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ESTUDO DE BACTERIAS LACTICAS
COM VISTA A REPARACAO DE INOCULOS
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RESUMO

Foram- isoladas bactérias 1acticas de vinhos das regides do Oeste e
D&o. Apo6s -identificacdo por recurso: Ag técnicas classicas baseadas ha
- morfologia e fisiologia  das :bactérias foram  seleccionadas 7. estirpes . de
Leuconostoc oenos e 1 de: Lactobacillus plantarum. que tém vindo. a. ger
estudadas no respeitante-ao efeito que alguns factores do meio (dcido malico,
PH e etanol) ‘podem -exercer sobre ¢ crescimento e metabolisnio do ‘4acido
malico. Foi avaliada a actividade malolactica das estirpes em estudo:

INTRODUCAO

A fermentacdo malolactica de um vinho (FML) é conse-
guida pela acclo de bactérias lacticas (BL) que se desenvolvem
apos a fermentacio alcodlica.

Quando as condigbes de meio sfo favoriveis, a populacio
atinge niveis da ordem de 10° cel/ml, a partir dos quais o-acido
~ malico é degradado. Contudo o crescimento bacteriano é muitas
vezes insuficiente, dependendo das condigoes do meio (pH, tem-
beratura; - alcool, -anidrido. sulfuroso, condictes sanitirias das
uvas, ...) e a FML néo se d4 ou da-se apenas muito tardiamente.

A fermentacdo do 4cido malico é essencial 3 estabilizacio
biolégica e qualidade dos vinhos tintos, e as exigéneias crescentes
da producio e do consumo obrigam a um dominio efectivo dos
brocegsos «de finalizacdo e conservacio dos vinhos.

Pelo recurso & inoculagdo dos vinhos com bactérias lacticas
isoladas de vinhos e multiplicadas em meios 6ptimos ndo tem
sido possivel controlar o processo de forma eficaz (Peynaud
e Domercq, 1959, Kunkee et al., 1964, T.afon- Lafourcade et al.,
1968). De facto, o v1nho ¢ um meio pouco favordvel ao cres-
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cimento bacteriano nfo sendo facil impor uma populagao capaz
de se multiplicar e fazer a degradacio do 4cido malico.

Mais recentemente foram desenvolvidas formas de aplicacdo
de biomassas concentradas de bactérias lacticas, sob a forma

- de preparacoes congeladas ou liofilizadas.

Contudo a rapida perda de viabilidade destas preparagoes
nio permite que também este processo possa ser usado como
pratica corrente. ~

Foram entretanto ensaiados processos de as tornar mais
eficazes por recurso a uma prévia reactivacdo das bactérias
licticas (Lafon-Lafourcade et al., 1983, Joyeux e Lonvaud-Funel,
1985) ou recurso a tratamentos adicionais do' vinho (Guilloux-
-Benatier et al., 1985, Lonvaud-Funel et al., 1985). Estas préa-
ticas ‘tornam o processo mais oneroso  apresentando portanto
um interesse relativo.

O recurso a microorganismos imobilizados tem vindo a
adquirir interesse crescente sendo j& numerosos os ensaios res-
peitantes a. utilizacdo de enzimas fixadas ou leveduras imobi-
lizadas na preparacdo de vinhos espumantes ou na fermentacéo
da cerveja (Bidan et al., 1978, Kolot, 1980, Loureiro e
Novais, 1986).

A aplicacdo deste processo ao controlo da FML: dos vinhos
tem também vindo-a ser ensaiada.

De acordo com Cuenat e Villettaz, 1984, a imobilizacdo de
células inteiras é mais simples que a da enzima malolactica
(EML), conservando as actividades enzimaticas secundarias
das bactérias desde que nao tenham sido destruidas durante
0 processo - de  imobilizacdo.

Segundo aqueles autores este processo apresenta varias
vantagens potenciais de ordem tecnoldgica e econémica:

——as bactérias imobilizadas podem ser reutilizadas;

~0 vinho tratado contém poucas BL o que diminui o risco
~de alteracdes posteriores por ataque de outros substractos
presentes no vinho e facilita os processos de acabamento;

— 0 momento e extensdo da FML podem ser devidamente
controlados. ' ‘

O perigo de contatminacdes e a perda de actividade das
biomassas sao aspectos a ndo descurar no processo.
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Entretanto, o estudo de suportes de imobilizacdo,  prepa-
racdo ‘dos inéeulos, estudo:do tipo de reactor e condicbes de
meio e trabalho, tém vindo a ser objecto de variog ensaios
(Spettoli ef al.; 1982, Cuenat e Villettaz, 1984, McCord e Ryu,
1985, Crapisi et al., 1987, Rossi e Clementi, 1984).

