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INDUCAO DA FERMENTAGCAO MALOLACTICA EM VINHO TINTO
COM A CULTURA LACTICA VINIFLORA OENOS *

INDUCTION OF MALOLACTIC FERMENTATION IN RED WINE WITH THE
STARTER CULTURE VINIFLORA OENOS

Larissa Dias de Avild  Carlos Eugenio Daudt

RESUMO

A fermentagdo malolactica é responsavel pela reducao
da acidez total, muitas vezes elevada em vinhos tintos jovens, ao
mesmo tempo que proporciona maior estabilidade biolégica e
complexidade de aroma e sabor. No Estado do Rio Grande do
Sul, a fermentac@o malolactica se torna uma necessidade devido
a freqliente elevada acidez das uvas, no entanto a inducao por
inoculagao bacteriana n&o tem sido pratica comum. Este trabalho
teve como objetivo principal avaliar o comportamento de uma
cultura lactica na inducdo da fermentacdo malolactica, em
relagdo as bactérias nativas. Um mostouilés vinifera Cabernet
Sauvignon foi vinificado e inoculado com a cultura comercial de
Leuconostoc oengsViniflora Oenos, em diferentes niveis de
acuUcar residual: 34,1 - 13,8 - 1,7 e 1,5¢g/I. As inoculagGes, com
duas repeticdes, foram comparadas com a fermentacéo
malolactica espontanea (controle). A degradacéo do acido malico
foi acompanhada através de cromatografia em papel. Os acidos
organicos foram determinados através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Foram também analisados os acglcares
redutores (AR), ?Brix, pH, acidez total e alcool. Os vinhos
inoculados no estadio 34,1 g/l AR fermentaram em 14 dias,
enquanto os controles levaram em média 28,5 dias. Nos estadios
com 13,8 e 1,79/l AR, Viniflora Oenos completou a degradagéo
do acido malico em torno de 13 e 11 dias, enquanto os controles
levaram 20,5 e 16,5 dias, respectivamente. No estadio 1,5g/l AR,
os vinhos inoculados e os controles ndo demonstraram diferenga
significativa e fermentaram entre 8 e 10 dias. Viniflora Oenos
completou a fermentagdo malolactica em menos tempo que o
controle, demostrando que a inoculagéo pode ser realizada antes
do término da fermentacédo alcodlica com bons resultados. Na
maioria dos tratamentos, ndo houve diferenga significativa na
produgdo de acido acético entre a cultura e o controle. O
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comportamento dos acidos malico, acético, lactico, piravico e
tartarico foi demonstrado.

Palavras-chave:acidos organicos, cultura lacticdeuconostoc
oenos mosto, vinho.

SUMMARY

Malolactic fermentation is responsible for the
reduction of the total acidity, which usually is too high in young
red wines. This fermentation provides a higher biological stability
and higher complexity of aroma and flavor. In the State of Rio
Grande do Sul, malolactic fermentation becomes a necessity
because frequently grapes have high acidity and the induction
by bacterial inoculation has not been a common practice. This
work had as a main aim to evaluate the lactic culture behavior in
the induction of malolactic fermentation in relation to the wild
bacteria. A must of Cabernet Sauvign¥itis vinifera was
fermented and inoculated with the commercial culture of
Leuconostoc oengsViniflora Oenos in several residual sugar
levels: 34.1 - 13.8 - 1.7 and 1.5g/I. The inoculations, in duplicate,
were compared with spontaneous malolactic fermentation
(control). Degradation of malic acid was monitored through paper
chromatography. Organic acids were determinated by high
performance liquid chromatography (HPLC). Reducing sugars
(RS),°Brix, pH, total acidity and alcohol were also analysed.
The inoculated wine in the 34.1g/l RS stage fermented in 14 days,
while the control took 28.5 days in average. In the 13.8 and 1.7g/
| RS stages, Viniflora Oenos completed the malic acid degradation
around 13 and 11 days, while the controls took 20.5 and 16.5
days, respectively. In the 1.5g/l RS stage, the inoculated wines
and the controls did not demonstrate significative difference and
fermented between 8 and 10 days. Viniflora Oenos completed the
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malolactic fermentation in less time. This demonstrates that the

