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O que é biocontrolo?

Qual a sua origem?

O que significa
o biocontrolo no vinho?

Informacao pratica sobre a elaboracao do vinho

ALGUMAS BACTERIAS ENOLOGICAS SELECIONADAS
ATUAM COMO FERRAMENTA DE BIOCONTROLO
CONTRA A BRETTANOMYCES

O conceito de controlo biolégico ou protegdo também denominado de «biocontrolo» é um
meétodo conhecido e aplicado desde o inicio da agricultura, mesmo que sem essa con-
sciéncia. O desenvolvimento da agricultura esteve obrigatoriamente ligado a necessidade
de proteger as culturas através de diversos métodos incluindo o controlo biolégico. Com o
desenvolvimento da quimica aplicada ao setor agroalimentar as ferramentas de controlo
biolégico foram postas de lado durante varios anos. Com uma crescente consciencializa-
¢ao das questdes ambientais e da saude devido ao uso de quimicos, métodos alternativos
como o biocontrolo foram novamente estudados com um melhor conhecimento e abor-
dagem cientifica. O controlo bioldgico surge como um excelente meio para proteger as
culturas de pragas e doengas.

O inicio do biocontrolo é fundamentado na gestdo do equilibrio das populagdes negativas
mais do que na sua erradicagdo. As ferramentas de biocontrolo incentivam a utilizagdo de
mecanismos e interagdes naturais nas relagdes entre espécies no meio ambiente.

No processamento alimentar, o conceito de conservagéo dos alimentos com flora de protegéo
tem mais de 40 anos. O objetivo foi sempre alargar o prazo de validade e limitar os riscos de
contaminagdo microbiana: uma excelente alternativa para conservantes alimentares quimi-
cos. Atualmente os campos de aplicagao sao diversos e podemos encontrar ferramentas de
biocontrolo em queijo, pao, bebidas, etc.

No vinho, o uso de SO; representa uma incrivel melhoria em relagéo a qualidade do produto,
principalmente pela sua atividade antibacteriana e antifungica. Mas, atualmente, existe um de-
sejo crescente em diminuir o uso de quimicos na vinificagdo e o SO, é obviamente um destes
produtos. Continua a ser uma ferramenta excelente para reduzir a populagdo de contaminagao
durante todo o processo de vinificagdo, como a flora oxidativa de leveduras, bactérias de con-
taminacao e, evidentemente, Brettanomyces, que ainda é o inimigo principal do vinho. Estudos
recentes (Curtin et al. 2012; Vigentini et al. 2013; Albertin et al. 2017) mostraram que existe
uma grande diversidade genética de Brettanomyces e entre estas esta um numero significativo
de estirpes de Brettanomyces bruxellensis capazes de resistir e sobreviver ao SO, (Figura
1). O Australian Wine Research Institute (AWRI - Curtin et al., 2012) demonstrou que 85% da
populagéo de Brettanomyces do seu estudo foi capaz de sobreviver e crescer a 0,6 mg/L de
SO, molecular. Albertin et al. (em 2016) identificou 34% de estirpes de B. bruxellensis entre
uma colegao de 33 estirpes resistentes ao SO..
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As bactérias Este tipo de resisténcia conduz a concentragdes muito elevadas de SO, nos vinhos para atingir
selecionadas podem o nivel letal necessario de modo a erradicar esta populagéo de Breftanomyces. Estes resulta-
ser utilizadas como dos mostram os limites de SO, como ferramenta de controlo de Brettanomyces e salientam a
biocontrolo? necessidade de ferramentas de biocontrolo alternativas para gerir este risco. A inoculagao pre-
coce de leveduras (Gerbaux et al., 2004) ja € conhecida como uma ferramenta de biocontrolo
muito eficiente contra o crescimento de Brettanomyces. Mais recentemente foi descoberto que
algumas bactérias enoldgicas selecionadas eficazes também podem ser consideradas como
ferramentas de biocontrolo eficientes para lidar com contaminagdes de Brettanomyces e niveis
de fendis volateis no vinho. Estes compostos volateis e principalmente 4-etilguaiacol (4-EG) e
4-etilfenol (4-EP) sao responsaveis pelas alteragdes e pelos aromas indesejaveis nos vinhos. A
pratica da inoculagéo adequada de bactérias enoldgicas selecionadas € também reconhecida
pela OIV (RESOLUTION OIV-OENO 462-2014) para reduzir o crescimento de Brettanomyces
durante o processo de vinificagdo. Foi descoberto que certas bactérias enoldgicas seleciona-
das sdo consideradas ferramentas de biocontrolo eficientes contra microrganismos de con-
taminacao para proteger a qualidade do vinho.

RESULTADOS

BIOCONTROLO COM BACTERIAS ENOLOGICAS SELECIONADAS
CONTRA O CRESCIMENTO DE BRETTANOMYCES

Estudos anteriores mostraram o impacto 6bvio da inoculagéo precoce de BML na redugzo do teor final de fendis volateis (Gerbeaux
et al. 2009); Pillet et al. 2011). E conhecido que o periodo de laténcia entre o final da fermentagao alcodlica e o inicio da fermentagao
malolatica (FML) é critico para microrganismos de contamina¢éo como as bactérias de contaminagéo e Brettanomyces. Em 2014, a
OIV reconheceu que a co-inoculagéo de leveduras selecionadas e bactérias lacticas selecionadas podem ajudar a reduzir esta fase
de laténcia e consequentemente limitar o desenvolvimento de Brettanomyces. Projetos de investigagao recentes estudaram a pos-
sibilidade de intervencdo que algumas bactérias selecionadas podem ter, para além da redugéo desta fase de laténcia, na inibicdo
direta do crescimento de Brettanomyces. Trabalhos realizados em colaboragao com o IFV em Borgonha em 2015 e 2016 com Pinot
mostraram a dinamica da populagdo de microrganismos em vinhos inoculados, imediatamente apds a fermentagéo alcodlica, com
Brettanomyces e de seguida com diversas bactérias selecionadas (1g/hL) a uma temperatura compreendida entre 16 a 18°C.

Os resultados mostraram que existe uma clara inibigéo do crescimento de Brettanomyces pelas bactérias selecionadas de ambas
as colheitas. Na figura 2 podemos observar as medi¢des da populagao de Breftanomyces em 2016 com 3 bactérias selecionadas
diferentes comparadas com a testemunha na qual nenhuma bactéria foi inoculada e em que a FML ocorreu espontaneamente. Os
resultados foram os mesmos para a populagao de Brettanomyces a 10° cfu/mL.
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A inoculagdo e o crescimento destas 3 bactérias selecionadas limitam significativamente o desenvolvimento de Breftanomy-
ces mesmo com uma forte contaminagao inicial. As concentragbes de Brettanomyces no final, na presenca das bactérias
selecionadas, foram mais ou menos o mesmo nivel do inicial (entre 10% e 10® ufc/mL) enquanto na testemunha com bactérias
indigenas (FML espontanea), o nivel final de Brettanomyces é muito mais elevado (10° ufc/mL) com um pico a 108 ufc/mL, isto
€ uma diferenca de 2 a 4 log.

Fenais volateis foram analisados no final dos ensaios experimentais em todas as modalidades de tratamento (figura 3) e o vinho
em que a FML ocorreu espontaneamente apresentou teores elevados de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol, acima do limiar de percecéo,
enquanto na modalidade dos vinhos inoculados com bactérias selecionadas os vinhos apresentaram teores muito baixos de am-
bos os fendis, aproximadamente zero.
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Essas diferengas em fendis volateis estao claramente relacionadas com as diferengas na populagéo e mostram, mais uma vez,

o verdadeiro beneficio do biocontrolo de Brettanomyces, devido a inoculagéo de algumas bactérias selecionadas, na qualidade
do vinho.

