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Atividade de bactérias lacticas durante
a vinificacao e aspectos relacionados
com a qualidade quimica do vinho

Gildo Almeida da Silva

1. Introducao

Embora o foco desta apresentagao esteja relacionado com bactérias, nao é possivel falar
em vinho sem resgatar, pelo menos uma vez, o nome do principal agente da fermentagao
alcodlica, a espécie Saccharomyces cerevisiae. Muitos dos problemas do vinho advém
ou da ma qualidade da linhagem empregada, ou de sua competitividade inadequada,
permitindo a atuacao de bactérias e de leveduras nao Saccharomyces com atividade
metabdlica capaz de comprometer a qualidade do vinho elaborado. Convém salientar
que, embora a atuagao de bactérias lacticas seja uma opcao desejavel na elaboracao de
determinados vinhos, a atividade destes microrganismos em momento nao oportuno
pode causar danos a qualidade do produto final. O comprometimento na elaboracao do
vinho pode ir desde parada de fermentacao alcodlica promovida pela inibicao da
atividade da linhagem de Sacch. cerevisiae empregada a formagao apreciavel de acidez
volatil.

E de conhecimento geral que a qualidade do vinho depende da qualidade da matéria
prima e dos microrganismos envolvidos no processo de sua elaboracéo. Isto é verdadeiro
tanto para o principal agente de transformacdo do mosto em vinho, Saccharomyces
cerevisiae, como para agentes microbianos outros que, de forma direta ou indireta,
participam da vinificacao. Ha fatores que exacerbam determinados mecanismos que
induzem os microrganismos envolvidos no processo de vinificagdo a ter um desempenho
mediocre ou inadequado. Apos a vinificagao, o vinho, especialmente o tinto, nao estara
isento de ataques microbianos. E certo que quanto maior for o teor alcodlico do vinho e
mais baixo for seu pH havera menos riscos de desenvolvimento de microrganismos. Se
dadas forem condi¢des de crescimento para espécies de Lactobacillus e de Pediococcus,
além da fermentacao malolactica, podera ocorrer alteragdbes durante a estocagem e
envelhecimento do vinho.

Ha varios géneros e espécies de bactérias lacticas. Nem todas as bactérias lacticas
presentes no mosto em processo de fermentacdo séo desejaveis. De uma forma geral,
estas bactérias podem ser divididas em homofermentativas e heterofermentativas. As
espécies dos géneros Pediococcus e Streptobacterium sao todas homofermentativas e
todas as espécies do género Leuconostoc sao heterofermentativas. O género
Lactobacillus possui representantes homofermentativos e heterofermentativos. A
diferenca entre estes dois grupos reside na concentracao de acido lactico formada em
relacéo a outros produtos do metabolismo. Os representantes homofermentativos formam
quase que exclusivamente acido lactico a partir de acucares. As bactérias lacticas
heterofermentativas, por sua vez, transformam o agucar em acido lactico, etanol, acido
aceético, glicerol, dioxido de carbono, manitol e outros polidlcoois. Esta informacao € de
extrema significancia para a enologia porque o microrganismo mais importante existente
no mosto envolvido no processo de fermentacao malolactica durante a elaboragéo de
vinho é a espécie Leuconostoc oenos. Esta espécie, devidamente descrita (Garvie,
1975), sofreu uma reclassificacao, apoiada em estudos de fermentagéo, crescimento em
meios acidos e caracteristicas filogenéticas. O nome proposto para a espécie foi
Oenococcus oeni Dicks et al., 1995. Este género, embora se distingua do Leuconostoc
' Spp. e das bactérias lacticas, possui caracteristicas heterofermentativas (Dicks et al.,
1995). Isto significa dizer que o potencial de formacao de acido acético a partir de
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acgucares é, por parte deste microrganismo, uma real preocupacéo. Esta espécie € uma
das bactérias mais resistentes ao etanol e ao pH baixo.

