al., 2011), mostrada
na Figura 18.
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Figura 18 - Analise de componentes principais (PCA) para a avaliacdo
sensorial dos vinhos Cabernet Sauvignon obtidos com diferentes BAL (R1,
R34 e C2) para a FML. (A) Distribuicdo das varidveis avaliadas e (B)
Distribuicdo dos tratamentos realizados. Testemunha é o tratamento ndo

inoculado.
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O gréafico mostra que nesse painel de avaliacdo sensorial 0s
atributos visuais (aspecto e limpidez) ficaram em posicdo oposta aos
critérios de qualidade e aspecto global, confirmando que mesmo a
avaliacdo mais baixa dos vinhos inoculados quanto ao visual, devido a
presenca de turbidez, ndo influenciou muito na aceitacdo geral. O
aspecto visual e a limpidez apresentaram uma elevada correlagdo entre
eles, de 0,91, enquanto para o aspecto visual/aspecto global e para a
limpidez/qualidade olfativa os coeficientes de correlacdo foram bastante
negativos, de -0,71 e -0,63, respectivamente. A intensidade gustativa e a
persisténcia tiveram um padrdo semelhante de percepcdo pelos
avaliadores (correlacdo de 0,81), porém a persisténcia esteve mais
relacionada com os atributos de nitidez enquanto a intensidade gustativa
foi avaliada de forma mais parecida com os aspectos visuais.

Os critérios de nitidez olfativa e gustativa tiveram coeficiente de
correlagdo bastante elevada com as respectivas qualidades olfativa e
gustativa (0,98 e 0,91, respectivamente). A soma geral de pontos teve
correlagdes maiores de 90% com os dois critérios de qualidade e nitidez,
tanto olfativa quanto gustativa. A apreciacdo global dos vinhos teve a
maior correlacdo com os aspectos sensoriais do olfato, um pouco menor
com os critérios do paladar e correlacdo negativa com a avaliagdo visual.

O fator 1 foi capaz de explicar 59,38% da variacdo dos dados e o
fator 2 somou mais 26,30% das alteracBes percebidas, correspondendo
juntos a 85,68% das variagOes sensoriais avaliadas nos vinhos Cabernet
Sauvignon obtidos com a inoculagdo das BAL. No gréafico B da Figura
18, observa-se 0 posicionamento dos tratamentos testados. Confirmando
as avaliacGes do grafico em radar, pode-se perceber que o tratamento
testemunha teve destaque nos atributos visuais. A inoculagdo com a
bactéria R34 gerou avaliagbes intermediérias, um pouco melhor no
aspecto visual. A interacdo entre R31 e R34 se destacou nos critérios
olfativos e na apreciacdo global, enquanto que R31 esteve entre as
melhores notas nos quesitos gustativos e conseguiu boa pontuacéo final.
Em geral, os vinhos produzidos com inoculacdo da bactéria C2 tiveram
a melhor avaliacdo, com destaque nos atributos de qualidade e nitidez.
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6. CONCLUSOES

e A diversidade de BAL em borra de vinhos de altitude ¢é baixa, o
que corrobora a dificuldade da FML ocorrer espontaneamente;

e No caso de se utilizar borras de vinhos como inoculo de BAL,
elas devem ser conservadas sob refrigeracdo (8-10 °C), ou,
quando possivel, por liofilizacéo;

e Devido as muitas caracteristicas morfoldgicas compartilhadas
pelas BAL, analises moleculares sdo importantes para
diferenciagéo e triagem de isolados. E interessante analisar ainda
as caracteristicas bioquimicas e cinéticas;

e AuvaliacGes fisico-quimicas e sensoriais comprovaram 0 SUCesso
da inoculagdo de BAL nos vinhos da variedade Cabernet
Sauvignon. Também se confirmou a dificuldade de realizagdo da
FML espontanea. Ficou claro que a inoculagdo com BAL ¢ a
alternativa adequada para solucéo desse problema, frequente nos
vinhos finos produzidos na Serra Catarinense;

e Os isolados C2, R31 e R34 sdo indicados para inoculacdo em
vinhos de altitude para realizacdo da FML;

e A falha na FML nos vinhos Merlot mostrou que somente a
inoculacdo ndo é uma garantia de sucesso.
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Sugestdes de trabalhos futuros

e Otimizar o meio de cultura e as condi¢cdes de produgdo dos
indculos bacterianos e realizar testes em biorreator;

e Comparar a atividade malolactica das culturas bacterianas
coletadas em diferentes fases de crescimento e em distintas
concentracdes;

e Testar diferentes métodos de conservacdo dos indculos com
relacdo a estabilidade, viabilidade das células e manutencéo da
atividade maloldctica;

e Comparar diferentes momentos de inoculacdo no vinho e a
interacdo das bactérias com diferentes linhagens de leveduras
comerciais.
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ANEXO A
FICHA DE DEGUSTAGAO
Degustador: Data: I:l:l:l
Amostra N° 1 Safra: 2 Safra: 3 Safra: 4 Safra: 5 Safra:
Tipo de Vinho
£ 2 = g £ 2 = 2 € g
. 2lel |-15| 8|3 &8 2|3 | &8 2|8 | 5| 2|3 _| 5
Descritores Q@ S|l @ Slo|l @ S| o o 8| o K] 8| o
812lelzl5] 8|12l 25| 812|232 5| 82| <l 3 3| 82| ¢<l3s
d|s|a|lz|8] d|=|a| e8] d|s|A| x| 8] I 3| 8|l & &] &3] 8| £
Visual Limpidez 5[ 4] 3] 2] 1 5[ 4 3 2| 1 5[ 4 3] 2] 1 5 4 3 2 1 5| 4 3[ 2[ 1
Aspecto 10| 8| 6] 4| 2| 10/ 8 6/ 4] 2| 10/ 8] 6| 4 2 10, 8] 6/ 4] 2| 10| 8] 6] 4 2
Intensidade 8 7] 6] 4 2 8] 7] 6] 4 2 8] 71 6] 4] 2 8 7 6 4 2 8] 7 6] 4| 2
Olfato  |Nitidez 6| 5/ 4 3] 2 6| 5| 4] 3| 2 6| 5] 4 3] 2 6l 5 4 3 2 6] 5 4 3[ 2
Qualidade 16| 14] 12 10| 8| 16|14| 12| 10| 8| 16[ 14| 12| 10| 8 16| 14| 12| 10 8 16| 14| 12| 10| 8§
Intensidade 8| 7| 6| 4] 2| 8| 7] 6] 4 2 8l 7 6] 4 2 8| 7 6] 4 2 8 7| 6] 4 2
Gosto Nitidez 6] 5] 4] 3] 2| 6[5 4 32 6] 5| 4 3 2 6| 5 4 3 2 6| 5 4] 3| 2
Qualidade 22| 19( 16| 13| 10[ 22[19| 16| 13|/10] 22| 19| 16| 13| 10{ 22 19| 16| 13| 10[ 22| 19| 16/ 13| 10
Persisténcial 8| 7| 6| 5] 4/ 8] 7[ 6] 5 4 8| 7[ 6] 5 4 8| 7/ 6] 5 4 8 7| 6] 5 4
Aspecto Global 11110 9 8| 7| 11)10] 9| 8| 7 11{10] 9] 8] 7 11 10 9 8 7 11] 10 9 8] 7
Total de Pontos Soma: Soma: Soma: Soma: Soma:
Amostra 1:
Amostra 2:
Amostra 3:
Amostra 4:
Amostra 5:




