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RESUMO

Foi avaliada a influéncia da linhagem de levedura e da fermentacdo malolactica sobre a
evolucdo da acidez volétil em vinho tinto. A acidez volétil € um dos fatores que depreciam a
gualidade do vinho. Entre 0os microrganismos responsaveis por seu aumento estdo
determinados géneros de leveduras e bactérias. Na microvinificacdo, foram utilizadas uvas
da cultivar Cabernet Sauvignon e duas linhagens de Saccharomyces cerevisiae: Embrapa
20B/84 e Embrapa 1VVT/97. As analises de acidez volatil foram realizadas antes e ap0s a
fermentacéo malolactica espontanea. A acidez volatil dos vinhos (7-8 mEg/L) ndo apresentou
diferenca significativa antes do inicio da fermentacdo malolactica. Apés a fermentacdo
malolactica, houve um aumento altamente significativo (P>0,01) da acidez volatil em ambos
os vinhos. Os resultados sugerem haver uma importante participacdo de bactérias lacticas
autéctones na elevacdo da acidez volatil. Houve uma correlacdo altamente significativa
(P<0,01) entre agUcares redutores residuais e acidez vol étil apos a fermentacéo malolactica.

INTRODUCAO

A maioria dos vinhos tintos é submetida a uma segunda fermentacdo comandada por
bactérias |acticas, especiamente Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos) (Vuuren, 1993), logo
apos a fermentacdo alcodlica. O &cido mélico entra na célula de Saccharomyces cerevisiae
por simples difusdo mas por falta de um transportador de membrana especifico e devido a
baixa atividade da enzima malica, a levedura ndo consegue degradar este &cido de forma
eficiente (Volschenk, 1997).

Bactérias lacticas exibem a capacidade de converter o acido malico em acido lactico, mas
podem também conferir ao vinho, uma série de caracteristicas indesgjaveis. O aumento da
acidez volétil € um destes problemas porgue deprecia a qualidade do vinho. No suco de uvas
s&s ndo h4 &cidos voléteis (Vogt et a., 1984), porém, em vinhos, atribui-se a presenca da
acidez volétil ao acido acético formado como produto secundario da fermentacéo alcodlica.
Concentracdes de acidez volatil acima 20 mEg/L impedem sua comercializacdo. O destino de
tais vinhos € geramente a destilacdo. Uma quantidade balanceada de acidez volé&til é
importante para o aroma e sabor. O excesso de acidez volétil é sinal de vinhos com problemas
e estes vinhos também, por via de regra, apresentam teores elevados de acetato de etila.

A presenca de bactérias l&cticas em vinhos tintos € um fenémeno natural e € bem conhecida
a capacidade destes microrganismos em promover a descarboxilagdo espontanea do &cido
malico. Este fendbmeno é denominado fermentacdo maloléctica. As bactérias |acticas estéo
presentes na uva e, consequentemente no mosto quando inicia a fermentacdo acodlica. A
maioria dos géneros presentes correspondem a Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e
Oenococcus, sendo que o nUMero, as especies e a relacdo numérica entre 0s microrganiSmos



sdo variados. Durante a transformagdo gradativa do mosto pelas leveduras ha uma alteracéo
na flora microbiana, permanecendo em agd0 N0 Meio apenas as espécies mais resistentes a
mudancga em curso.

A atividade metabdlica ce determinadas leveduras, bactérias lacticas e bactérias acéticas
pode conduzir a elevacdo da acidez volétil do vinho. Entre as leveduras estdo os géneros
Pichia, Hansenula, Kloeckera, Saccharomycodes, (Thoukis, 1974) Dekkera (Walt, 1984a) e
Brettanomyces (Walt, 1984b). Determinadas linhagens de Saccharomyces cerevisiae também
sd0 capazes de elevar substancialmente o teor de acidez volatil de vinhos (Reguant et al.
2000). As bactérias lacticas formam, aém de &cido lactico, &cido acético e as bactérias
acéticas, como Acetobacter pasteurianus e Gluconobacter oxydans, produzem, além do &cido
acético, o acido lactico (Drysdale e Fleet, 1989).

As atividades homo e heterofermentativas sdo critérios basicos e fundamentais para a
classificacdo das bactérias lacticas. As bactérias homofermentativas convertem 95% da
glicose em &cido lactico, a0 passo que as bactérias heterofermentativas formam uma
guantidade de outros produtos como etanol, &cido acético, glicerol e gés carbbnico. Apesar do
comportamento heterofermentativo, estas bactérias ndo necessariamente conferem ao vinho
caracteristicas indesgjaveis. Mayer (1978) mostrou que vinhos com fermentacdo maloléctica
completa, efetuada pela espécie heterofermentativa Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos), se
apresentaram com buqué puro e fino. A participacdo dos géneros Lactobacillus e Pediococcus
podem provocar alteraces indesgjaveis (RibéreauGayon et al., 1975). Reguant et a. (2000)
observaram que a producdo de acido acético pela bactéria | actica Oenococcus oeni, a partir de
acido citrico do vinho, pode ser controlada pelo écido galico.

A fermentagdo maloléctica ocorre de maneira esponténea devido a presenca de bactérias
l&cticas que transformam, principalmente, o acido malico em &acido lactico, promovendo uma
diminuicdo na acidez total de vinhos jovens (Mayer,1978). A fermentacdo maloléctica se
reveste de importancia para a enologia porque exerce uma significativa influéncia sobre um
item organol éptico importante do vinho, o gosto. As bactérias |acticas apresentam duas faces.
Atuando sobre o acido mdlico, estas melhoram o gosto do vinho por reduzir a acidez de
vinhos muito &cidos. Em vinhos com acidez baixa, estas bactérias provocam deterioracdo e
instabilidade biolégica (Milisavljevic, 1967).

Como o aumento da acidez volétil do vinho € indesgavel e pode advir da atividade
metabdlica de leveduras e de bactérias |écticas, este trabalho avaliou a participacdo de duas
linhagens de levedura na evolugdo deste tipo de acidez em vinhos tintos e a contribui¢cdo das
bactérias |acticas neste processo.

MATERIAL E METODOS

Vinificagdo e Microrganismos- Foi utilizada a cultivar Cabernet Sauvignon da safra de
2002. Apds 0 esmagamento, adicionourse a0 mosto SO, de modo a fornecer uma
concentragdo de 30 mg/L. Foram utilizadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae Embrapa
20B/84 e 1VVT/97. As duas linhagens de levedura foram produzidas em 35 L de meio G7 e
em fermentador Biolafitte™ (Franga). O equipamento foi operado a25 °C, com 2vvmde ar e
a 300 rpm. Depois de oito horas de crescimento em condi¢bes aerdbicas, as leveduras
permaneceram no fermentador sem agitagcéo e sem aeracdo por 16 horas. Foram centrifugadas
em centrifuga continua (CEPA-New Brunswick™) a 36.566 x g. Aproximadamente, 280g de
células (peso umido) foram obtidas e transferidas para mosto de uva Cabernet Sauvignon para
adaptacdo durante 24 horas. Este foi o periodo de tempo suficiente para apresentar
fermentacdo ativa. Aliquota de 1000 mL de leveduras em plena atividade fermentativa
serviram parainocular os tanques de fermentagdo com 280 L de mosto. A vinificagdo em tinto



foi efetuada sem chaptalizacdo e seguiu os procedimentos tradicionais, ou sgja, adicdo de SOy,
inoculacdo das linhagens de levedura, remontagens durante a fase tumultuosa de fermentacéo,
maceracao a 22-24 °C por 4 dias, descuba, trasfegas, estabilizacdo e engarrafamento.

Analises quimicas e estatistica

As andlises quimicas realizadas seguiram a metodologia oficial. A acidez volétil foi medida
durante toda a fermentacdo alcodlica (fase tumultuosa e fase lenta), antes e apOs a
fermentacBo maloléctica esponténea. A fermentagdo malolactica foi determinada por
cromatografia de papel. Foi considerada a fase anterior a fermentagdo mal ol &ctica quando, por
cromatografia de papel, havia a presenca de &cido mélico e a auséncia de écido léctico. A fase
posterior a fermentacdo malolactica foi considerada quando se detectava a presenca de écido
léctico e aauséncia de acido malico no vinho.

