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Introducao

A fermentacdo malolatica (FML) é o resultado da atividade metabdlica da bactéria latica (BAL) na descarboxilacao
enzimatica do acido L-mdlico em &cido L-latico e diéxido de carbono. A FML altera a acidez, permite uma melhor
estabilidade e influencia os perfis sensoriais; aspetos considerados benéficos para a qualidade do vinho. A FML pode
ocorrer durante ou apds a fermentacdo alcoolica e é conseguida através de uma ou mais espécies de BAL. Estirpes
de quatro géneros foram identificadas como sendo os principiais microrganismos envolvidos na FML: Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus e Pediococcus (du Toit et al.,, 2011). Nem todas as BAL indigenas sao eficientes e algumas
podem produzir aromas e gostos indesejados ou “off-flavours” afetando negativamente a qualidade do vinho. A
Oenococcus oeni é a espécie predominante e a mais adequada para conseguir uma FML completa em condicoes difi-
ceis, tendo ainda um impacto positivo no perfil sensorial do vinho.

A tendéncia visando reduzir ou evitar as adi¢des de SO2 e o aumento de pH dos mostos devido ao aquecimento global,
aumenta o risco de crescimento excessivo de bactérias de contaminacdo que podem afetar a qualidade do vinho. Existem
varios aromas e sabores indesejados que podem surgir numa FML descontrolada, sabemos perfeitamente que algumas
bactérias espontaneas/indigenas podem produzir elevadas quantidades de aminas biogénicas (principalmente a hista-
mina, putrescina e cadaverina) que podem prejudicar a salde, para além de ter um impacto negativo no perfil sensorial
ou, em casos menos graves mascarar ou fazer diminuir a percecao dos aromas varietais. Sabemos ainda que algumas
bactérias (O. oeni e L. plantarum) libertam cinamil esterease, enzima responsdvel pelo “corte” da ligagcdo entre ésteres de
acido tartarico e acidos hidroxicinamicos, o que provoca um aumento das formas livres —i.e. 4cido cumarico, ferulico, ...
- que sdo os precursores da producdo de fendis volateis por Brettanomyces spp.

Selecting the approriate wine bacteria is thus crucial in the development and stability of the wine, from a quality point
of view (reduction of faults), sensory point of view (wine style) as well as from an economic point of view (quality wine,
earlier release date).

A importancia da inoculacao com uma bactéria bem caraterizada

Uma gama completa de bactérias Oenococcus oeni foram selecionadas e caracterizadas para assegurar uma FML rapida
e completa sob as diferentes condi¢des do vinho. A utilizacdo de uma bactéria selecionada tal como VP41™, O-MEGA™,
ALPHA™, PN4™, ou Silka™ permite um melhor controlo sobre a degradacdo do acido L-mdlico e garante a ndo producao
de aminas biogénicas e precursores de etilfendis. Para além das caracteristicas técnicas, cada bactéria é exaustivamente
caracterizada no seu impacto sensorial. Varios trabalhos mostram que os compostos produzidos pelas BAL impactam
de forma importante no aroma e sabor do vinho, assim como varios estudos mostram que diferentes BAL, produzem
efeitos sensoriais diferentes nos vinhos. Por exemplo, geralmente, a VP41™ contribui para a producédo de vinhos fru-
tados, a O-MEGA™ revela vinhos frescos e a ALPHA™ aumenta o equilibrio dos vinhos. Simultaneamente, o timing de
inoculagao bacteriana e as populagdes existentes apos a inoculacao também influenciara o perfil sensorial (Abrahamse
e Bartowsky, 2012).

Mais recentemente, uma nova geracao de Lactobacillus plantarum foi selecionada a fim de oferecer uma solucédo para
as consequéncias do aquecimento global, ao ser capaz de levar a cabo muito rapidamente e de uma forma segura a
FML, quando é inoculada um dia ap6s a levedura (co-inoculacdo), na vinificacdo de vinhos tintos com um pH elevado.
A L. plantarum usa uma via homofermentativa para o metabolismo do aclcar e, por conseguinte, ndo produz acido
acético quando cresce em mosto. O L. plantarum ML Prime™ foi caracterizado por ter um excelente desempenho e
impacto sensorial da FML e selecionado por garantir que ndo ha producao de aminas biogénicas ou de precursores de
fendis volateis.

