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CARACTERIZACAO QUIMICA
DE VINHOS INOCULADOS COM BACTERIAS LACTICAS

ARLETE MENDES FAIA

Universidade de' Tras-os-Montes e Alto Douro

RESUMO

A ferimenta¢fo malolactica’ foi induzida pela inoculagio; com diversas
estirpes em. varios  lotes, de -vinhos diferentes, apéds o esgotamento- total
dos' agucares pelas leveduras. Foram utilizadas varias estirpes de bactérias
lacticas isoladas de vinhos e pertencentes as ' espécies. Leuconostoc :0enos;
Pediococeus dammosus e Lactobacillus - detbrwekii. -Procedeu-se & anilise
quimica -dos vinhog. resultantes; incluindo a determinagdo de alguns com-
postos volateis por cromatografia . gasosa.De:acordo com: os resultados
obtidos ndo foram: detectadas diferencas significativag entre  os- vinhos
fermentdados com: as- vArias: estirpes:: Todavia, observou-ge um  acréscimo:
na: concentragio-total dos- alcoois superiores nalguns vinhos e noutros um
decréscimo quando: comparados com: o:-controlo. Isto - leva-nos: a admitir
que: provavelmente - a composi¢do - do . vinho -terd maior influéncia ~que &g
estirpe na- formacio destes compostos. Observou-se também um-: acréscimo
no. teor de acetaldeido num dos -ensaios e um decréscimo no valor' deste
composto noutra. experiéncia. Detectou-se: ainda um problema de antago-
nismo’entre. a espécie Lactobacillus. delbruelii & uma. estirpe indigena,

INTRODUGCAO:

A fermentacdo malolactica, descarboxilacdo do 4cido L(-)
mélico a 4cido L(+) lactico, pela actividade metabdlica de
bactérias lacticas, tem sido considerada indispensivel a quali-
dade dos vinhos tintos. Nos vinhos muito 4cidos, é particular-
mente importante pela reducéo de acidez e elevacio do pH que
provoca. Pelo contrario, nos vinhos com’ acidez baixa pretende-se
apenass, com: & -sua-ocorréncia; a obtencdo de estabilidade micro-
biolégica e melhoria no aroma e sabor dos vinhos. A modifica¢do
do aroma é atribuida & formacio de 4cido lictico e outros pro-
dutos como a acetoina; o diacetilo e o 2;3-butanodiol (Fornachon
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e Lloyd, 1965; Kunkee, 1967 e 1974; Mascarenhas, 1984). Além
disso, tem sido. observado um  acréseimo na concentracio -de
compostos volateis nomeadamente acido acético, alguns ésteres,
succinato de etilo (Pilone et al., 1966) lactato de etilo e 2,3-buta-
nodiol (Zeeman et al., 1982) e ainda véarios 4lcoois superiores
(Radler, 1972). Porém, enquanto alguns autores salientam os
beneficios da inoculacio com estirpes bacterianas seleccionadas
a fim de evitar maus aromas associados a fermentacbes espon-
taneas (Beelman et al., 1977 e 1980; Giannakopoulos et al., 1984),
outros nio observaram diferencas significativas nas caracte-
risticas quimicas e organolépticas dos vinhos, desacidificados
por diversas estirpes (Pilone e Kunkee, 1965) ou desacidificados
guimicamente ‘(Castino et al., 1975).

- Por isso, 0 objectivo deste, trabalho foi avaliar os efeitos
da inoculacio, com diversas espécies de bactérias lacticas, nas
caracteristicas quimicas dos vinhos; prlnClpalmente na coneen-
tragdo de alcoms superxores

MATERIAL E METODOS
Organismos e condigées de cresczmento

Foram ‘utilizadas neste trabalho varids  estirpes: de Leu-
conostoc oenos, Pediococcus damnosus e Lactobacillus delbrukii.
As estirpes mantidas no frigorifico a 5°C, foram repicadas
para TGB caldo e posteriormente repicadas para GB. Apos
uma, ‘semana de incubacio a 25°C, o crescimento: foi avaliado
por turbidimetria e a inoculacio dos vinhos foi efectuada com
aproximadamente o mesmo niimero de células em todas as
estirpes. :