Acidez volétil - A acidez vol&il foi determinada, titulando-se o destilado de 10 mL de
vinho com solucdo 0,1 N de NaOH e empregando uma solucdo de fenolftaleina 1% (p/v)
como indicador. O resultado foi multiplicado por 10 e expresso em mEg/L (RibéreauGayon
et a., 1982).

Acucares redutores totais (ART) — A andise de acUcares redutores totais (ART) foi
efetuada pelo método de Fehling, seguindo a técnica apresentada por RibéreauGayon et al.
(1982).

Cromatografia de papel — A formagdo do &cido lactico a partir do acido malico foi
acompanhada por cromatografia ascendente de papel. As amostras de vinho foram
diretamente aplicadas em papel Whatman n°l e submetidas a migracéo, utilizando-se o
solvente B (solucdo de acido acético 50% (v/v)) e o revelador A (1 g de azul de bromofenol
dissolvidaem 1L de butanol). Foram empregados 50 mL da solucéo A e 20 mL da solucéo B,
segundo método descrito por RibéreaurGayon et al. (1982).

Analise estatistica - Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e a comparagdo
das médias foi efetuada pelo teste de Tukey (P=0,05 e P=0,01). Foi efetuada andlise de
correlagdo entre os teores de aguicares redutores residuais dos vinhos e a acidez volétil obtida
antes e apos a fermentacdo mal ol &ctica.

RESUL TADOS E DISCUSSOES

Os valores da acidez volétil determinados durante a fermentacéo alcodlica e antes da
fermentacdo malolactica mostraramse semelhantes (P>0,05) para as duas linhagens de
levedura (Figura 1). As médias de acidez volétil neste periodo estiveram com seus valores
abaixo de 8 mEg/L. A Figura 2 mostra a presenca de &cido malico (M) e a ténue presenca do
acido lactico (L) no vinho, caracterizando o inicio da atuacdo das bactérias lacticas na
fermentacdo maloléctica. Esta fermentagdo se iniciou apos a fermentacéo alcodlica.

Deve-se sdientar que os vinhos elaborados com a linhagem 20B/84 apresentaram um agucar
residua abaixo de 4,5 g/L. Os elaborados com a linhagem 1VVT/97, apenas uma repeticéo
atingiu 4,5 g/L. Todas outras repeticdes tiveram um teor aclcar residual entre 10,5 e 11,4 g/L
(Figura. 1). Situagdo como esta ndo € rara, na elaboracdo de vinho. Atribui-se a diferenca
entre as repeticdes dos vinhos elaborados com a linhagem 1VVT/97 a dta capacidade de
floculacdo desta linhagem aliada a remontagem padréo utilizada. Embora tenha-se efetuado
uma homogeneizagdo, a distribuicdo do mosto inoculado nos diferentes recipientes de vidro
(20L) nédo Di uniforme. O primeiro recipiente (repeticdo 3), recebeu aeatoriamente uma



guantidade mais elevada de leveduras que os demais. Mesmo assim, a diferenca nos teores de
etanol entre os vinhos ndo foi significativa (dados n&o apresentados). O teor de etanol, mesmo
sem chaptalizagdo foi elevado, pois variou de 14,03 a 14,42 nos vinhos elaborados com a
linhagem 1VVT/97 e de 14,13 a 14,51 G°L nos elaborados com a linhagem 20B/84. Este
resultado indica que alinhagem 1VV T/97 possui um fator de conversdo alto.

Antes da fermentacdo maloléctica, a acidez volétil dos vinhos elaborados com as duas
linhagens ndo diferiu significativamente (P>0,05). A diferenca entre os valores da acidez
volatil obtidos antes da fermentacdo malolactica e apds fermentacdo maloléctica foi altamente
significativa (P<0,01). Apds a fermentagcdo malolactica, as médias atingiram valores acima de
12,5 mEg/L, e os vinhos elaborados com as duas linhagens de levedura tiveram diferenca
significativa (P>0,05). O aumento da acidez volatil apds a fermentacdo malolactica muito
provavelmente ocorreu pela acdo das bactérias |acticas autdctones durante a fermentacéo
maloléctica. Apds a fermentagdo maloléctica, a diferenca na acidez voldtil entre as repeticdes
foram mais acentuadas nos vinhos elaborados com a linhagem 1VVT/97.