Um timing diferente da inoculacao
Tradicionalmente, quando a bactéria enoldgica era utilizada, a inoculacao era realizada no final da fermentacéo

alcodlica (FA). A partir de 1980, investigadores exploraram a possibilidade de inocular a BAL em mosto aquando da
levedura ou pouco apés a levedura, no inicio da fermentacdo alcodlica.



Atualmente, foram identificados 2 periodos diferentes do processo de vinificacao em que se pode inocular a BAL no vinho.
(Figura 1).

A co-inoculagao com levedura:
« A bactéria selecionada é inoculada entre 24 e 48 horas ap6s a inoculacdo da levedura (entre 48 e 72 horas se o SO
total é 80 a 100 ppm). Esta técnica esta a ficar muito popular dado os seus multiplos beneficios.

Ainoculacédo pds fermentacdo alcodlica:
« A bactéria selecionada é inoculada logo no final ou apds a conclusao da FA.
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Figura 1. Timing da inocula¢do da bactéria enolégica

Beneficios da co-inoculacao com uma bactéria enolégica selecionada

Tempo, facilidade de processos e seguranca

Uma inoculagdo 24 ou 48 horas apés a adicao da levedura garante que a bactéria selecionada encontrara todos os nutrientes
essenciais e pode adaptar-se lentamente ao aumento da concentragao de dlcool durante a fermentacéo. Esta técnica garante
niveis de sobrevivéncia mais elevados e a vitalidade da bactéria inoculada, o que se traduz numa melhor implantagdo e num
dominio precoce da FML. Isto permite ndo s6 dominar/suprimir a flora de BAL indigena, como outras espécies heterofermen-
tativa de Lactobacillus, Pediococci, bem como limitar o desenvolvimento de Brettanomyces spp.

Ao aplicar estratégias de co-inoculagao, os vinhos inoculados com a nossa bactéria selecionada nao conterao aminas
biogénicas tais como a histamina e a tiramina, que podem frequentemente surgir durante a FML espontanea ou em ino-
culagdes muito tardias.

Por fim, a conclusao da FML é mais rapida em comparacao com a inoculagao sequencial, o que permite uma estabilizacao
do vinho mais cedo, a fim de evitar um potencial desenvolvimento de contamina¢do microbiana (Figura 2). Os vinhos
ficam estaveis e prontos para um lancamento comercial mais rapido do que com os vinhos produzidos com uma FML
sequencial ou espontanea.
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Figura 2. Frequéncias dos vinhos que terminaram a FML antes do final da fermentacéo alcodlica (antes da FA),
na trasfega e 1-3, 4-6, 7-9, 10-12 dias ap0s a trasfega




Ferramentas de biocontrolo para limitar a contaminacao e o crescimento por Brettanomyces

Foi demonstrado que algumas bactérias (O. oeni e L. plantarum) tém a capacidade de degradar os acidos hidroxicinamicos
presentes no vinho na sua forma livre, sendo precursores da producao de fendis volateis pela levedura Brettanomyces
spp. (Osborne et al 2012). Os fendis volateis produzidos durante a contaminagao por Brettanomyces aumentam de forma
importante a quantidade de off-flavours: aromas de estabulo, animal/cavalo, medicinal/quimico. Este estudo salientou
que algumas bactérias O. oeni aumentam os niveis de acido cumarico (na sua forma livre) no vinho. Se a Brettanomyces
spp. esta presente no vinho, metabolizara rapidamente estes percursores levando a um aumento do nivel de etilfenois no
vinho e a sua consequente depreciacdo (Figura 3).
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Figura 3. Producéo de fenois volateis

