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RESUMO

Com a abertura de novos mercados, a industria vinicola deve adaptar-se as
exigéncias relativas a seguranca alimentar, e produzir vinhos de melhor
qualidade, garantindo sua “higiene microbiolégica”. Na industria enoldgica séo
utilizados diversos agentes para conservagdo, como o SO,, &cido sorbico, o
dimetil dicarbonato, entre outros. Contudo, todos os conservantes usados em
vinho sdo de origem quimica e na sua metabolizagdo dao origem a compostos
desagradaveis. Dentre eles o SO, € o mais usado. A bioconservacado € o0 uso
de bactérias laticas ou o uso de seus metabalitos, tais como as bacteriocinas
na bioconservacao, ajuda estender a vida Gtil e a aumentar a seguranca de
alimentos e bebidas. Dentre as bacteriocinas destaca-se a nisina, a qual é o
anico agente antimicrobiano de origem bacteriana permitido para uso em
alimentos. Neste estudo foi avaliada a aplicagdo da nisina como
bioconservadora em vinhos de mesa seco das variedades Bordd e Niagara,
pela inibicdo de bactérias laticas e leveduras contaminantes de vinhos. Foram
utilizados dois tipos de experimentos: o primeiro baseado em testes de
atividade antimicrobiana “in vitro” usando-se nisina numa concentragao de 100
Ul/mL. O segundo experimento baseou-se na acdo direta da nisina sobre
vinhos com ou sem tratamento térmico. Os resultados obtidos no primeiro
experimento mostraram que duas cepas de bactérias laticas foram sensiveis a
acao da nisina, Lactobacillus brevis e Oenococcus oeni e uma cepa resistente:
Pediococcus sp. Assim como para a levedura Saccharomyces cerevisiae. Em
relacdo as andlises fisico-quimicas, grau alcodlico e niveis de SO,, os vinhos
submetidos ao tratamento térmico ficaram bem abaixo dos vinhos sem
tratamento térmico (normais), possivelmente pela volatiidade desses
compostos. Em comparacao aos vinhos com e sem nisina, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos resultados das analises fisico-
quimicas. Da mesma forma n&o foi observada diferenca significativa em
relacdo a presenca de bactérias laticas entre os dois tratamentos a que foram
submetidas as amostras de vinhos. Pode-se concluir que a nisina ndo tem
influéncia sobre as caracteristicas sensoriais do vinho.

PALAVRAS-CHAVE: Vinho. Bioconservacéo. Nisina. Contaminantes.



ABSTRACT

With the opening of new markets, the wine industry must adapt to the
requirements of food safety and produce better quality wines, ensuring their
"microbiological hygiene." In the wine industry uses several agents to
conservation, such as SO2, sorbic acid, dimethyl dicarbonate, among others.
However, all the preservatives used in wine are of chemical and its metabolites
lead to nasty compounds. Among them SO2 is the most used. The
biopreservation is the use of lactic acid bacteria or its metabolites such as
bacteriocins to extend shelf life and increase the food safety. Among the
highlights bacteriocins is nisin, which is the single antimicrobial agent of
bacterial origin allowed for use in foods. This study evaluated the application of
nisin as biopreservatives in dry table wines of Bordeaux varieties and Niagara,
the inhibition of lactic acid bacteria and yeast contamination in wine. Two types
of experiments: the first based on antimicrobial activity in vitro using a
concentration of nisin at 100 IU / mL. The second experiment was based on the
direct action of nisin on wines with or without heat treatment. The results
obtained in the first experiment showed two strains of lactic acid bacteria were
sensitive to the action of nisin, Lactobacillus brevis and Oenococcus oeni and
one resistant strain, Pediococcus sp. As well for the yeast Saccharomyces
cerevisiae. The physic-chemical analysis showed that the levels of alcohol and
SO2 of wines subjected to heat treatment were well below the wines without
heat treatment (normal), possibly by the volatility of those compounds. Bu, there
was no statistically significant differences in the results of physical and chemical
analysis between the wines treated with nisin or without nisin. Likewise there
was no significant difference regarding the presence of lactic acid bacteria
between the two treatments that were submitted to the wine samples. It can be
concluded that nisin has no influence on the sensory characteristics of wine.
KEYWORDS: Wine. Biopreservation.Nisin.Contaminants.
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1 INTRODUCAO

Couberam aos antigos gregos, e essencialmente aos romanos, 0S
primeiros registros detalhados sobre o consumo do vinho em todos os niveis da
sociedade e sobre a diversificacao dos estilos dessa bebida (GASNIER, 2009).
Na historia da vitivinicultura brasileira, considera-se o inicio do século passado
como o marco inicial da industria do vinho no Brasil. Principalmente na regido
sul com o estabelecimento dos imigrantes italianos foi possivel conciliar a
cultura e a economia e desenvolver um produto que até hoje é simbolo desta
terra. Passaram-se mais de 100 anos e o vinho difundiu-se por todo o pais
(BERNARDI, 2010).