Este trabalho foi confirmado por outro estudo em 2016 com Pinot Noir. Quatro bactérias selecionadas diferentes foram usadas
na co-inoculagdo (24 horas apds a inoculagdo das leveduras) num mosto inicialmente contaminado com 1.7 x 10% ufc/mL de
Brettanomyces, FML concluida em 20-40 dias enquanto a testemunha sem inoculagao terminou em mais de 60 dias.

As figuras 4a e 4b ilustram a evolugao da populagéao de Brettanomyces e de bactérias: no caso da co-inoculagédo com bac-
térias selecionadas (figura 4a: resultados apresentados sdo uma média das modalidades de tratamento com as bactérias
selecionadas) e no caso da testemunha — espontéanea (figura 4b). Podemos claramente observar na figura 4a que ndo ha
crescimento da populacéo de Breftanomyces (mesmo com esta forte contaminagéo) e esta populagéo contaminante diminui
do inicio ao fim em oposi¢ao a populagdo das bactérias selecionadas que crescem ao mesmo tempo. Por outro lado, na
figura 4b, a populacdo de Breftanomyces mantém um nivel elevado até ao 11° dia (data de trasfega) registando um novo
crescimento devido ao desenvolvimento lento da populacédo bacteriana espontanea. Os teores finais sao significativamente
diferentes entre os vinhos em co-inoculagdo e a testemunha: existem 10 vezes mais Brettanomyces na testemunha do que
nos vinhos co-inoculados (mais que um log ufc/mL de diferenga). Esses resultados confirmam a forte competi¢cdo entre as
nossas bactérias selecionadas e a populagéo de leveduras contaminantes como as Brettanomyces, incluindo a co-inoculagao
através do crescimento facilitado das bactérias selecionadas e uma excelente capacidade de sobrevivéncia dessas bactérias.
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BIOCONTROLO COM DETERMINADAS BACTERIAS SELECIONADAS CONTRA A LIBERTAGAO
DE PRECURSORES DE AROMAS INDESEJAVEIS

Com Brettanomyces, o 4-etilguaiacol (4-EG) e 4-etilfenol (4-EP) sdo produzidos durante a biotransformagéo dos acidos
hidroxicinamicos, acido p-cumarico e acido ferulico, que séo precursores naturalmente presentes nas uvas, sob a forma
ligada ou sob a forma livre. A transformagao destes precursores livres em 4-EG e 4-EP (Figura 5) ocorre em dois passos:
primeiro com a enzima cinamato descarboxilase, seguida pela enzima vinil-fenol redutase. Mas antes das Breftanomyces

usarem esses precursores, elas terdo de ser libertadas da sua forma vinculada para a forma livre pela agéo da cinamil
esterase.
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Determindadas bactérias lacticas, incluindo a Oenococcus oeni, tém esta atividade enzimatica cinamil esterase e podem
assim aumentar a quantidade de precursores livres, que se tornam Uteis para as Brettanomyces produzindo fendis volateis
(Burns e Osborne 2013). Os seus resultados mostraram que dependendo da bactéria enolégica usada para a FML, estas
resultam de diferentes concentragdes de precursores livres.

Isto significa que quando se utiliza uma bactéria enoldgica, esta deve possuir atividade cinamil esterase negativa para
evitar a producgao de precursores de fenois volateis que podem ser usados por Brettanomyces.

Todas as nossas bactérias enoldgicas foram separadas e podemos confirmar que sdo todas fendis-negativas como é
mostrado na Figura 6, de um estudo realizado por J. Osborne (OSU).
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O biocontrolo de microrganismos contaminantes com determinadas bactérias enoldgicas € uma opgéao bioldgica e segura para
os endlogos. Através de uma cuidada gestéo da fermentagéo alcodlica com leveduras bem reidratadas e com boa nutrigéo,
e utilizando bactérias enoldgicas selecionadas em co-inoculagéo ou inoculagéo sequencial, a populagcao de Brettanomyces,
e consequentemente a producdo de aromas indesejaveis fendlicos séo mais facilmente controlados. Quando o nivel de con-
taminagao de Breftanomyces é elevado, € melhor realizar a co-inoculagao visto que o biocontrolo se inicia logo no inicio da
fermentacao.