A fermentacao malolactica depende de fatores fisicoquimicos e bioldgicos. A fermentagao
malolactica pode ser inibida por produtos empregados em controle de doengas fungicas
que, mesmo em doses pequenas, inibem o metabolismo deste microrganismo (Vidal el
al., 2001). Certas linhagens de Sacch. cerevisiae sao formadoras de SO, {Silva e
Ficagna, 2003), podendo exercer uma inibigao significativa sobre a atividade das bactéria
lacticas. Estas, por sua vez, sdo produtoras de bacteriocinas (Stiles, 1994; Nel et al,,
2002). Estes antibidticos podem atuar sobre leveduras, inibindo-as. Portanto, durante a
elaboragdo de vinho, a interacdo entre estes dois grupos deve ser considerada. Os
prejuizos sao apreciaveis quando, na elaboracdo de vinho, a interagédo favorece a
bactéria. Parece razoavel que a fermentacdo malolactica deva ser estimulada apenas
quando a fermentagéo alcodlica tiver sido concluida. Esta recomendag¢ao nao se deve
apenas ao risco de parada ou retardo da fermentagao alcodlica mas também devido a
evolucao da acidez volatil. Tem, portanto, implicagéo sobre a qualidade do vinho.

2. Beneficios da Fermentacao Malolactica

Durante a fermentagédo alcodlica protagonizada por linhagens de Sacch. cerevisiae o
mosto é fermentado a etanol, CO, e compostos aromaticos. Uma segunda fermentagao
podera ocorrer sob agao de bactérias lacticas, utilizando como substrato o acido malico
presente no mosto. Para determinados vinhos, a fermentacao malolactica se reveste de
importancia porque proporciona a transformagao de um &cido dicarboxilico (dcido malico)
em outro monocarboxilico (lactico).

A fermentagao malolactica:

- Reduz a acidez titulavel de 1 a 4,5 g/L (acido tartarico)
- Aumementa o pH em 0,1 a 0,45 unidades

- Torna o vinho mais macio

- Aumenta a estabilidade microbiolégica do vinho

- Confere ao vinho maior complexidade

A conversao afeta a acidez total, o pH e as caracteristicas organolépticas do vinho. Ha
varias vias metabdlicas propostas para a formagdo de &cido lactico a partir de acido
malico. Veremos a seguir as rotas metabdlicas com o intuito de esclarecer o que pode
ocorrer com o vinho no qual a formacgéo de acido lactico foi estimulada.

- Reacéo I-Formagao Direta do Acido Lactico

- Enzima Maloléactica

Consideremos a Reagdo | como aquela na qual havera uma descarboxilagdo do acido
malico para a formagao do acido lactico.

A maioria das bactérias lacticas, entre elas a bactéria Oenococcus oeni (Lactobacillus
oenus)} possui a enzima malolactica. E importante salientar que Oenococcus oeni nao
cresce em meio contendo acido L-malico como a unica fonte de carbono. Esta deficiéncia
indica falta das enzimas madlica e malicodesidrogenase (MDH). A formacao do &cido
lactico a partir do acido malico( Vuuren e Dicks, 1993) , reagéo a seguir, é promovida pela
enzima malolactica:

(19HOOC-COH,-CH,-COOH ---> (,67HOOC-COH, -CHs + (0339C0» (1)

A fe[mentagéo malolactica, como mostra a reagéo (1), parece ser extremamente simples
€ nao apresenta envolvimento direto de sintese de moléculas ricas em energia
metabolica. Sob esta simplicidade pode se esconder reacoes complexas que envolvem a
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? sintese de moléculas ricas em energia. Se assim nao fosse, a reagéo nao proporcionaria
viabilidade celular. A energia metabdlica para justificar a atividade da enzima malolactica
advém da geracao de energia pelo processo antiport. Este processo é caracterizado pela
entrada de acido madlico e pela saida de acido lactico. Este movimento através da
membrana do procarioto gera uma forgca protomotiva capaz de formar ATP. Ha
experimentos que sugerem ser este 0 mecanismo provavel de geragcdao de ATP na
formagdo de &cido lactico mediada pela enzima malolactica Poolman et al., 1991). A
importancia deste mecanismo para a enologia € grande porque nao haveria,
teoricamente, espaco para a sintese de acido acético. Conseqliientemente, nao haveria
elevacao da acidez volatil do vinho. No entanto, ndo é bem isso que ocorre na pratica. No
mosto, outras bactérias podem estar presentes como Lactobacillus plantarum. Esta
bactéria, além da enzima malolactica, possui malato desidrogenase (MDH) cujas
reacoes estdo apresentadas a seguir.

4. Reacdo lI-Formacao do Acido Piravico

O &cido lactico a partir de acido malico, sem a participacao da enzima malolactica, pode
se originar do acido malico ou do acido citrico. Partindo do acido malico, ha o
envolvimento de trés enzimas importantes. Estas estdo representadas por siglas MDH,

ODC e EM . O 4cido oxalacético pode, por sua vez, ter como precursor os acidos malico
ou citrico.