Os resultados mostraram que dependendo da bactéria inoculada, diferentes concentracdes de acidos cinamicos livres
podem ser encontrados. Assim sendo, é importante utilizar bactérias selecionadas com atividade cinamil esterase nega-
tiva a fim de evitar a producao de precursores de fenois volateis. Todas as nossas bactérias enoldgicas selecionadas foram
testadas e confirmou-se que ndo contém atividade cinamil esterase tal como demonstrado na Figura 2.
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Figura 4. Producdo de fendis volateis quando diferentes estirpes de BAL sao usadas para a fermentagdo malolatica

Varios estudos do IFV (Institut Francais de la Vigne et du Vin - Franca) mostraram que a co-inoculagdo com bactéria reduz
o intervalo entre a fermentacao alcodlica e a fermentacdo maloldtica e, consequentemente, o desenvolvimento de Bret-
tanomyces durante o periodo mais sensivel em que o vinho esta desprotegido.

Neste estudo foram monitorizadas as populacoes de levedura e bactéria num vinho contaminado por Brettanomyces.
Uma parte do vinho foi inoculado com bactéria enoldgica selecionada (Figura 5) e outra realizou FML espontanea (bac-
téria indigena) (Figura 6) com o objetivo de verificar de que forma a bactéria pode afetar o crescimento de Brettanomyces
spp. Com a co-inoculacdo de bactéria enoldgica selecionada, ndo houve crescimento de Brettanomyces spp. (mesmo com
uma grande contaminacdo) mais, de facto a populacdo de Brettanomyces spp. diminuiu, a medida que a populacdo de
bactéria enoldgica selecionada aumenta. Pelo contrario, com uma FML espontanea, a populacao de Brettanomyces spp.
manteve um nivel de contaminacao elevado até o 11° dia (data da trasfega) e, ap0s a trasfega, um novo aumento de Bret-
tanomyces foi observado, devido a um lento desenvolvimento da populacdo de bactéria espontanea. Os niveis finais de



Brettanomyces sao significativamente diferentes nos vinhos co-inoculados e nos vinhos controlo: ha 10 vezes mais células
de Brettanomyces spp. no vinho controlo do que nos vinhos co-inoculados. Estes resultados confirmam a forte competicdo
entre a nossa bactéria enoldgica selecionada e a Brettanomyces, que se deve a um dominio precoce e a uma excelente
viabilidade e vitalidade das nossas bactérias. A importancia de utilizar a co-inoculacdo como ferramenta para controlar o

crescimento do Brettanomyces spp. foi ja recomedada pelo OIV no seu documento sobre as boas praticas vitivinicolas (OIV
Oeno-264-2014).
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Figura 5. Crescimento de Brettanomyces durante a co-inoculacdo com bactéria no Pinot Noir (Borgonha, Franca)
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Figura 6. Crescimento de Brettanomyces durante a FML espontanea no Pinot Noir (Borgonha, Franca)

Impacto sensorial do timing de inoculacdo da bactéria enoldgica

O momento de inoculagao, a interacdo com a levedura, a presenca de precursores fomentando a producao de compostos
aromaticos, o pH e as condi¢des térmicas, sdo tudo critérios que regulam a expressao aromatica dos vinhos. A escolha da

bactéria enoldgica e o timing de inoculacdo tornou-se num elemento chave a ter em consideracao para desenvolver um
perfil especifico do vinho.

Com a co-inoculacédo o perfil aromatico do vinho é diferente quando comparado com a inoculacdo sequencial da mesma
bactéria; os vinhos sao frequentemente considerados mais frutados, mais equilibrados e mais encorpados em comparacao
com os vinhos inoculados no final da fermentacao alcodlica (Figura 7). Muitas vezes no caso de inoculacao sequencial os
vinhos sao inoculados muito tarde, uma vez que o endlogo aguarda que a FML espontanea aconteca e sé no caso de esta
ndo suceder é que procede a inoculacdo do vinho como uma bactéria selecionada, algumas semanas depois do final da FA.
.Na co-inoculacdo, ap6s a conclusdo da FML, os vinhos jovens estdo mais integrados e harmoniosos.
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Figura 7. Descritores sensoriais da fermentacao dos vinhos Malbec com S.cerevisiae e Oenococcus oeni
(Uvaferm Alpha™) durante a co-inoculagao e a inoculagao sequencial.