Com a abertura de novos mercados nacional e internacional, a industria
vinicola deve adaptar-se as exigéncias relativas da seguranca alimentar, e
produzir vinhos de melhor qualidade. Um dos quesitos importantes na
elaboracdo de um vinho de qualidade é sua “higiene microbioldgica”, o que se
refere a auséncia de doengas no vinho causadas por microrganismos
deteriorantes, oriundos do ambiente, dos equipamentos usados No processo ou
até mesmo de microrganismos utilizados na propria fermentacdo, que podem
se exceder e causar algum dano ao vinho (BARBOSA; ROSA, 2003).

Uma das técnicas mais utilizadas hoje em dia é a bioconservagéo a qual
ajuda a estender a vida 0til e a aumentar a seguranca dos alimentos por meio
do emprego de microbiota protetora, como as bactérias acido laticas — BAL ou
0 uso de seus metabdlitos, como as bacteriocinas (NASCIMENTO et al., 2008).

Numa perspectiva biotecnoldgica, as BAL tém um potencial de aplicacéo
diversificado, desde o controle do processo fermentativo na producdo de
alimentos fermentados até a sua utilizagdo como probidticos na saude humana
e animal. No vinho, este grupo de microrganismos € responsavel por um
processo fermentativo secundario e esta envolvido na liberacdo de compostos
aromaticos. E ocasionalmente pode liberar compostos indesejaveis e provocar
alteracdes nas propriedades organolépticas do produto final (INES et al., 2008).

A producdo de vinhos pode ser considerada como um dos processos
biotecnolégicos mais présperos em termos comerciais. Datado desde os

tempos romanos, a industria enoldgica utiliza quase que totalmente de



conservantes de origem quimica, como por exemplo, o anidrido sulfuroso ou
dioxido de enxofre (SO,), o acido sérbico e o dimetil dicarbonato (DMDC).
Porém, hoje em dia cresce o numero de estudos com outros agentes
conservadores na industria enolégica, ndo quimicos, como por exemplo, a
lisozima e a nisina (RENOUF et al., 2008).

Este estudo visa a aplicagdo da bacteriocina nisina como
bioconservadora em vinhos de mesa seco das variedades Bordd e Niagara,

pela inibicdo de bactérias laticas e leveduras contaminantes de vinhos.

1.1 JUSTIFICATIVA

A regido do meio oeste catarinense, principalmente o Vale do Rio do
Peixe (Videira, Pinheiro Preto, lomeré, Fraiburgo, Tangara, Cacador, e outras)
caracteriza-se como um dos principais polos da industria vinicola. Neste, ha
predominio de vinhedos conduzidos em sistema latada, com producdo
predominante de variedades americanas, com destaque para 0s vinhos
brancos da cultivar Nidgara e vinhos tintos da cultivar Bord6 produzidos nesta
regido (AEB, 2010).

Sabe-se que a industria vinicola esta cada vez mais em ascensao em
todo o mundo, e a qualidade dos vinhos é de suma importancia (AEB, 2010).

As fermentacdes alcodlica, latica e acética eram realizadas
empiricamente no passado no sentido de preservar os alimentos ou bebidas.
Hoje em dia, com o desenvolvimento de sistemas eficientes de refrigeracao e
de esterilizagao por calor, poder-se-ia pensar que a fermentacgéo teria perdido a
sua importancia como método de preservacdo nos paises industrializados. Tal
ndo aconteceu porque cada vez mais a aplicacdo controlada de
microrganismos € efetuada no sentido de preservar ou até melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas dos alimentos. Os alimentos
fermentados tornaram-se uma classe independente de géneros alimenticios
(INES et al., 2008).