inoculation can be made before the end of alcoholic MATERIAIS E METODOS
fermentation with good results. In the majority of the treatments

there was not significative difference in the acetic acid . . ) .
production between the culture and the control. The behavior Uvas da cv. Cabernet Sauvignon oriundas de Garibaldi,

of the malic, acetic, lactic, piruvic and tartaric acids were RS, da safra de 1993, foram esmagadas e
showed. desengacadas. A composi¢cido do mosto obtido é
Key words: Lactic culture,Leuconostoc oengsmust, organic apresentada na Tabela 1. Ap6s a adicéo de 30mg/l de
acids, starter, wine. SO e a correcao de acUcar para 22 ?Brix, foi realizada
a ddicdo de pé-de-cuba (2%) usando a levedura
Saccharomyces cerevisiae 20B isolada no Centro
Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (EMBRAPA).
Foram feitas duas remontagens ao dia,
durante quatro dias. Quando o mosto se apresentou em
cada um dos seguintes estadios de fermentacéo, 34,1;
13,8; 1,7 e 1,5¢/l de acucar residual, quatro aliquotas
) 4 - (2,5 - 2,8 litros) foram separadas e duas delas foram
complexidade no aroma e sabor. Os estudos de indu¢ao;,oladas com a cultura comercial IdeLconostoc

da FML em vinhos por inocglagéo bacteriana- oenos Viniflora Oenos (CHR HANSEN Ind. e Com.
desenvolveram-se a partir da década de 60, os quais| t4a ). Esta, sob a forma liofilizada e contendo

levaram ao surgimento de diversas cepas comerciais aproxima-damente 5 x ¥@élulas viaveis por grama,
de bactérias lacticas e revelaram fatores importantes ¢g; inoculada diretamente no vinho na concentragéo de
que afetam a habilidade da bactéria crescer e conduzir 5o4/2500], conforme instrugdes do fabricante. As outras
esta fermentacdo (DAVIS8t al, 1985). Alguns duas aliquotas n&o sofreram inoculagéo e serviram como
problemas foram constatados com o uso dessa pratica,conrole. Para o dltimo estadio (1,5g/), o vinho foi
entre os quais a perda de viabilidade das bactérias separado da borra, através de trasfega, sete dias ap6s o
lacticas (KUNKEE, 1974). . final da fermentag&o alcodlica. A descuba foi realizada
Estudos foram realizados com ainoculagao g memento do primeiro estadio (34,1g/l). Todas as
de culturas lacticas em diferentes estadios de gjiquotas (tratamentos) foram mantidas em recipientes

vinificacdo, mas nem sempre foi obtido sucesso. Na. de vidro, tampados com rolhas de borracha com sistema
realidade, o momento ideal para a inoculagéo depende ge sajda para 0 GO

de varios fatores, como a composi¢éo do mosto, a cepa Acucares redutores foram determinados

de levedura e as técnicas de elaboracéo (DAIIS  pelo método de Fehling Causse Bonans, acidez total
al., 1985). A selecéo de cepas de bactérias lacticas por titulometria, alcool por destilagio e ebuliometria,
que degradam o é&cido malico levou ao pH pelo método eletrométrico. A degradacéo do acido
desenvolvimento de estudos de classificacéo e malico foi acompanhada a cada 2 ou 3 dias, por
metabolismo deste grupo de bactérias em diversas cromatografia em papel (RIBEREAU-GAYQ#t al,

regides viticolas (KUNKEE, 1967; GARVIE &  1980). Do mesmo modo, foram retiradas amostras e
FARROW, 1980; WIBOWCet al, 1985; TRACEY congeladas para analise quantitativa dos acidos