Meios de cultura

TGB — Este meio de cultura é constituido por 29% de trip-
tona, 0,5 % de peptona, 0,5'% extracto de levedura, 0,5% de
glicose, 0,19% de extracto de figado e 0,005'% de Tween 80.
Todos estes ingredientes. foram adicionados a sumo de tomate
diluido (5 vezes) e o pH foi acertado a 4,5 com 4cido fosférico.
O meio de cultura GB tem igual composicio quimica nio se
fazendo porém a adicdo do sumo de tomate.
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Vinhos

Foram utilizados neste ensaio vinhos das colheitas de 1986
e 1987, de proveniéneia diversa, apds esgotamento total dos
aclcares. Antes da inoculagio; os vinhos foram centrifugados
a 10 000 g durante 15 minutos, sendo seguidamente distribuidos
em garrafoes de 2,5 litros, em triplicado. Parte dos vinhos foram
também esterilizados por filtracio, através de membranas de
0,2 um de poro e distribuidos em frascos de 500 ml, em duplicado.
Procedeu-se seguidamente & inoculacio dos vinhos (1'%) e em
todos os ensaios foram “utilizados ‘como controlos vinhos nio
inoculados.

Andlises efectuadas

A acidez tituldvel e a acidez volatil foram determinadas
pelos métodos descritos por Ribereau-Gayon et al. (1971). O di6-
xido de enxofre livre e combinado foram avaliadog pelo método
de Rlpper O pH foi determinado por potenciometria, num apa-
relho ORION 601A com eléctrodo combinado.

O desaparecimento do 4cido mélico e o aparecimento do
‘acido lactico foram avaliados qualitativamente por: ¢romato-
grafia em papel, diariamente durante a primeira semana e
depois uma vez por semana.

A avaliacdo quantitativa dos compostos volateis dos vinhos
foi efectuado num cromatégrafo VARIAN 3700. Utilizou-se uma
coluna 1540-10 % Carbovax-WAW de 60 a 80 mesh e com
7,5 metros. Como fase mével utilizou-se o azoto e um fluxo
de 25 c¢m’® min.~* e um detector FID. Os resultados foram regis-
tados e integrados num VARIAN CDS 401. As condicOes de
funcionamento do cromatégrafo gasoso foram as seguintes:
temperatura do detector 210°C, do injector 180°C, e da coluna
91° C. Injectou-se 0,51 de destilado e foi utilizado o 4-metil-
-2-pentanol como padrfo interno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

: Na colheita de 1981 inicidmos o isolamento de estirpes
bacterianas de vinhos tintos, apds a ocorréncia da fermentacio
malolactica. As estirpes foram identificadas, pelo sistema API
€ por métodos convencionais, tendo-se verificado que a maioria
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se englobava na espécie Leuconostoc oenos (Mendes Faia, 1987).
Na colheita de 1985 os vinhos apresentaram uma acidez fixa
inferior ao normal e surgiram cocos aos pares e em tétradas,
identificados como Pediococus damnosus. A actividade malolac-
tica das varias estirpes foi avaliada pela sua inoculagio em
vinhos, obtidos por microvinificacdo no laboratério. Utilizaram-se
como controlos as estirpes Leuconostoc oenos MIL34 e Lacto-
bacillus delbruekii CUCI, provenientes da coleccao do Prof. Kun-
kee — Departamento de Viticultura e Enologia da Universidade
da Califérnia, Davis. VerificAmos que a descarboxilagao do acido
malico foi mais rapida nos vinhos inoculados com as estirpes
indigenas. Posteriormente foram estudadas (Mendes Faia, 1987)
ag caracteristicas das espécies isoladas” as quais s#o, apresen-
tadas resumidamente no Quadro 1. Todas as estirpes de Leuco-
nostoc oenos metabolizaram a glicose, a frutose € a manose e
ainda as pentoses, D-ribose e L-arabinose. Pelo contrario, -as
estirpes de Pediococcus dammosus nio metabolizaram pentoses
nem 4cido citrico — principais fontes de acetato nos vinhos —e,
além disso, a producdo de diacetilo -+ acetoina ndo foi mais
elevada do que a observada em Leuconostoc oenos (Mendes
Faia, 1987). Estas foram as razdes que nos levaram a utilizar
neste estudo uma estirpe de Pediococcus damnosus, embora
sejam do nosso conhecimento as referéncias na literatura sobre
efeitos nefastos desta espécie em algumas bebidas alcodlicas
(Rainbow, 1975).