Acidez volatil mais elevada foi encontrada nos vinhos onde os teores de acUcares redutores
residuais também foram maiores. A correlagdo entre estes dois fatores foi atamente
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Figura 1. Acidez volatil e agcUcares redutores totais (ART) residuais dos vinhos
elaborados com as linhagens 1VVT/97 e 20B/84, antes da fermentacéao

maloléactica (fml) e apés a fermentacdo malolactica (fml). Os valores 1-5
representam as repeticdes
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significativa (P<0,01; r = 0,90) apenas apos a fermentacdo maloléctica. Isto indica que o teor
de acUcar redutor residual desempenha um papel importante no metabolismo da bactéria,
influenciando a sintese de compostos volateis e ndo esta relacionado com a evolucéo da
acidez voldtil formada durante a fermentagdo alcodlica. Davis et al. (1986) observaram que a
fermentacdo mal ol actica efetuada por Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos) foi acompanhada
pela formacdo de écido acético. Além disso, observaram que as bactérias Pediococcus
parvulus e espécies de Lactobacillus, depois de redlizada a fermentagdo maloléactica, crescem
no vinho, utilizando os aglcares residuais e produzindo os &cidos lactico e acético. Isto
explica a acidez volétil mais elevada nos vinhos com valores de acUcares residuais mais atos
(Figural). Ribéreau-Gayon et a. (1975) obtiveram resultados semelhantes aos apresentados



neste trabalho. Mostraram que mesmo com o teor de agUcares redutores totais residuais baixos
(2 g/L), a acidez volétil que antes da fermentacdo maloléctica era de 8,1 mEg/L, passou para
13,1 mEg/L e o teor residual de aglicares redutores totais baixou para 1,7 g/L, ap6s a
fermentacdo malolactica. Comparando vinhos elaborados com as cultivares Cabernet Franc e
Cabernet Sauvignon, antes e apos a fermentacdo malolactica, Rizzon et a. (1997) também
observaram que, em ambos 0s vinhos, mesmo com teores de ART residuais baixos, houve um
aumento na acidez vol&til apés a fermentacdo maloléctica de mais de duas vezes. Ha
substéncias do vinho, aém do agUcar redutor residual, que promovem a fermentacéo
malolactica. Alguns componentes, ao contrario, inibem esta fermentacéo e outros inibem a
formacdo de acido acético (Geguant et a., 2000) reduzindo, neste Ultimo caso, a acidez
volatil. Experimentos efetuados em vinhos com culturas puras de bactérias lacticas podem dar
resultados diferentes. Rosi et a. (1999), investigando a influéncia de diferentes linhagens da
espécie Oenococcus oeni (Lactobacillus oenos) sobre a qualidade do vinho, verificaram que,
guando havia alteracéo, o aumento na acidez volatil era pequeno.

Embora a acidez volétil tenha sofrido um acréscimo durante a fermentacdo maloléactica, €
importante salientar que os valores permaneceram dentro do limite estabelecido pela
legidlacdo, que estipula um méximo de 20 mEg/L.

O &cido acético é nibidor da fermentacdo alcodlica. Este pode estar presente no mosto
devido a problemas fitossanitarios, como podriddo &cida por exemplo. Problemas como
parada de fermentacdo ou dificuldade em se obter vinhos secos, podem estar relacionados
com a presenca, aém de outros componentes, de &cido acético no mosto em fermentacdo
(Drysdale e Fleet, 1989). A presenca deste &cido em vinhos destinados a producdo de
espumantes é de especia preocupacdo no que tange a inibicéo.

Figura 2. Cromatograma de paped referente ao inicio da
fermentacdo malolactica dos vinhos elaborados com as
linhagens 1VVT/97, 20B/84; L- acido lactico, M- acido
malico; T-testemunha