& BRITZ, 1987; PILONEet al, 1991; VAN organicos individuais.
VUUREN & DICKS, 1993). Ainda hoje, muitas Foi utilizado um esquema fatorial tipo 2 x
davidas existem sobre estes aspectos. O crescenteq com delineamento experimental inteiramente
desenvolvimento de métodos em cromatografia liquida casualizado, com duas repeticdes, em funcdo dos
de alta eficiéncia tem tornado mais facil e precisa a fatores cultura malolactica e estadios de inoculagéo,
dosagem de compostos envolvidos no metabolismo respectivamente. As médias dos nimeros de dias e do
fermentativo de microrganismos. acido acético presente durante a FML, foram
A execucdo deste trabalho teve como comparadas pelo teste de Tuckey em nivel de 5% de
objetivo observar o comportamento da cultura de probabilidade.
Leuconostoc oenqsViniflora Oenos, na indugéo da Os acidos tartarico, piravico, malico,
FML, em relacéo as bactérias nativas dos vinhos que |4ctico e acético foram separados e quantificados
ndo foram inoculados; determinar o momento ideal através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
de inducéo e a influéncia sobre o andamento da (CLAE). Todos os reagentes apresentaram grau
fermentacéo alcodlica; observar o metabolismo de analitico e as solugdes foram preparadas com agua
alguns 4cidos orgénicos durante a FML. ultrapura, qualidade Milli-Q.

INTRODUGCAO

A fermentagéo malolactica (FML) diminui
a acidez total, muitas vezes elevada em vinhos tintos
jovens do Estado do Rio Grande do Sul, e ocasiona
ao mesmo tempo maior estabilidade biolégica e
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A preparacao das amostras consistiu dos
seguintes procedimentos: descongelamento em Tabela | - Carscterislivas quimicas ¢ valores dos dcidos organicos
b ho d , ¢ t de 50°C presentes no masko ¢ no vinho, nos estidios (34,0 - 138 -

an O~ € agua quente _(em o~rno e ) LT ¢ 1.5g/1 de agicar residual) da vinificago cm que a
agitacdo manual, centrifugacdo a 2000rpm cultura fol inooulada,
durante 15 minutos, banho de ultra-som durante
5 minutos, filtragéo com filtro de membrana 4 s Nidsko Bstidios d inoculacdo
0,45um e corrida através de uma coluna Adsorbex (2 d agpusar redutoe)
RP-8 (400mg) (E. Merck), para a eliminacéo das T S L6 Ve
antocianinas. & : L
O método cromatografico foi desenvolvido

num sistema modular VARIAN, equipado com bomba ;B'ﬁ: it :E;E '-;-'JE.* l:}ﬁ; ‘*slﬁl"ﬁ ;Eﬁ'

Acider total (g Bk L7 ) A7 Q2
mpdelo n.% 5050, detegtor UV/IVIS modelo n.° 5100,  gycoa1 ety : 080 (2H 1230 1230
injetor tipo Reodyne, integrador modelo n.° 4290, pH 3019 49 344 341 35
coluna de guarda (& 5um) modelo C-135 B e coluna iﬁ_tg“ ‘ﬂﬁfv'ff':ﬂ E'W’H 25343_?5 13543':’3 133&&31 53;'5“?1 4‘;1;']

. . - NRHECH PAMIEYICD [ . RRA & LS 8

Bondesil Gs (250 x 4,6mm i.d., tamanho da particula Acido mélico (g/1) $87 a8l 454 374 A
= 5um). Acido weltico () 19210 13428 15235 17494 204,68

As condi¢cdes cromatogréaficas foram:
solucédo de fosfato monopotéssico gREAy) 0,2M,
levado a pH 2,4 com &cido fosférico a 10%, como
fase movel; Temperatura ambiente; fluxo de 1,0ml/ Os valores de pH no momento da
min.; absorbancia a 210nm. e sensibilidade do detector inoculagcdo (Tabela 1) se apresentaram numa
de 0,08AUFS. Para a validagdo do método, cada &cido faixa considerada ideal para o desenvolvimento
foi identificado pelo seu tempo de retencdd €m das bactérias lacticas, o que pode explicar em
comparacdo com as solucdes padrbes de compostosparte o grau de incidéncia da FML. Como
puros e, pelo aumento da &rea do pico com a adicdo Cabernet Sauvignon € uma cultivar tinta, sua
de cada &cido sobre uma amostra. A quantificacdo dosvinificacdo compreende o contato com a
acidos foi realizada pelo método do padrdo externo, pelicula, o que é de grande importancia para o
utilizando solu¢des padrdes que consistiram da mistura desenvolvimento das bactérias lacticas.
dos &cidos em cinco concentra¢@es diferentes. Este Nos dados apresentados na Tabela 2,
método apresentou problemas de resolucdo para oobserva-se que a cultura completou a FML mais
acido lactico. Somente sob
temperaturas mais altas e fluxo
baixo foi possivel a separacag
deste &cido, portanto ndo foi
possivel acompanhé-lo
durante a FML. Anéalises de —— VY0 Ml —e—YOI138 -4 -VOI1L7 o VOIS
regressao linear simples foran R Y IR e L el S
utilizadas para relacionar os
niveis de alguns acidos
organicos durante a FML.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Acido milico (mal)