Neste trabalho propusemo-nos isolar e seleccionar bactérias
lacticas com vista a posterior imobilizacdo, com o objectivo
de estabelecer um processo de controlo da FML aplicdvel &
_pratica enoldgica.

MATERIAL E METODOS

Isolamento das bactérias ldcticas — a partir de vinhos, das
regices do Oeste e do Déo, em que se deu ou estd em curso a
FML, sdo isoladas bactérias por riscado em meio de Carr com
incubacio em anaerobiose. As bactériag isoladas sio: conser-
vadas em meio de Carr liquido, a 10°C, e repicadas periodi-
camente,

Identificacdo. das bactérias ldcticas— baseAmo-nos  essen-
cialmente na observacdo da morfologia e determinacio: de
algumas propriedades fisiolégicas — pesquisa de catalase e da
oxidacdo do etanol, forma isomérica do acido lactico formado
a partir da-glucose, ‘caracter homo ouheterofermentativo dos
aclicares, fermentac8o das pentoses (Ribéreau-Gayon et al., 1975,
Carre, 1982, Joyeux, 1983). :

Para "a ‘execucdo de alguns testes recorremos a - galerias
API 50 CH e 10E, processo normalizado que facilita grande-
mente a determinacio dos critérios cldssicos de identificacdo —
fermentagdo de varios substratos entre os quais as pentoses e
confirmacdo do caracter homo ou heterofermentativo — degra-
dacdo da arginina. (bacilog heterofermentativos), formacio: de
acetoina a partir do 4cido pirtvico (cocos heterofermentativos).

O etanol e os acidos L(+) e D(-) lactico foram determi-
nados por via enzimética, segundo ‘o protocolo indicado por
Boheringer-Manheim.

Seleccdo das estirpes — de entre ag bactérias identificadas
foram seleccionadas 1 estirpe de Lactobacillus plantarum e
7 estirpes de Leuconostoc oenos, tendo como base a sua facili-
dade de crescimento, e tém vindo a ser estudadas por forma
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a avaliar a acco que alguns dos factores do meio exercem
sobre elas.

Neste trabalho apresentam-se resultados da acclo do pH,
do 4cido malico e do etanol no crescunento e actividade ‘das
estlrpes em estudo.

Foram efectuadas culturas em meio de Carr a3 Valores‘
de pH (3.40, 3.75 e 4.00) contendo ou nio 4cido malico (2 e
5g/l) e adicionado ou nfo de etanol (8 ¢ 11%).

O crescimento foi seguido pela determinacdo da absor-
véncia a 640 nm e a evolucdo do acido malico foi seguida por
cromatografia em papel. ‘

A actividade enzimética das bactérias é determinada ava-
liando a percentagem de acido malico degradado num dado
intervalo de tempo (4h) por um peso conhecido de biomassa
(b mg de peso seco), recolhida em fase exponencial de cresci-
mento a partir de uma cultura em meio de Carr contendo ou
ndo 4acido malico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1= Baciérias isoladas e identificadas

No Quadro I indica-se o total de baetérias isoladas e iden-
tificadas até ao momento. ‘

Verificamos gue a maior percentagem de bactérias que
perderam a viabilidade, se apresentavam sob a forma de cocos,
normalmente as bactérias mais sensiveis s condigbes de meio
e ex1gentes do ponto de vista nutricional.

QUADRO I

Bactérias-iscladas e identificadas

Bactéries isolées et identifices

EL isoladas BL q‘ue')')erderam i chos que perderam
viabilidade . viabilidade
Qeste Dao Oeste Dao Oeste Dio
1987 113 44 76 37 249 34
1988 102 — 42 EEna 33 —_
Total 215 44 118. 37 : 82 84

(55%)  (84%) (T0%)  (92%)
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Verifica-se também. uma diferente distribuicio das bactérias
nos dois anos de estudo:
Foram as seguintes bactérias identificadas:

Ano de 1987
Ligetobacillus  Drevis il il i s o s 12
Lactobacillus “RAlgardit .o i 3
Pediococeus cerevisiae ..ol il 5
LeuconostoC: 08N0S i i il it i s 1
Ano de 1988
Lactobabillus DPEVIS vt e 1
Lactobacillus  fructivorans ... o000 L
Lactobacillus “plantarwm: .00 v e i 2
Lactobacillus Rilgardit ... 0000 o i 6
PedioCcoccus: CereviSioe ... ... v il e 2

Lewconostoc 0enos .. .. . i 12

Agsim, em 1988 a maioria das bactérias identificadas per-
tencem & espécie: Leuconostoc oenos (50 %) enquanto: em 1987
apenas se identificou uma bactéria pertencendo a esta espécie.