A co-inoculagao de levedura e BAL selecionadas tém também uma implica-
cado importante no estilo no que concerne a producdo de diacetilo. Os nos-
sos estudos mostraram que a co-inoculacdo produz frequentemente estilos
mais vocacionados para o frutado do vinho ao contrério dos estilos laticos,
amanteigados, frutos secos que sao produzidos quando a FML é iniciada apds
a conclusao da fermentacao alcodlica (inoculagao sequencial). Pelo contrario,
a co-inoculacdo limita a producao de diacetilo e, no caso de ser produzido,
acabara por diminuir devido a presenca da levedura que o converte em
2,3-butanodiol, que tem um limiar de percecao bastante mais elevado e por
conseguinte ndo impactante no perfil do vinho. Consequentemente, o caré-
ter frutado dos vinhos brancos e rosés serao reforcados com a estratégia da
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Gestao da acidez volatil

Apesar do metabolismo heterofermentativo da Oenococcus oeni e do risco teorico da producao de acidez volatil na
presenca de acuUcares, multiplas experiéncias (Semon et al., 2001; Rosi et al., 2003; Jussier et al., 2006) e varios anos de
prética das empresas viticolas mostraram que nao ha producdo significativa de acido acético a partir dos acucares du-
rante o crescimento da BAL ou durante a FML. Nao ha diferencas significativas nos niveis da acidez volatil encontrados
nos vinhos de co-inoculagao quando comparados com inoculagao sequencial. Mais recentemente, um estudo levado
a cabo por Zapparoli et al., (2009) em vinhos com teores elevados de dlcool mostraram que nas castas Corvina e Ron-
dinella, utilizadas para a producao do vinho Amarone, os niveis de acido acético eram similares ou inferiores quando
a co-inoculagao era aplicada, em comparagao com a inoculagdo sequencial. Algumas condicdes reconhecidas (boa
gestao da fermentacao alcodlica: a escolha de uma estirpe de levedura fidvel, um bom controlo da temperatura e uma
estratégia de nutricdo adaptada) sdo essenciais para assegurar um baixo nivel de acidez volatil no vinho produzido.

Custos a ter em consideracao

Recorrer a co-inoculagao significa uma FML mais rapida, fiavel e completa. Isto ira reduzir significativamente a necessidade
de aquecer cubas ou a adega; um passo necessdrio para iniciar a FML em muitas adegas onde as temperaturas descem
rapidamente no final da fermentacao alcodlica, dificultando ou mesmo impossibilitando o arranque de uma FML inocu-
lada ou espontanea.



Realizdmos um estudo em Espanha, em 2016 que incluia fermentagdes maloléticas controladas recorrendo a co-inocula-
¢do com Lalvin VP41™ em comparagao com a fermentacao espontanea. Os vinhos eram armazenados a 20° C até a FML
estar concluida. A Figura 9 resume a experiéncia. A FML com co-inoculagao foi muito rapida (terminou 5 dias ap6s o final
da FA). A cuba com a FML espontanea apresentou um inicio tardio (terminou 45 dias ap6s o final da FA), durante este lon-
go lapso de tempo, a energia consumida para aquecer a cuba foi significativa, na ordem de 150 kWh/hL.
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Figura 9. A FML num Tempranillo (Espanha) com 13.2% de alcool, - pH 3.5 apresenta diferencas
no metabolismo do acido malico comparando a co-inoculcao e a FML espontanea.