Além disso, as nossas bactérias selecionadas tém sido confirmadas como fenol-negativas, e ndo facultam as Brettanomyces os
precursores para produzir aromas indesejaveis, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol.

O biocontrolo com a protegao através das nossas bactérias enoldgicas selecionadas, com a falta dos precursores para as Bret-
tanomyces, sdo uma combinag¢do ganhadora no que diz respeito a tipicidade do vinho, sem os defeitos associados as "Brett'.
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UMA PALAVRA DO NOSSO ESPECIALISTA

Vincent Gerbaux

Vincent realizou o mestrado em Biologia aplicada a
Nutricdo e Alimentacdo, em 1982 pela Ensbana (atual-
mente AgroSup Dijon), e em 1983 recebeu o diploma
nacional de Enologia. Estudou bactérias lacticas aplica-
das a enologia durante a sua tese de doutoramento na
Universidade de Dijon (1983 a 1985). Em 1985, iniciou
a colaboragao com o IFV em Bordéus e trés anos mais
tarde juntou-se ao IFV Beaune.

Vincent € responsavel pelo projeto do IFV «Techno-
ferm», reunindo todo o seu conhecimento na area das
fermentacdes alcodlicas e malolaticas. Tem vindo a co-
laborar com a Lallemand ha ja varios anos. Vincent sele-
cionou e caracterizou estirpes originais de Oenococcus
oeni, disponiveis comercialmente. Também coordena,
desde ha 5 anos, estudos na selegcao de estirpes de
Saccharomyces e nao-Saccharomyces para aplicagbes
tecnoldgicas especificas. Em paralelo, a equipa também
estuda os microrganismos de contaminagcéo do vinho,
especialmente Brettanomyces.

As leveduras Brettanomyces foram sempre associadas ao vin-
ho. Um poema escrito durante a Primeira Guerra Mundial (Marc
Leclerc, 1915) citava "Hello house wine of the barracks, That
tasted too little or taste of nothing. Except of the days you would
tend, to stink of phenol or of manure....". Mas o envolvimento de
Brettanomyces na producéo de fenois volateis nos vinhos, € o
reconhecimento como problema, data sé da década de oitenta. A
investigagdo mais recente reduz o limiar da percegéo dos fendis
volateis a aproximadamente 200 pg/L, um valor facilmente al-
cangado com contaminagdes de Breftanomyces. Esta levedura
possui uma habilidade notavel de adaptagao a condigdes fisico-
quimicas desfavoraveis. Breftanomyces multiplicam-se durante a
maceragao, na presenga de agucares, € em garrafa apos diver-
sos anos de armazenamento de um vinho seco. Varios estudos
mostram que as adegas contém uma ampla biodiversidade de
Brettanomyces.

A melhor estratégia para controlar as Brettanomyces envolve uma
boa higienizagéo, o uso de controlo microbiolégico e o controlo
das fermentagées. O controlo da fermentacdo malolatica é um
ponto-chave nesta luta. A inoculagdo com bactérias enoldgicas
selecionadas oferece solugées diferentes para o controlo da FML.

Dependendo da idade, do local e o do risco de ocorréncia de fenodis
volateis, a FML pode ser muito rapida desde de que realizada com
co-inoculagao de leveduras e bactérias ou lenta se a inoculagdo
com bactérias for tardia e associada a temperaturas baixas. Estas
opgdes diferentes devem permitir a conclusdo da FML antes de
ser observado um crescimento problematico de Brettanomyces.
Sera entéo possivel estabilizar o vinho com uma sulfitagem con-
vencional ou utilizando um composto alternativo ou complementar,
quitosano. Apos a FML, o crescimento de Brettanomyces, embora
ainda efetivo, sera ai menos rapido e menos importante do que
precedendo a FML. A indugédo da FML por inoculagao incita uma
populagdo massiva de bactérias enoldgicas que exercem um efei-
to negativo direto no desenvolvimento das Brettanomyces.
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