A degradacéo do
acido malico foi completa em
todos os tratamentos. Houve
uma reducdo de 37,35 % de
acido malico durante a
fermentacao alcoolica (Tabele
1) sendo o restante totalment Figura 1 - Concentrapdes de deido mdlice durante @ Fennentagdo maloldiwg nos vathus moculades com

mgtabolizado durante a FML a cultura Viniflora Oenos (YO) ¢ nos controles (C). nos estddios de inoculzedo (34,1 13.8: 17
(Figura 1). e 1.5p de aghear),

Tempo (dias)
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rapidamente nos dois primeiros estadios (34,1 e 13,89/ Certamente fatores como o pH, o anidrido sulfuroso,
). Ndo houve diferenca significativa entre a cultura e a atividade das leveduras e o nivel de aminoacidos
0 controle nos estadios posteriores. Isto indica que a liberados pelas leveduras depositadas, propiciam a
cultura foi mais resistente as condi¢cées do vinho, formacdo de um ambiente seletivo. O teor alcodlico
durante a fermentacao alcodlica. teria efeito contrario ao crescimento das bactérias, ja
gque em estadios mais tardios seus valores sdo mais
elevados. Mas, neste estudo, ao contrario, parece
fazer parte deste ambiente seletivo.
Evidenciou-se que a inducdo da FML
antes do final da fermentagéo alcodlicagBx)
€ uma pratica vantajosa em relacdo ao tempo, o

Tabela 2 - Numero de dias (média de duas repeti¢des) entre a inoculagdo da
cultura e o término da fermentagdo malolactica (1) e numero de
dias (média de duas repetigdes) entre o inicio da fermentagdo
alcodlica e o término da fermentagdo maloléctica (2).

Periodo  Cultura Estadios de inoculagdo (g/l de agticar) que é demonstrado pela fermentag¢édo com a cultura
"""""""""""""""""""""" - Viniflora Oenos. O periodo entre a adig&o do pé-
iy i R b de-cuba com a levedura 20B e a obten¢&o de um

vinho pronto para a clarificagdo, também é

1 Controle 285a* . 205D 165bc 80 e demonstrado na Tabela 2. Com a cultura foi
VinifloraOenos 140 cd 13,0 cde 11,0 cde 9,5 de  possivel finalizar as duas fermentagdes em 17 dias
LR Sy A 250 23.0b nos dois pri}meiros estadios de inoculgqéo (34,1e
VinifloraOenos 170 ¢ 170 ¢ 190bc  245b  13,89/l). Além do ganho em tempo ha vantagens

como a seguranca e o controle da fermentacéo.
Nos dois ultimos estadios de inoculagdo (1,7 e
1,5g/l) ndo houveram diferencas significativas
entre a cultura e o controle, mas permanecem as
outras vantagens em favor da cultura.

* Médias ndo seguidas por mesma letra, dentro de cada periodo, diferem
pelo teste de Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

Nos estadios mais proximos do final da
fermentacao alcodlica, menos tempo foi necessério
para completar a FML nos controles, sendo que
entre o segundo e terceiro estadios ndo houve
diferenca significativa. Com a cultura o efeito da
inoculacdo nos diferentes estaddios ndo foi muito
acentuado, ndo havendo diferenca significativa
entre os estadios. A trasfega realizada no vinho, no
Gltimo estadio de inoculagdo, ndo parece ter
interferido negativamente sobre a ocorréncia e
velocidade da FML, mesmo que pouca quantidade
de borra tenha sido separada; ao contréario, a FML
ocorreu mais rapidamente, o que coincide com
resultados citados por Marques Goreesal. apud
MENEZESet al. (1976). Este resultado evidencia

Os resultados de acido lactico ao final da
FML de todos os tratamentos (bactéria x estadio) ndo
apresentaram interacdo entre as variaveis, estadios e
bactérias, em nivel de 5 % de probabilidade. As médias
de &cido lactico, considerando todos os estadios, foram
de 3,19 g/l para o controle e, 3,18g/l para a cultura.
Nos estadios 34,1; 13,8; 1,7 e 1,5¢/l, as médias foram
de 3,52; 2,93; 3,39 e 2,89¢g/l, respectivamente.