O gasto energético para o ensaio da FML espontanea teve um custo calculado de 10 €/ hL (o custo pode variar atendendo
ao preco do KWH de cada pais, da poténcia do equipamento de aquecimento, da temperatura exterior, do volume do
vinho, da duracdo da FML); entre outros estudos realizados durante varios anos, este novo resultado obtido veio confirmar
que o custo energético é muito mais elevado do que o custo de inoculagdo com uma bactéria enoldgica selecionada.
Para além deste gasto energético, varios outros custos diretos foram economizados tal como a monitorizacdo analitica
do vinho e ainda os custos ocultos derivados de uma eventual reducdo da qualidade do vinho. Temos comprovado que a
inoculacdo com as nossas bactérias enoldgicas fornece garantias na qualidade do vinho final (um biocontrolo versus um
desenvolvimento do Brettanomyces spp. e de outras bactérias laticas indesejadas como Pediococcus spp., a auséncia de
risco de producao de aminas biogénicas e o facto de ajudar a modular o estilo sensorial do vinho).

Um novo conceito de Lactobacillus plantarum selecionada para a co-inoculacao
no mosto de vinho tinto com um pH elevado

Despite the infallible results showing no important increase in VA during co-inoculation with O. oeni, some winemakers
still consider co-inoculation with Oenococcus oeni as risky because of their obligatory heterofermenative properties. They
wrongly fear co-inoculation although this practice has more than proven itself to be a secure choice also for high pH reds
(above 3,5- 3,6) in which the native microflora is more critical.

INa vinificacdo de uvas muito maduras, produzindo mostos com um pH mais elevado, a utilizacdo da nova geracdo de
cultura“starter” de BAL enoldgica selecionada da espécie Lactobacillus plantarum oferece vérias vantagens: a L. plantarum
tem um metabolismo homofermentativo que permite uma fermentacdo sem producdo de acido acético a partir dos agu-
cares (hexoses). Alguns Lactobacillus spp. podem atuar muito eficientemente sob as condi¢cées do vinho, dado que pos-
suem varias carateristicas favorecendo a FML, especialmente num ambiente com um pH elevado, tal como demonstrado
na aplicacao patenteada (EP1631657). A selecao de uma“boa” Lactobacillus plantarum para o vinho ndo é facil.



Isolada na Universidade Catélica del Sacro Cuore em Itélia, a nossa bactéria ML prime™ provou ser uma L. plantarum muito
eficiente sob as condi¢des do vinho. Garante uma FML rapida e segura, concluida num prazo de 3 a 7 dias, dependen-
do das condi¢des. Devido a um processo de producao otimizado e especifico, o ML Prime™ demonstra uma atividade
enzimatica e malolatica muito elevada, resultando numa rapida FML ainda durante a fermentacao alcodlica bem como
outras propriedades enoldgicas interessantes. O ML Prime™ é uma opcao inigualdvel e efetiva para a co-inoculagdo e uma
FML ultrarrapida e livre de riscos. (Figura 10)
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Figura 10. A fermenta¢ao malolatica com ML Prime™ comparada com duas estirpes de Oenococcus oeni

Conclusao

A co-inoculacdo é a pratica de inoculacdo de uma bactéria enoldgica selecionada no inicio da fermentacédo alcodlica,
pouco apds a inoculacdo da levedura. Esta técnica tem vindo a ganhar crescente popularidade ndo s6 porque garante
uma fermentagao malolatica rapida e completa, mas também porque tem varias vantagens que lhe sdo reconhecidas
pelos vinificadores e pelos profissionais do sector do vinho. Em Franca e em Espanha por exemplo, quase 50% da FML é
atualmente realizada com co-inoculagéo. A co-inoculacdo desempenha um papel fundamental para um processo de FML
rapido e seguro, uma estabilizacdo do vinho mais precoce e ainda uma diminuicdo dos custos e da energia. Limita tam-
bém o desenvolvimento de micro-organismos de contaminacdo reduzindo o aparecimento de “off-flavours’, e garantindo
a qualidade do vinho.
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