Todas as classes de microrganismos sao regra geral, usadas na
fermentacao de alimentos. Entre as bactérias, as bactérias laticas sdo as mais
importantes ndo s6 por serem indispensaveis na producdo de certos alimentos

e bebidas, como o vinho, dotando-os de atributos sensoriais Unicos e



desejaveis, mas também pela sua atividade antimicrobiana, inibindo
microrganismos patogénicos e de deterioracdo que afetariam a seguranca e
qualidade dos mesmos (INES et al., 2008).

A acidificacdo €, provavelmente, o fator primario na preservagcao de
produtos de fermentacéo latica. Entretanto, outros compostos produzidos pelas
bactérias laticas, como diacetil, dioxido de carbono, peroxido, etanol e
bacteriocinas podem exercer acdo inibitéria sobre diferentes grupos de
microrganismos (HELANDER et al., 1997 apud NASCIMENTO et al., 2008).

Do ponto de vista industrial, as bacteriocinas podem ser uma alternativa
muito interessante de agente antimicrobiano natural para conservacdo de
alimentos e bebidas. Tudo indica que conservadores naturais, particularmente
em adicdo ou combinacdo sinergistica com outros fatores e técnicas que ja
estdo em uso, terdo um papel importante em um futuro proximo (SCHULZ et
al., 2005).

Dentre as bacteriocinas destaca-se a nisina, a qual € o Unico agente
antimicrobiano de origem bacteriana permitido para uso em alimentos, e é
considerada segura como aditivo alimentar desde 1988 quando o FDA
concedeu-lnes o “status” GRAS (“Generally Recognized As Safe”)
(CLEVELAND et al., 2001 apud MELO et al., 2005).

1.2 PROBLEMA DE PESQUISA

O vinho é constituido por um determinado numero de elementos comuns
gue sao o resultado, por um lado, dos elementos constituintes da uva e, por
outro, da fermentacdo alcoodlica do seu sumo. A qualidade e tipo de vinho
dependem da quantidade e relacdo dos varios elementos entre si.
Intencionalmente e com funcéo aditiva, sdo acrescentados alguns compostos
ao vinho, como os conservantes, que permitem aumentar a sua duragao, sendo
responsaveis pela evolugcdo do vinho ao longo da sua “vida”, controlando o
crescimento de microrganismos (LUCAS, 2009).

Na indastria enolégica sao utilizados diversos agentes para
conservacgao, como o SO,, acido soérbico (sob a forma de sorbato de potassio),
o dioxido de enxofre, o dimetil dicarbonato (DMDC), entre outros. Mas todos os

conservantes usados em vinho sdo de origem quimica. Alguns desses aditivos



alimentares podem ser metabolizados por algum grupo de bactérias contidas
no vinho e dar origem a compostos desagradaveis. Dentre eles o SO, é o mais
usado (INES et al., 2008).

O SO, apresenta varios beneficios na vinificacdo, primeiramente,
destaca-se por ser um conservante e antioxidante e ajuda na estabilizacdo dos
pigmentos antocianicos. Entretanto o SO, apresenta inconvenientes de origem
organoléptica e toxicologica (LUCAS, 2009). O seu uso € estritamente
regulamentado, devido aos efeitos indesejaveis (caracteristicas sensoriais
negativas e problemas alergénicos) (INES et al., 2008).

O mesmo apontam Renouf et al. (2008), que para o SO, ser eficaz em
vinhos de pH mais elevado (aproximadamente 5,5), precisa-se aumentar a sua
concentracdo, causando assim odores desagradaveis e apresenta algumas

reacoes alérgicas.

1.3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a agao da nisina como bioconservadora em vinhos de mesa seco, das
variedades Bordd e Niagara sobre bactérias laticas e leveduras contaminantes

de vinhos.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver testes de atividade antogonistica da nisina sobre bactérias laticas

e leveduras inoculadas experimentalmente em vinhos Bord6 e Niagara.

Realizar andlises fisico-quimicas das amostras de vinhos antes e apds 0s

testes antagonisticos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VINHO

A viticultura no Brasil € uma atividade de suma importancia econémica
em diversos estados. Implantada em uma area de aproximadamente 60.000 ha
e com uma producao anual superior a 700.000 toneladas, a viticultura brasileira
se concentra nas regides sul, sudeste e nordeste (EULEUTERIO et al. 2008).