Por outro lado, ndo houve diferenga entre
as médias de acido acético produzido pela cultura pura
e no controle durante a fermentacéo alcodlica e
malolactica (Tabela 3). Somente no segundo estadio
inoculado com a cultura, a produc¢éo de &cido acético
foi superior ao controle. A cultura apresentou as
maiores médias, de 553,54 e 496,58mg/l, no segundo

gue nas condi¢des apresentadas pelo vinho destae Ultimo estadio.

cultivar ndo seria necessario deixar o vinho sobre

as borras para a realizacdo da FML, o que evitaria

o risco da producdo de aromas indesejaveis.
Observou-se que nos controles, com exce-

Sabe-se que bactérias lacticas
heterofermentativas metabolizam aculcares com
formacdo de acido acético, entre outros produtos
finais (KANDLER, 1983). Alguns autores apontam

¢ao do ultimo estadio, a FML iniciou entre 10 e 13 que a inoculacado de bactérias lacticas no mosto em
dias aproximadamente apds a separacdo dasfermentacdo, quando aglcares ainda estao presentes,
aliquotas nos respectivos estadios (Figura 1). Este pode provocar uma formacéo adicional de &cido
fato demonstra que as bactérias nativas acético e, neste caso, desaconselham o uso de
desenvolveram-se somente uma semana, espeécies heterofermentativas. Com base nas médias
aproximadamente, apos o término da fermentacdo de Acido acético para a cultura Viniflora Oenos
alcodlica. E conhecido que as bactérias lacticas pode-se observar que no estadio com maior agucar
selvagens crescem naturalmente e conduzem a FML residual ndo foi demonstrada a maior producéo de
apés a fermentacdo alcodlica ter ocorrido. acido acético durante a FML. Da mesma forma, os
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; . o acido acético (y) foi produzido em
Tabela 3 - Médias das conconlragics de dcido wcéticn (mgdl)y duranic a [crmentagio | ~ idade d scid
mialolactica cm todos 05 Dratarmenios. relacao a quantidade de acido

malico degradado (x). A média entre
os tratamentos que apresentaram
relacionamento significativo foi de

Estzdios de inoculago (ol de agican)

Culiuras LN (] 13,80 1,70 1,50 Midias 8,47 %, para a cultura e 6,84 %,
para o controle. Entre os estadios,
Ceomirole RS, 06 cd 19REN A 2RI bhed  468.50abc 00058 0s menores coeficientes de
Vimflora Oenos 24607 cd 553 543 27382 bed  496.38ab 408654 regressao foram observados no
estadio com 1,7g/l de acgucar
Meédiu 23702 ¢ 3SEAIE ZELGBBC 481714 . residual. E claro que estes valores

variam dependendo do nivel de
"Medias ndo sermdas por mesma letra mindscola ou por mesma krira maidsoulta diferem pele acido citrico presente no tho1 edo

1este de Tuekey em nivel de 5% de probabilidade. metabolismo deste acido pelas
bactérias lacticas.
teores alcoolicos de 12,3 a 12,6 °GL e de acUcares Os valores de &cido piravico