De acordo com os resultados que obtivemos neste estudo, |
sumarizados nos Quadros 2, 3, 4 e 5, para o mesmo Vinho,
nio houve variacio significativa na formacdo de &lcoois supe-
riores entre estirpes. No entanto, a actividade metabolica das
bactérias provocou diferencas significativas na concentracio dos
alcoois nos vinhos inoculades, quando comparados com 0S8 con-
trolos. Nos vinhos 1 e 3, observou-se um acréscimo significativo
destes compostos, particularmente devido aos teores mais ele-
vados dos 4lcoois amilico + isoamilico e isobutilico. Estes resul-
tados foram observados em todas as estirpes, embora em Leu-
conostoc oenos 8A esse acréscimo tenha sido menor. No vinho 2,
pelo contrario, houve um decréscimo significativo na concen-
tracdo dos referidos Alcoois superiores. Estes resultados leva-
ram-nos 4 admitir que, provavelmente, a composicdo do vinho
terd maior influéncia que a estirpe nos metabolitos produzidos.
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QUADRO 2

Variacho dos - teores em alcodis superiores ros vinhos inoculados
com Leuconostoc  oencs A

Differences in: higher alcohols: content im. wines inoculated
with Leuconostoc oenos 84
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QUADRO 3

Variacdo dos: tesres. em  alcodis. superiores’ nos:vinhos: inoculados
com - Leuconostoc oenos ML34

Differences in. higher alcoliols: content in: wines inoculated
with Leuconostoc. oenos - ML3%

200
150
; 100 R
' Diferengas 50 ‘
E)((ni(g(/'(;eg(t)er;wnllJnc:nea) 0 1 ; - m‘; ‘ : : ; - kanho 2
etanol i50 i J Vinho 3
-1.00 |
-150
=200

1::2-butilico; “2: n-propﬂico; 3:-isobutilico; . 4: alilico;: 5: n-butilico;
6. amilico +-isoamilico;- 7 total
O vinho 3 nao -foi inoculado. com  a ‘estirpe ML34 por-eéstar:
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QUADRO 4

Variacdo dos teores em alcodis superiores nos vinhos inoculados
com: Pediococous damnosus 12A.

Differences in: higher alcohols content in wines inoculated
with: Pediococcus damnosus. 124
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QUADRO 5

Variacdo: dos’ teores’ em alcodis superiores nos vinhog inoculados
com : Lactobacillus delbruekii CUCL

Differencés in higher alcohols: content in wines inoculated
with Lactobacillus delbruekii CUC1
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Enquanto que a producdo de 4lcoois superiores pelas bactérias
lacticas é referida por Radler (1972 e 1986), desconhecendo-se
porém os substractos a partir dos quais sdo produzidos (Radler,
1986), ndo ha referéncias na literatura sobre a utilizagio bacte-
riana destes alcoois. Além disso, houve também um decréscimo
no teor de acetaldeido no vinho 2 de 127,2 para 69,0 e um acrés-
cimo no vinho 3 de 5 para 38,65, expresso em mg/100 ml de etanol.
O acréscimo do teor em acetaldeido no vinho 3 pode ser devido
exclusivamente a0 seu. arejamento. na -medida em que o teor
“em SO; era relativamente baixo. O decréscimo na: concentracéo
de acetaldeido no vinho 2 podera ser devido a utilizacdo bacte-
riana do produto, facto ji observado por Fornachon em vinhos
australianos - (Fornachon, 1963).