O vinho é a mais higiénica e saudavel das bebidas, ja dizia o célebre
quimico e biélogo Luis Pasteur (CORREA et al., 2006). Falando em termos
biolégicos a vinificacdo € o resultado de uma série de transformacdes
bioquimicas, pela acdo de varias enzimas de diferentes microrganismos,
primeiramente por leveduras (principalmente Saccharomyces cerevisiae), que
sdo responsaveis pela fermentacdo alcodlica, principal parte do processo, e de
bactérias laticas (predominantemente Oenococcus oeni), que Sao responsaveis
por um processo secundario, a fermentacdo malolactica (MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2005; RENOUF et al., 2007 apud INES, 2008).

O vinho por ser resultante da fermentagcéo natural da uva, tem a sua
qualidade influenciada muito diretamente por fatores como: solo, clima, matéria
prima (uva) e tecnologia de producdo. Os processos que o envolve sdo simples
e tradicionais, nos quais sdo caracterizados por serem biotecnoldgicos, que,
alids, sdo muito prosperos em termos comerciais (BONFIM et al., 2002).

A vinificacdo traz problemas microbiologicos, tanto na sua vinificagao
propriamente dita, quanto na sua conservacéo. A transformacédo do mosto em
vinho implica em se ter bons conhecimentos de elaboragdo, higiene e
seguranca microbiolégica e boa utilizacdo das leveduras e bactérias. Desta
forma, o sucesso de uma boa vinificacdo esta interligada a boa conducéo dos

fendbmenos microbioldgicos (CORREA et al., 2006).

2.1.1 Vinho Niagara

Nidgara Branca é uma cultivar americana de Vitis labrusca criada a partir
da hibridacdo Concord x Cassady, realizada em 1868 no Condado de Niagara,

em New York, Estados Unidos, onde ainda € a principal casta branca de
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origem americana cultivada tanto para uva de mesa como para elaboracao de
vinho branco e suco. Foi introduzida no Brasil por Benedito Marengo, no estado
de Sao Paulo, em 1894. Somente por volta de 1910 € que passou a ter
expressdo comercial. De Sao Paulo expandiu-se para varios estados
brasileiros, sendo amplamente difundida no sul e sudeste do pais. Além de
expressiva area cultivada nas principais regibes produtoras do Rio Grande do
Sul e de Santa Catarina, a ‘Niagara Branca’ encontra-se difusa em pequenas
areas em varias partes do sul do Brasil e sul de Minas Gerais (NACHTIGAL;
SCHNEIDER, 2007).

A uva nidgara branca produz cachos pequenos a médios, com 12 a 15
cm de comprimento, de aspecto cilindrico. As bagas séo esféricas e brancas
esverdeadas. E pouco susceptivel ao mildio e & antracnose e moderadamente
resistente ao oidio. Embora seja uma cultivar para consumo “in natura”,
também é utilizada para producado de vinhos brancos de grande aceitagéo pelo
consumidor brasileiro (CHALFUN et al., 2000).

A elaboracéo de vinhos comuns, ou de mesa € principalmente a partir de
cultivares americanas, que sdo em geral mais rasticas, entretanto mais
produtivas, e 0 seu custo de producdo € menor do que uma Vitis vinifera
(GIOVANNINI, 1999).

O vinho nidgara apresenta caracteristicas sensorias com aromas
primarios bem caracteristicos e alguns aromas secundarios que lembram
banana, sendo os mesmos doces e agradaveis. Possui boa persisténcia e
apresenta sabor caracteristico e améavel levemente acido e marcante. Este
gosto “foxado” agrada muito o consumidor brasileiro, apesar de nao ser téo
aceito pelos europeus (SALVADOR, 2005).

2.1.2 Vinho Bordb

A cultivar Bordd é uma das principais videiras de Vitis labrusca,
originaria dos EUA. Na década de 1850 despertou interesse dos viticultores
europeus devido a resisténcia ao oidio (Uncinula necator), moléstia que
naquela época causava enorme prejuizo a viticultura mundial. Foi introduzida
no Rio Grande do Sul em 1839 com o nome de ‘lves’. Sua expansao deu-se
devido a facil adaptagdo a variabilidade de condi¢cdes edafocliméticas, a boa



produtividade e longevidade e relativa rusticidade. E bastante demandada para
elaboracdo de vinho tinto, suco, vinagre, geléias e, por sua precocidade, é
consumida in natura. Embora haja maior valorizacdo de uvas viniferas e o
vinho produzido a partir da cv. Bord6 apresente aroma e gosto foxados, o seu
habito de consumo, associado as informacdes indicando os beneficios de
pigmentos e taninos existentes nessa uva, faz com que ela mantenha grande
potencial de expansao (ROMBALDI et al., 2004).