redutores de 1,28 a 1,52g/l, determinados ao finaldaFML diminuiram ao se aproximar o final da
indicam que n&o houve parada da fermentacéo alcodlica fermentac&o alcodlica e durante a FML, chegando
e que as bactérias néo se utilizaram dos acUcares residuaisa valores de 0 a 32mg/l. Nos dois ultimos estadios
Esses dados concordam com aqueles obtidos porde inoculacdo néo foi possivel detectar o pico
PEYNAUD (1984) de que, sob condi¢cBes de baixo pH, deste &cido, o que sugere sua auséncia nestes
as bactérias da FML sé&o capazes de atacar o acido maliceestadios.
sem tocar no agucar, formando pouco acido acético. As As médias de acido tartarico durante
bactérias que causam deterioracdo, pelo contrario, a FML, considerando todos os estadios, foram
desenvolvem-se em meios menos acidos, atacam comde 2,95 g/l para o controle e, 2,86g/l para a
mais facilidade os acUcares e elevam a acidez volatil.  cultura. N&o houve interagdo entre as variaveis,
Algumas bactérias lacticas metabolizamo 4cido estadios e bactérias, em nivel de 5% de
citrico durante a FML, com formacéo de 4cido acéticoentre probabilidade, e também n&o houve

diversos produtos finais. Segundo WIBO\&1Q@lI. (1985) relacionamento com os valores de 4cido malico
esse metabolismo também foi observadh.enconostoc durante a FML.

oenosembora apenas em algumas cepas. Na verdade, pouco As médias de acidez total e pH ao término
€ conhecido sobre a producdo de acetatd.poenos da FML s&o demonstradas na Tabel@@hsiderando

(GARCIAet al, 1992; VAN VUUREN & DICKS, 1993). os valores de acidez total no momento da inoculagédo
Algumas bactérias lacticas metabolizam o nos dois Ultimos estadios, ou seja, apds o término da

acido citrico durante a FML, com formacéo de acido fermentacéo alcodlica, pdde-se observar redugbes de

acético entre diversos produtos finais. Segundo 1,30 e 1,15¢g/l na acidez total e aumentos de 0,29 e

WIBOWO et al. (1985) esse metabolismo

também foi observado etreuconostoc

oenos embora apenas em algumas cepas. N2 _ . _

verdade, pouco é conhecido sobre a producé Tabela 4 - Acidez total (g1} ¢ pH nos vinhos apds a FML.

de acetato pok. oenos(GARCIA et al,

1992; VAN VUUREN & DICKS, 1993). Estigios de Jru!:-:u]a-;iq
O grau de dependéncia entre a Ao
formacéo de acido acético e 0 processo d¢ ¢yjiurus Varidveis 3400 1380 170 150 Médias

FML, indicaram que na maioria dos
tratamentos o relacionamento, entre as

~ L 21 cp: . Yiniflora Oenos Acider tntal 656 657 b.78 b Rs f, B0
concentracdes de_ e_lud_q mfallco e a_cetlcc pH A0 314 30 3T 172
durante a FML, foi significativo, existindo  canirnie Acidez total 689 B BYT GG .1
um grau de associagdo de médio a alto entr pH EECER L I A 373
os dados. Os coeficientes de regresséu
indicam que uma faixa de 3,03% (y = - wedias Acidez total 672 671 687 687
0,0303x +326,46,%r= 0,8470) a 13,24 % pH 169 375 3T AT

(y = -0 ,1324x + 597,7421= 0,4428) de

Ciéncia Rural, v. 27, n. 2, 1997.
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0,25 nos valores de pH, causados pela FML. Estes KANDLER, O. Carbohydrate metabolism in lactic acid bacteria.

dados conferem com a literatura, onde € previsto
reducdes na acidez total de 1 a 3 g/l e aumentos no pH

de 0,1a0,3.
CONCLUSAO

A indugéo da fermentag@o malolactica
utilizando a inoculacdo da cultura Viniflora Oenos,

Antonie van LeeuwenhoekWageningen, v. 49, p. 209-224,
1983.

KUNKEE, R.E. Malo-lactic fermentation and winemaking. In:
DRAWERT, F.Chemistry of winemaking. Washington:
American Chemical Society, 1974. Cap. 7, p. 151-170.
(Advances in Chemistry, 137).

KUNKEE, R.E. Malo-lactic fermentatiodv Appl Microbiol,
v. 9, p. 235-279, 1967.

antes do término da fermentacéo alcodlica, demonstra yengezgs, T.J.8., HASHIZUME, T., LIMA, U.A. Fermentago

ser uma pratica viavel e vantajosa em relacdo a
incidéncia e ao tempo requerido. Os vinhos produzidos

com a utilizacdo da cultura Viniflora Oenos néo
apresentam valores elevados de Acido acético.
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