HOOC-COH2-CH2-COOH Malato

MDH NAD
NADH+H+ EM

y

HOOC-CO-CH2-COOH Oxalacetato
oDC I \
cOo2
Hooc-co-cHz <€ Piruvato
4.1 Malato Desidrogenase/Citrato Liase/Oxalacetato

Descarboxilase/Enzima Malica

A enzima malatodesidrogenase (MDH) se encarrega de transformar o acido malico em
acido oxalacético, como podemos ver na reagdo acima. A oxalacetato descarboxilase
(ODC) converte o acido oxalacético em dacido pirGvico. A enzima malica (EM) promove
uma oxidacédo e uma descarboxilagéo do &cido malico, gerando &cido pirdvico.

O é&cido oxalacético pode, por sua vez, ter como precursor o acido malico, como ja
- apresentado, ou o acido citrico. As reacgdes de sintese de acido oxalacético a partir do
~ dcido citrico envolve a enzima citrato liase (CL) e estao apresentadas a seguir:

CeH70g --> HOOC-CO-CH,-COOH + CH; -COOH

'MDH-Malato Desidrogenase; ODC-Oxalacetato Descarboxilase; EM-Enzima Malica
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Observe que esta reagao resulta na sintese de acido acético. O acido oxalacético
formado podera ser convertido em acido pirdvico pela acdao da ODC, vista no item
anterior. Algumas bactérias lacticas convertem o acido acido oxalacético em malico, este
se transforma em fumarico e, por fim, em acido succinico. A bactéria Oenococcus oeni
Nnao possui o aparato enzimatico necessario para converter o acido oxalacético em malico
(Vuuren e Dicks, 1993}.

5. Reacao lll-Destino do Acido Pirtvico}

E neste ponto da reacao que o vinho apresenta um risco potencial de ter sua acidez
volatil aumentada. Se o &cido pirdvico sofrer reducao intermediada pela enzima lactato
desidrogenase, o resultado sera a formacao de acido lactico, como pode ser visto na
reacao a seguir, e consequentemente, ndo havera formacao de acido acético. Se no
lugar da lactato desidrogenase houver a atuagéo da enzima piruvato desidrogenase, o
risco de o vinho vir a ter sua acidez volatil aumentada é real. A enzima usara o acido
pirdvico como substrato para transforma-lo em acido acético, envolvendo ainda as
enzimas® fosfatotransacetilase e acetato quinase. A acdo destas duas enzimas esta
descrita a seguir:

HOOC-CO-CH3 Piruvato
LDH NADH+H+ ‘\
NAD+ JPDH
HOOC-COH2-CH3 Lactato
Cco2
HOQC-CO-S-CoA Acetil-CoA
H2PO4
HS-CoA
HOOC-CO-P ADP Acetilfosfato
AcK
ATP
HOOC-CH3 Acetato

A formagdo de &cido acético, nesta reagdo, se caracteriza por necessitar de NAD,
fornecer uma molécula rica em energia metabdlica (ATP) e gerar uma molécula de
NADH. Para a célula, a sintese de acetato é importante porque gera uma molécula de
ATP mas este processo parece ser intermitente por causa da falta de NAD e excesso de
NADH. A reacao que envolve a LDH necessita de NADH, gera NAD mas nao forma ATP.

®LDH-Lactato Desidrogenase; PDH-piruvato desidrogenase; PTA-fosfatotransacetilase; AcK-
acetato quinase
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E razoavel que as duas reacdes estejam acopladas, tendo como engrenagem, que faz
mover 0s dois processos, as moléculas de NAD e NADH.

A reacao que envolve a enzima piruvato oxidase (POX) promove uma descaboxilacao do
acido piruvico, formando diretamente CO, e acido acético (Tomar et al., 2003).

Além de acido acético pode ser formado ainda acido férmico, acetoina e diacetil (Vuuren
e Dicks, 1993).