O vinho bordd agrada a um determinado segmento do mercado
brasileiro, especialmente por suas caracteristicas sensoriais e por uma boa
relacdo custo/beneficio (TECCHIO et al., 2007).

Tecchio et al., (2007), descreve as caracteristicas sensoriais do vinho
bordd, sendo a cor intensa e seu matiz violeta. O aroma e os sabores frutados
e foxados séo caracteristicos das principais cultivares americanas e hibridas,
ainda que se verifiguem entre elas diferencas, as vezes, marcantes. Com
relacdo ao corpo do vinho, destaca-se por ter elevada intensidade de cor e por

ser muito bem estruturado e encorpado.

2.2 BACTERIOCINA - NISINA

Bactérias laticas sdo capazes de produzir varias substancias no curso de
seu crescimento in vitro, que podem ser inibitorias tanto para si quanto para
outras bactérias. Tais substancias incluem: toxinas, enzimas bacterioliticas,
hemolisinas, subprodutos das vias metabdlicas primarias como acidos
organicos, amonia e peréxido de hidrogénio e varios outros metabdlitos
secundérios, substancias antibidticas como garamicina, valinomicina e
bacitracina, e as bacteriocinas (SCHULZ et al., 2005).

As bacteriocinas séo peptideos ou proteinas sintetizados no ribossomo e
liberados no meio extracelular que apresentam acdo bactericida ou
bacteriostatica sobre bactérias. Além disso, sdo efetivas em baixa
concentracdo, e ndo promovem alteracdo na qualidade sensorial do produto.
Por este motivo, observa-se crescente interesse da industria de alimentos e
bebidas sobre o potencial de utilizacdo destes compostos em substituicdo aos
conservantes quimicos (NASCIMENTO et al., 2008).



Algumas das propriedades das bacteriocinas sédo: (a) apresentam efeito
bactericida ou bacteriostatico, dependendo da concentracdo, (b) apresentam
pequeno ou amplo espectro de atuagao, o qual tem sua produg¢do mediada por
plasmidio ou cromossomo, (c) reagem com sitios especificos ou inespecificos
de ligacdo na bactéria sensivel, (d) apresentam modo de acdo similar,
desestabilizando a for¢a protbnica da membrana da célula sensivel (ROSA;
FRANCO, 2008).

A nisina é uma bacteriocina produzida por algumas cepas de
Lactococcus lactis, a qual é a bacteriocina mais bem caracterizada. Descoberta
nos anos 20 e classificada como um lantibidtico (apresenta aminoacidos
modificados como lantionina e b lantionina, de 34 aminoacidos e peso
molecular de 3500 Da (mondmero), ela inibe a multiplicacdo de bactérias
Gram-positivas, incluindo patdgenos como Listeria monocytogenes. E a Unica
bacteriocina produzida comercialmente e legalizada para utilizagdo em
alimentos (VERHEUL et al., 1997 apud ROSA; FRANCO, 2008)

As bacteriocinas podem ser divididas em 4 classes de acordo com as
propriedades estruturais e fisico-quimicas (QUADRO 01). As bacteriocinas da
classe | e Il, as mais conhecidas, apresentam peso molecular inferior a 10 kDa
e termo estabilidade. As das classes Il e IV ndo sdo bem conhecidas, mas
apresentam peso molecular superior a 30 kDa s&o termolabeis e podem ser
proteinas hidrofilicas ou complexos formados por proteinas, fosfolipidios e/ou
carboidratos (KLAENHAMMER, 1993).

A nisina € a bacteriocina com maior tradicdo de utilizagdo segura na
industria de alimentos. Em 1953, foi comercializada pela primeira vez na
Inglaterra, em 1969, foi avaliada como sendo segura para 0 uso em alimentos
pelo Joint Food and Agriculture Organization / World Health Organization
Expert Committee of Food Additives, e em 1983 foi incluida na lista de aditivos
alimentares europeus com o numero E234. Mais tarde, em 1988, foi aprovada
pela U.S. Food and Drug Agency (COTTER et al., 2005 apud RUIZ-LARREA et
al., 2006). E utilizada em produtos lacteos (principalmente queijos), produtos
carneos, produtos de ovo liquido, sucos de frutas, alimentos enlatados e
cerveja (MELO, 2005; RUIZ-LARREA et al.,, 2006; ROJO-BEZARES et al.,
2007; GALVAGNO et al., 2007; INES et al., 2008).