Comparando as Figuras 2 e 3, observa-se a conversao de todo o acido maico em é&cido
l&ctico. Téo logo esta fermentacdo termine, é de boa prética enoldgica ndo permitir que as
bactérias prossigam com sua atividade na produgdo de &cido lactico. Ribéreau-Gayon et al.
(1975) tém se referido a problemas causados por bactérias lacticas do vinho. Os agUcares
residuais, glicerol e os acidos organicos, especiamente o acido citrico, podem servir de fonte
de carbono para a sintese de écido lactico e acético. Quando as bactérias |acticas atuam sobre
pentoses, a producéo de &cido acético é mais elevada que a de &cido lactico. Sendo o glicerol



metabolizado por bactérias lécticas, pode haver aumento da acidez volétil, formacdo dos
acidos léctico e succinico, producdo de corpos cetdnicos, de acroleina e de 1,3-propanodiol.
Esta alteracdo geralmente resulta em forte amargor devido a reagdo da acroleina com
compostos fendlicos do vinho. Como muitos dos defeitos encontrados em vinhos envolvem
bactérias lacticas, o monitoramento da fermentacdo maloléctica é, portanto, uma atividade
fundamental no processo de elaboracdo de vinho. A andlise da acidez total e da acidez vol&til
durante a fermentacdo maloléactica da uma indicacdo do tipo de ateracdo que esta sendo
desenvolvida. Na fermentacdo malolactica, a acidez total diminui e a acidez volétil
praticamente ndo se altera. Uma significativa elevacdo da acidez vol&til quando ocorre deve-
se, provavelmente, a0 uso por parte da bactéria de outros substratos. Sob ponto de vista
estequiométrico, uma molécula de &cido malico ndo pode gerar, a0 mesmo tempo, uma
molécula de &cido |&ctico e outra de &cido acético.

Bactérias lacticas, como todos os microrganismos, apresentam preferéncias nutricionais.
Células de Lactobacillus plantarum usam mais rapidamente e preferem o acido malico, paraa
fermentacdo |actica, a glicose (Gent et al., 1997). Este comportamento oferece condigdes de
controle sobre a formagéo de produtos indesgjaveis provenientes de outras fontes de carbono.
Pode-se reduzir a producdo destes produtos, inibindo a atividade das bactérias |écticas
imediatamente apds o esgotamento do &cido méalico do meio. Parece razoavel a préatica de ndo
permitir que a fermentacéo maloléctica se inicie ainda durante a fermentacéo alcodlica. Isto
pode provocar aumento da acidez volétil no vinho tinto em virtude do esgotamento do écido
malico e do concomitante uso de aclcares pelas bactérias | acticas.
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Figura 3. Cromatograma de papel referente a fer mentacéo
malolactica dos vinhos elaborados com as linhagens
1IVVT/97 (V) e 20B/84 (B); L- acido léactico, M- acddo
malico; T- Testemunha

Sabe-se que algumas linhagens de leveduras sdo mais compativeis que outras em permitir a
atuacdo de bactérias |écticas (Avedovech et a., 1992). Embora ndo se recomende o emprego
de leveduras que produzem SO, pelo efeito inibidor que exerce sobre as bactérias lacticas
(Henick-Kling e Park, 1994), na elaboracdo de vinhos, de uma certa forma, seria, este
procedimento, uma maneira de inibir a atividade destas bactérias durante a fermentagdo
alcodlica. A linhagem 20B/84 tem se mostrado produtora de SO». Este deve, provavel mente



ter ssdo um dos motivos pelos quais a acidez volatil durante a fermentacéo alcodlica tenha se
mantido abaixo de 8 mEg/L. Considerando a baixa acidez volatil obtida antes da fermentacdo
maloléactica e a ndo significancia entre as linhagens (P>0,05), é possivel que a inhagem
1VVT/97 se assemelhe a linhagem 20B/84 quanto a formacdo de SO,. Pelos resultados
obtidos, observa-se que as duas linhagens permitem a reativacdo da atividade das bactérias
l&cticas autdctones. Esta agdo se deve, em parte, a disponibilidade de nutrientes promovida
pela autdlise das células de levedura e a reducéo na concentracéo de SO; livre.

CONCLUSOES

Uma vez que os vinhos elaborados com as linhagens de levedura e que ndo apresentaram
valores de acidez volatil elevados até o término de suas atividades, conclui-se que estas duas
linhagens ndo podem ser responsabilizadas pelo aumento da acidez verificado. Os valores
elevados de acidez volatil obtidos nos vinhos apo6s a fermentacéo mal ol actica apontam para as
bactérias |4cticas a responsabilidade por tal ateracdo. Maiores cuidados devem ser dirigidos,
portanto, a estas bactérias, especialmente em vinhos que possuam teores de agUcares redutores
residuais totais elevados.
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