6. Uso de Diferentes Substratos por Bactérias

Outros substratos presentes no vinho podem ser usados para a formacdo de acido
piravico. Deste metabdlito intermediario poderao se formar todos aqueles produtos finais
descritos nas reagdes acima. O &cido tartarico e citrico poderao produzir acido
oxalacético e este, por sua vez, resultar em acido piravico. Nao séo todas as bactérias
que podem degradar o &cido tartarico. A bactéria Oenococcus oeni nao apresenta
aparato enzimatico com tal competéncia. A degradacao do acido tartarico pode levar a
um processo de deterioragéo do vinho denominado tourne. Esta degradacao confere ao
vinho aromas desagradaveis.

Observando as vias metabodlicas apresentadas, chega-se a concluséo que o
microrganismo mais adequado para executar a tarefa de transformacao do acido malico
em lactico, sem prejuizo para a qualidade organoléptica do vinho, seria aquele que
apresentasse maior atividade da enzima malolactica e menor atividade das demais
enzimas aqui mostradas. O nome fermentacao malolactica deve ser usado apenas para
aquela reacao de transformagao do acido malico em &cido lactico. A transformagao do
acido citrico em &cido lactico deve ser denominada fermentacao citrolactica. Por
consequéncia, a transformacao da glicose em &acido lactico poderia ser denominada
fermentacao glicolactica. Os acucares residuais presentes no vinho, durante a
fermentagédo malolactica, sdo os maiores entraves para se obter vinhos de qualidade.
Embora o microrganismo mais indicado para a fermentacao malolactica seja a espécie
Oenococcus oeni, por possuir enzima malolatica e pela falta da atividade das enzimas
malica e malatodesidrogenase, esta bactéria nao apresenta atividade aldolasica (Garvie,
1975), o que é um inconveniente. Esta deficiéncia coloca a espécie no grupo das
bactérias heterofermentativas (Garvie, 1975).

Considerando a bactéria Oenococcus oeni a representante legitima das bactérias
presentes no mosto e de atuacao desejavel, deve-se levar em conta seu metabolismo
com relagdo a utilizacao de agucares residuais. A implicagdo da inexisténcia de aldolase
faz esta espécie ser incapaz de degradar a glicose pela via de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), como fazem bactérias homolacticas. Sendo heterolactica, a espécie Oenococcus
oeni utliza a via pentose fosfato para a sintese de energia metabdlica. Como
consequéncia, ha a formagao de acido lactico e etanol e/ou acido acético e ainda com
possibilidade de formacéao do polialcool denominado manitol. Os passos importantes
desta via a partir da glicose seriam:

- Transformacao da glicose em glicose-6-fosfato, com gasto de 1 ATP.

- Reacdes que resultam na formagcdo de xilulose-5-fosfato, com producao de 2
moléculas de NAD(P) reduzidas (2 NAD(P)H+H").

- Clivagem da xilulose-5-fosfato para formar gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato
mediada pela enzima fosfocetolase.

- (gliceradeido-3-fosfato seguira os passos normais como os da glicélise até acido
lactico. Convém salientar que:

- Nesta operacao, é gerada uma molécula de NAD reduzida e esta mesma molécula
sera oxidada durante a reducgao do acido piravico.

- Havera formacgao de duas moléculas de ATP. Logo, o saldo liquido sera de 1 ATP.

- As moléculas de NAD reduzidas no inicio do processo ainda estdo intactas, mas
precisam ser oxidadas.
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- A funcdo de oxidagcdo destas duas moléculas de NAD reduzidas estd sob
responsabilidade das enzimas que atuam sobre o acetil-fosfato gerado ou sobre a
frutose, formando manitol.

A molécula de acetil-fosfato formada podera ser convertida em:

- Etanol- Neste processo, ha transformacgao do acetil-fosfato em acetil-CoA e este em
acetaldeido, com a oxidacao de uma molécula de NAD(P) reduzida. A conversao do
acetaldeido em etanol promove a oxidagao de outra molécula de NAD(P) reduzida.
Portanto, as duas moléculas de NAD(P) reduzidas formadas foram oxidadas, mas nao
houve formacao de ATP.

- Acido acético- Nesta alternativa, ha formacao de uma molécula de ATP, mas nao ha
oxidacao das moléculas de NAD(P) reduzidas formadas.

Sob ponto de vista energético, a sintese de acido acético € mais vantajosa para a célula
que a formacado de etanol. A decisdao de formar etanol ou &acido acético dependera da
relacdo NAD(P)H+H*/NAD(P) intracelular. Com tarefa tao importante para o metabolismo
celular, a molécula de acetil-fosfato pode ser formada por trés diferentes vias.