Grupo | Caracteristicas Bacteriocinas (grupo
Grupo representativo)

Lantibidticos, peptidios pequenos (<5KDa) Nisina, lacticina 481,
contendo lantionina e B metil lantionina carnocina
Ul49, lactocina S, etc.
lla Peptidios pequenos, termoestaveis e Pediocina pA-1, sakacinas
sintetizados na forma de precursores, 0s A e P, curvacina A,
guais saem processados depois da leucocina A, etc.

adeséo de dois residuos de glicina. Sao
ativos contra Listeria spp e apresentam
a sequiéncia YGNGV-C comum na parte
N-terminal da molécula.

IIb Sistema de dois componentes, dois Lactococcinas G e F,
peptidios diferentes necessarios para lactacina F
a formacdo de um complexo

lic Peptidios que requerem a presenca de Lactococcina B

residuos de cisteina na forma reduzida
para atividade biolégica da molécula

1l Moléculas grandes sensiveis ao calor Helveticinas J e V-1829,
acidophilucina A lactacinas
AeB
v Moléculas complexas constituidas por Plantaricina S, leuconocina
proteinas e uma ou mais moléculas como S,
lipidios ou carboidratos lactocina 27, pediocina SJ 1.

QUADRO 01. Classificacdo das bacteriocinas.
Fonte: Cleveland et al. (2001) apud Rosa e Franco (2008).

Uma propriedade notavel da nisina é sua estabilidade a temperatura
elevada (120°C) a pH 2,5 sem sofrer perda de atividade (MELO, 2005). Outras
vantagens atribuidas a nisina sdo: segura na cadeia alimentar humana e
transmite menos limitagcbes de conservantes quimicos, pois sdo moléculas
produzidas naturalmente por microrganismos fermentativos, ndo ha registros
de impacto ambiental, por ela ser degradada ao longo da cadeia alimentar
humana, protege as propriedades organolépticas de produtos alimenticios, ja
gue nao tem impacto sensorial, sua atividade é potencialmente elevada pelo
pH e sua utilizacdo permite a rotulagem em produtos organicos (RUIZ-LARREA
et al., 2006).

Segundo Inés et al. (2008), estudos ja foram desenvolvidos no uso da
nisina na bioconservacao de vinhos, e os resultados apontam ser relevante a
aplicacdo da nisina no controle de bactérias laticas indesejaveis no vinho,
assim a pesquisa sobre bacteriocinas e BAL em vinhos de importancia

enoldgica torna-se cada vez mais promissora.




2.3 ANIDRIDO SULFUROSO (S0y)

O anidrido sulfuroso ou diéxido de enxofre € amplamente reconhecido,
tanto nas industrias de alimentos quanto nas industrias enoldgicas, por suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. O limite atual legal em vinhos de
SO, total nos Estados Unidos é de 350 mg L™, uma concentracéo bem acima
dos niveis normalmente utilizados pelos produtores. No entanto, os vinhos que
contém acima de 10 mg L™?, devem divulgar esta informacdo no rétulo. Porque
o SO, &€ um metabdlito de leveduras que pode ser liberado durante a
fermentacdo, assim os vinhos normalmente contém alguns sulfitos que néo
foram adicionados durante o processamento (FUGELSANG; EDWARDS,
2007).

SO, inibe microorganismos por varios meios, incluindo a ruptura de
pontes disulfito em proteinas e reacdo com cofatores NAD+, incluindo
FAD. Também reage com ATP, para aumentar a probabilidade de mutacdes
letais. Especificamente, o didxido de enxofre pode decompor a vitamina tiamina
em componentes ndo metabolicamente utilizaveis, embora ndo seja
normalmente um problema a perda de tiamina pode ser uma preocupacao
gquando o suco é armazenado por um periodo de tempo, antes da sua
fermentacdo. (ROMANO; SUZZI, 1993).