A este facto nfo deverd ser estranha a elevada morta-
lidade que se verificou nos cocos e também as condicdes diferentes
de maturacéo das uvas e composicdo do vinho resultante, nio
sendo também de ignorar a diferente proveniéncia das amostras
pelo que a diferente distribuicdo das estirpes identificadas
poders estar relacionada com as condicSes de trabalho nas
diferentes adegas.

Il — Crescimento em presenga de dcido mdlico — Influéncia do pH do meio

O comportamento das vérias estirpes em funcio do pH
do meio é variavel, sendo diferente de estirpe para estirpe a
accio exercida pelo 4cido malico.

- De um modo geral o pH 34 é o mals desfavorivel ao
crescimento (Fig. 1), :

Forma-se mais biomassa a pH 3.75 que a pH 4.0 nfo sendo
salientes diferencas nos meios a estes 2 valores de pH no res-
peitante ao momento em que se atinge o méximo de formacao
de biomassa.
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Verifica-se  que de um modo geral o meio contendo acido
malico  é, neste ensaio, mais adverso ao crescimento sendo
hestes meios que.a biomassa formada é menos-importante,

Ag estirpes menos afectadas pelo pH do meio sio a 5-8/88,
7-3/88, 7-4/88 e 20-9/88 sendo a 6-4/88 a que apresenta mais
dificuldades de crescimento especialmente a pH 3.4.

A evolugdo do 4cido maélico estd de. acordo com o cresci-
mento das bactérias sendo varidvel de estirpe para estirpe
(Quadro II). A acco do pH é pouco evidente em algumas
estirpes (20-9/88 e 6-4/88) sendo marcada noutras (7-7/88,
5-8/88).

QUADRO IT

Evolugdo do 4cido malico

Ewvolution de Pacide malique

BL 0/y de ac. malico Dia de cultura Variacdo em funcao
degradado da abservagio do pH do meio
5-7/88 60 10 3.4 =375 < 4.0
5-8/88 50 10 3.4 =375
75 10 4.0

6-4/88 50. 8 3.4 =375 > 4.0

7-3/88 75 6 3.4 < 375 ~=40

7-4/88 75 6 34~ 395 < 4.0

7-6/88 75 6 3.4 >~ 375 >~ 4.0

7-7/88 75 6 34 < 375 <. 4.0
20-9/88 50 4 3.4 =375 =40

A variacdo do pH do meio de cultura determinado guando
se atingiu o méaximo de biomassa, esti expressa na Fig. 2.

Verifica-se que de um modo geral o pH do meio baixa,
sendo esse abaixamento mais marcado nos meios que néo contém
acido malico. O Acido lactico decorrente da transformacio dos
aclicares do meio de cultura serd o responsivel por. este
abaixamento.

Nos meios contendo 4cido malico o pH é regulado pelo
acido l4ctico formado dos agficares e pelo 4cido do meio o gual
a0 ser desdobrado originando um 4cido fraco estd na origem
de uma elevagio do valor de pH, sendo o balanco destes dois
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Fig. 2 - Variacdo do pH do meio pelo metabolismo de bactérias lacticas.

Variation duw pH' du miliew .par le metabolisme de bactéries lactiques.

fenémenos que se traduz nos resultados observados. A estirpe
20-9/88, aquela em que a degradacio do &cido malico é mais
acentuada é aquela em que o pH desce menos, havendo mesmo
um caso em que se verifica uma subida de cerca de 0,2.

[l —Aegdo do etanol

B nitida a inibicao :exercida pelo etanol partmularmente

para niveis de pH mais baixos. o
A sensibilidade das diferentes estirpes ao etanol é varlavel

(Fig. 3). A estirpe 6-4/88 néo apresenta qualquer crescimento
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Croissance de bactéries lactiques en fonction de Péthanol et du pH du miliew
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a 11° de etanol enquanto a 20-9/88 apresenta ainda um cres-
cimento interessante, particularmente ao pH mais elevado.