- Por clivagem da xilulose-5-fosfato, como ja enfatizado.

- Por clivagem da Frutose-6-fosfato. Esta reagao, compreenderd, além da formacao de
acetil fosfato :
v entrada de fésforo inorgéanico,
v formagao de eritrose-4-fosfato,
v sintese de eritritol, com oxidacdao de uma molécula de NAD(P) reduzida e
liberacao de fosforo inorganco. Nao ha formacéao de ATP.

- A cisteina, reagindo com H20, pode gerar H2S, NH3 e acido piruvico. Este, sob acao
de uma piruvato oxidase e reagindo com H20, liberara H202 e CO2. Logo apos, sera
incorporado fésforo inorganico, formando uma molécula de acetil-fosfato. Desta
molécula serao sintetizadas uma molécula de ATP e outra de acido acético. Com a
formacdo da molécula de ATP adicional, o balango energético liquido celular se
equipara ao da glicdlise (EMP) (2 ATP/molécula de glicose metabolizada). E
importante observar que utilizacao da cisteina para a sintese de acido piruvico resulta
numa preocupacao a mais por formar H2S.

Os riscos de uma apreciavel queda na qualidade do vinho se dao especialmente quando
Oenococcus oeni atua durante a fermentagao alcodlica ou durante uma parada ou até
mesmo quando ocorre retardamento no processo fermentativo (Silva e Muratore, 2003).
A diferenca entre uma fermentagcdo com e sem parada de fermentagao esté representada
nas Figuras 1 e 2).
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7. Efeitos Indesejaveis da Acao de Bactérias Lacticas

Observe que esta sendo chamada a atencéo sobre a agao de bactérias lacticas sobre a
qualidade do vinho. Isto nao significa dizer que a fermentacdao malolactica,
especificamente, ndao oferecga riscos. Esta quando nao desejada acarreta problemas de
qualidade (Davis et al., 1985a). Entre os problemas sobre a qualidade do vinho,
relacionados diretamente com a fermentacao malolactica estao:

- Reducao excessiva da acidez de vinhos com pH elevado, conduzindo a riscos de
contaminacgao

- Elevacao do pH

- Gosto indesejavel (rato), atribuido a presenca de 2-acetil-2-etil-tetraidropiridina e
acetil-prolina e formados pela agao de Lactobacillus e de Pediococcus (Chatonnet et
al., 1990)

- Alteracao na cor
- Formacgao de aminas
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8. Uso de Bactérias Lacticas e Interferéncias de Fagos

O uso das bactérias lacticas da espécie Oenococcus oeni se reveste de importancia
devido ao fato de possuir enzima malolactica e de formar aminas em concentracoes
extremamente baixas. No entanto, a inoculagdo de tais bactérias nao garante o
desempenho esperado. Isto se deve a acao de bacteriéfagos. Estes virus se replicam
dentro da célula hospedeira causando lise celular e, portanto, levando a inibicado da
fermentagdo malolactica. A fase litica do processo gera novos virus que procurarao
infectar outras células e, desta forma, o ciclo se repete podendo comprometer todo o

processo da fermentacao.

Algumas caracteristicas dos fagos tém sido observadas. Estes fagos nao lisam todas as
linhagens de Oenococcus oeni, sao ativos em vinhos com valores de pH maiores que 3,5
e inativos em valores de pH abaixo de 3,5. Tém sua agéo inibida pelo SO, e pelo uso de
bentonita (Davis et al.,1985b).

As precaucgdes que devem ser tomadas para evitar a interferéncia de fagos sao:

- Iniciar a fermentag¢ao malolactica apds a fermentacao alcodlica
- Utilizar multiplas linhagens de \textit{Oenococcus oeni}
- Manter o ambiente limpo
- Empregar uma carga elevada de indculo
- Usar linhagens resistentes a fagos
- Efetuar rotagao de linhagens

Como pode ser observado, pela explanacao feita, a bactéria Oenococcus oeni deve ser a
mais indicada para efetuar a fermentacdo malolactica. Embora seja, devido a sua
fisiologia, o género que menos acidez volatil confere ao vinho, pela capacidade de
transformar diretamente o acido malico em lactico, a formagao deste acido néo esta
totalmente afastada do processo de elaboragdo de vinho. Os agucares redutores
residuais presentes no vinho podem ser utilizados pela bactéria e, com isto, elevar os

teores de acidez volatil do vinho.
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