Outra qualidade do SO, é auxiliar na protecédo do vinho através da sua
acao toxica sobre as leveduras e as bactérias por interferir com 0s processos
bioguimicos dos microrganismos. Esta toxicidade é mais efetiva em bactérias
e em certas espécies de leveduras. Também evita as reacdes de oxidagao
provocadas pelas leveduras que se desenvolvem mais rapidamente no inicio
da fermentacdo, sendo esse o motivo pelo quais 0s mostos necessitam de
adicdo de SO,, com 0 objetivo de proteger as antocianinas, 0s taninos e 0s
compostos aromaticos. A oxidacdo quimica do vinho provocada pelo contato
com o oxigénio do ar € um fendmeno lento e que provoca a destruicdo de
compostos que sao fatores de qualidade nos vinhos. Entretanto este
conservante, apesar das suas qualidades acaba dando a defeitos de origem

organoléptica e toxicolégica (LUCAS, 2009).
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Conforme regulamentacdo pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, no Brasil o limite maximo permitido para vinhos de mesa de
anidrido sulfuroso total (SO,) é de 0,25 g L™ (MAPA, 2004).

Embora o uso de SO pela industria enoldgica durante a producdo dos
diferentes tipos de vinhos esteja estritamente regulamentado, devido aos seus
efeitos indesejaveis (caracteristicas sensoriais negativas e problemas
alergénicos), tém sido investigados varios compostos alternativos, que
permitam a estabilizagdo dos vinhos e garantam a sua qualidade final (INES,
2008).

2.4 BACTERIAS ACIDO LATICAS E LEVEDURAS CONTAMINANTE DE
VINHO

Bactérias acido laticas — BAL sdo microrganismos Gram positivos, nao
patogénicas (GOLDBERG, 1994), nao formadores de esporos, catalase
negativos, microaerofilicos, acido tolerantes e tém como principal produto de
fermentacao o acido latico (KLANDER, 1983). O grupo das BAL, compdem-se
de doze géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Lastosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Wessella (JAY, 2000).

Leveduras estédo presentes em varios ambientes. As uvas usadas para a
elaboracdo de vinhos trazem consigo, além de Saccharomyces cerevisiae,
diversos outros géneros e espécies de leveduras, como por exemplo, os
géneros Dekkera e Brettanomyces, embora ndo sejam da flora normalmente
encontrada na uva, destacam-se pela importancia enoldgica por apresentar
potencial na deterioracdo de vinhos ja elaborados. Devido ao metabolismo, as
leveduras podem provocar aumento da acidez volatii e a formagdo de
compostos no vinho, levando a depreciacdo o produto final (SILVA, 2005).

Neste trabalho s iremos descrever sobre o géneros das bactérias
laticas Lactobacillus, Oenococcus e Pedicoccus e da levedura Saccharomyces

cerevisiae, as quais foram utilizadas nos experimentos.

2.4.1 Lactobacillus
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Lactobacillus representa um grupo altamente diversificado de bactérias
Gram-positivas, microaerofilicas, de curtos ou longos coccobacillus. Espécies
dentro deste género sédo geralmente catalase-negativas, embora poucas cepas
possam decompor o peroxido de hidrogénio. Seu metabolismo € classificado
em homo ou heterofermentativas, dependendo da via fermentativa para
hexoses (BEYER; FRIDOVICH, 1985 apud FUGELSANG; EDWARDS, 2007).

Vérias espécies de Lactobacillus sp. foram isolados a partir de uvas e
vinhos a nivel mundial, incluindo: L. brevis, L. buchneri, L. casei, L. cellobiosus,
L. curvatus, L. delbrueckii, L. diolivorans, L. fructivorans, L. heterohiochii, L.
hilgardii, L. jensenii, L. kunkeei, L. leichmanni, L. nagelli, L. paracasei, L.
plantarum, L. trichodes, L. vermiforme e L. yamanashiensis (DU PLESSIS
et al., 2004 apud FUGELSANG; EDWARDS, 2007).

2.4.2 Oenococcus

Bactérias do vinho pertencentes ao género Oenococcus foram
previamente classificados como, Leuconostoc citrovorum e Leuconostoc oenos.
Mais tarde estudos filogenéticos revelam que L. oenos representa um subtitulo
para separar Leuconostoc spp de outros, que resultou na mudanca da bactéria
a um novo género, Oenococcus (CARR et al.,, 2002 apud FUGELSANG;
EDWARDS, 2007).

O. oeni é descritos como Gram-positivas, anaerObicas facultativas,
catalase-negativos, apresentam células elipsoidal que geralmente séo esféricas
e ocorrem em pares ou cadeias (CARR et al., 2002 apud FUGELSANG;
EDWARDS, 2007).