A pH 3.40 as estirpes mais afectadas sdo as 5-T/88, 5-8/88
e 6-4/88. A 8 de etanol e pH 3.40 apresentam crescimento as
estirpes 7-3/88, 7-4/88, 7-6/88, 71-7/88 e 20-9/88. A 11° de
etanol e também a pH 3.40 crescem apenas as estirpes 7-4/88
e 20-9/88. ‘

Aos valores ‘de. pH malis  elevados o efeito do etanol- é
menos: marcado. ‘
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IV — Actividade maloldctica

O ensaio foi conduzido em nieio de Carr, contendo 2,6 g/1
de acido malico, a pH 4.5 e a temperatura de 20°C.

As estirpes em estudo foram previamente sujeitas a 4 repis-
cagens sucessivas em meio de Carr sem acido méalico ou con-
tendo 5 g/l daquele 4cido.

No Quadro IIT apresentamos os resultados encontrados os
quais mais uma vez apontam as estirpes 7-3/88 e 7-4/88 como
as mais favoraveis, agora também do ponto de vista da capa-
cidade para degradarem o acido malico.

QUADRO III

Actividade malolactica das estirpes
Activité maloactique des  souches’

0/y de acido malico degradado

Estirpe Précultura Précultura
sem 4c. mélico com ac: malico
5-7/88 3.4 4.2
5-8/88 19.7 11.4
6-4/88 1] 0
7-3/88 13.6 34.8
7-4/88 17.8 18.7
7-6/88 17.4 7.6
7-7/88 11.4 34.1
20-9/88 21.9 —

A accdo do Aacido maélico varia com a estirpe, parecendo
que. a enzima sera em todos os casos constitutiva.

"0 estudo do comportamento das BL em presenca de SO
e acidos gordos bem como o metabolismo dos aglcares e do
acido citrico, sdo os factores a estudar de imediato.

Seguidamente terd que ser avaliada a adaptabilidade das
estirpes ao vinho e possivel acgio na composicdo organo-
léptica destes. :

CONCLUSOES

A estabilizacao bioldgica de um vinho por recurso a bactérias
lacticas imobilizadas suple a seleccdo de estirpes bem caracte-
rizadas e adaptadas ao meio.
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O conhecimento da accio exercida sobre as bactérias por

alguns factores do meio é essencial.

Dos ensaios efectuados verifica-se que o efeito do pH do
meio e dos teores em etanol varia com-a. estirpe. O etanol,
associado aos baixos niveis de pH,; aparece mesmo. como factor
limitante de - algumas  estirpes -isoladas.

As estirpes de Leuconostoc oenos aparecem. mais sensiveis
as condicOes do meio que a estirpe de Lactobacillus plantarum

em. ensaio.
A actividade enzimatica. das diferentes bactérias isoladas

varia igualmente com a. estirpe, nfo sendo. claro o efeito- do
4cido malico na précultura. Parece contudo que a actividade
enzimatica sers em todos 0s casos constitutiva, restando escla-
recer o que.se passa com a estirpe 6-4/88 que-as 4 h nao apre-
sentava degradacao do acido malico mas que em outros ensaios
mostrou possuir potencial para a efectuar. Esta estirpe aparece
alids como pouco interessante de acordo com os vérios resul-
tadog obtidos. :

Sdo manifestas as dificuldades de isolamento e cultura de
bactériag lacticas, particularmente dos cocos, o que 3 partida
deixa supor a dificuldade de implantacio destas culturas num
meio como o vinho e incentiva & procura de técnicas que per-
mitam proteger as células das condicbes ambientais, no caso
a0 recurso z imobilizacio. ‘
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RESUME

Etude de bacteries lactiques pour la préparations de inocula

Des bactéries lactiques isolées. de vins portugais ont été ideutifiées
en faisant appel au techniques traditionnelles qui determinent certains
bropriétées  morphologiques et phisiologiques. 7’ souches de Leuconostoc
oenos et -1 souche de Lactobacillus - plantarum: - ont. été selectionnées et
étudiées vis a vis' Paction de Tacide malique, du pH . et de I'éthanol du
milieu: L'activité malolactique a été évaluée.
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SUMMARY

Study of lactic acid bacteria to prepare starter cultures

T.actic -acid bacteria “isolated from portuguese 'wineg are  identified
by the traditional technigues considering-their ‘'morphological . and phisio-
logical ‘properties. 7. Lewconostoc oenos strains and 1 Lactobacillus . plan-
tarum were - gelected and the malic acid- content, pH  and ethanol effect
on ‘their "growth and malic acid  meéthabolism  were studied. Malolactic
activity ‘of the: strains. are evaluated. :
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