A inoculacdo dos vinhos provoca, regra ‘geral, uma acele-
racido da desacidificacio biolégica. Porém, a centrifugacdo dos
vinhos a 10000 g durante 15 minutos nem sempre é suficiente
para eliminar a microflora indigena. Nestes casos, a fermen-
tacio malolactica ocorre também nas testemunhas. Tal foi o
caso dos vinhos 2 e 3 da colheita de 1987. Enquanto que no
vinho 3, ‘submetido a . centrifugacao, a FML. verificou-se a0
fim de 1,6 semanas em todos os lotes, no vinho 2 algo de
diferente ocorreu. O desaparecimento - do acido malico foi detec-
tado ap6s 10,7 e 16,1 semanas respectivamente nos vinhos
inoculados com as estirpes MIL34 e 12A enquanto nos controlos
se verificou ao fim de 29,4 semanas. Nos lotes inoculados com
a estirpe CUCI houve um atraso de 14,6 semanas: Isto levou-nos
a admitir que algumas estirpes podem produzir substincias que
inibem  a -actividade de outras estirpes de bactérias lacticas,
verificando-se neste caso problemas de antagonismo bacteriano.

CONCLUSOES

A ocorréncia da fermentacdo malolactica provoca modifi-
cacles na composicdo quimica dos vinhos, nomeadamente nos
teores de alcoois superiores. A matéria-prima parece ter maior
influénela do que a estirpe na composicao final:do vinho. A ino-
culacio com estirpes seleccionadas pode conduzir, nalguns casos,
a problemas:de antagonismo com as estirpes: indigenas:
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RESUME
Caractérisation chimique de vins inoculés avec des bactéries lactiques

Aprés la fin-de la fermentation alcoolique, plusieurs lots de différents
ving.ont: €té inoculés avec quelques souches de bactéries lactiques pour induire
la fermentation malolactique: On a utilisé plusieures souches de bactéries
lactiques, isolées & partir ‘de vins; des espdces Léuconostoc 0enos,: Pedio-
coceus damnosus: e Lactobacillus- delbruekii. A la; fin, les vins ont été ana-
lység; certains  composés volatils ont été déterminés par: chromatographie
gazeuse. D’aprés les résultats obtenus, on a pas décelé différences signi-
ficatives parmi:les différents vins, Cependant, ‘on a observé une augmen-
tation- de la- concentration totale des alcool§ supérieurs. de quelques vinsg,
tandis que d’autres présentent une diminution, vis-g-vis le contréle.- D’aprés
ces résultats, nous pouvons admettre que la composition du . vin' aura une
Plus grande influence -que la. souche bactérienne dans la formation dé ces
compogés..Dans’ un’ essai, on.a aussi cbservé une augmentation de:la teneur
d’éthanal et; dans un autre, une diminution. Un antagonisme entre Lacto-
bacillus delbruekii et uneé souche indigéne a été observé.

SUMMARY
Chemical characterization of wines inoculated with lactic acid bacteria

Malolactic fermentation ‘was induced in separate lots of different wines
by -incculation ‘with various strains: after dryness.: Strains of lactic acid
bacteria ‘isolated from wines and identified ag Leuconaostoc . oenos, Pedio=
coccus damnosus and Lactobacillus : delbruekii were used.  The . resultant
wines ‘were - subjected to ¢hemical analyses including gas chromatography.
No significant differerices were ‘detected within the wines: fermented  with
different “strains. An increase and & decrease on the total concentration
of ‘higher alcohols 'weére detected in. the ‘wines. According to these: results,
the 'wine  composition probably has a-higher effect on ' the formation of
alcohols than ‘the strain. In addition, a higher production’ of acetaldehyde
was detected in one’ experiment and & reduction of its level ‘was obgserved
in- another, when' compared with the control wines: Antagonism : problems
within' the strain L. delbruekii and a Indigenous strain were detected.
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