Apresenta capacidade de metabolizar o 4cido malico encontrado nas
uvas para formar acido lactico através fermentacdo malolatica. Embora outras
espécies de bactérias lacticas tenham sido estudadas e utilizadas como cepas
comerciais para esta fermentacdo, cepas de O.oeni parecem ter as
propriedades fisiolégicas tolerantes aos desafios ambientais do vinho e
produzem resultados desejaveis dentro de um periodo de tempo aceitavel para
o produtor (FUGELSANG; EDWARDS, 2007).

2.4.3 Pediococcus
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Das espécies de Pediococcus apenas quatro foram isoladas de vinhos,
P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus e P. pentosaceus (EDWARDS;
JENSEN, 1992 apud FUGELSANG; EDWARDS, 2007).

Pediococcus ssp. sdo caracterizados como Gram-positivas, com
motilidade, catalase- negativa, e bactérias aerdbias microaerofilia (WEISS,
1992 apud FUGELSANG; EDWARDS, 2007). Pediococcus sao quimio-
organotropicos e tem o fator de crescimento complexo e exigéncias de
aminoacidos. Além disso, estas sdo as Unicas bactérias lacticas que se dividem
em dois planos, o que resulta na formacdo de pares, tétrades ou grandes
grupos de célula esférica (AXELSSON, 1998 apud FUGELSANG; EDWARDS,
2007).

2.4.4 Saccharomyces

O género Saccharomyces tem passado por inimeras mudancas desde a
sua descoberta, ha 150 anos. Quando a primeira publicacdo sobre taxonomia
de leveduras foi compilada por Guilliermond, em 1912, o género
Saccharomyces compreendia 46 espécies divididas em 06 grupos separados
de acordo com a atividade fermentativa sobre os agucares. Em 1952, o nUmero
total de espécies deste género foi reduzido a 30, uma vez que varias espécies
foram agrupadas como sinbnimos em Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae
variedade elipsoideus, S. carlsbergensis ou S. willianus, enquanto novas
espécies foram introduzidas ao género. Entretanto, varias outras divisdes
ocorreram e outras novas espécies foram descritas, principalmente o grupo
Saccharomyces sensu stricto, obtendo-se como resultado, em 1970, 41
espécies dentro do género Saccharomyces. Entdo reduziram drasticamente o
género Saccharomyces em 7 espécies, Saccharomyces sensu  stricto,
previamente com 21 espécies, tornou-se a espécie Saccharomyces cerevisiae,
e outras espécies foram introduzidas em outros géneros como
Zygossacharomyces e Toluraspora. (VAUGHAN-MARTINI; MARTINI, 1993
apud GUIMARAES, 2005).

Saccharomyces aparecem microscopicamente como células globosas
ou ovoides, com brotamento multilateral e, possivelmente, pseudohifas. As

colonias sao suaves, geralmente filamentos, e, ocasionalmente, altas e opacas.
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As duas espécies principais encontradas nos vinhos, S. bayanus e S.
cerevisiae fermentam glicose, sacarose e assimilam maltose. Saccharomyces

ndo pode utilizar aclcares como as pentoses (FUGELSANG; EDWARDS,
2007).
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3 METODOLOGIA

As etapas e procedimentos adotados nesta pesquisa estao

discriminados a seguir.

3.1 CEPAS DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL) E LEVEDURAS E
VINHOS

As bactérias laticas, Lactobacillus brevis, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Pediococcus sp., e Oenococcus oeni foram doadas pela Estagéo
Experimental de Videira/SC, e a levedura Saccharomyces cerevisiae, uma
cepa denominada “B” e outra “T” foram doadas pela Associacdo Enologica
Brasileira. A cepa de S. cerevisiae denomidada “B” € utilizada na fermentacéo
de vinho branco, e a denominada “T” na de vinho tinto.

Desta forma, formou-se o banco de cepas para a realizagcdo desta
pesquisa. Todas essas cepas tém importancia na industria enolégica, seja na
fermentacdo alcodlica ou malolatica, entretanto se ndo cuidadas ou “usadas”
corretamente podem contaminar e causar danos ao vinho.

Os vinhos de mesa seco Bordd e Niagara, foram adquiridos no comércio

local.

3.2 CONDICOES DE CRESCIMENTO E MEIO DE CULTURA

As bactérias laticas foram cultivadas em condi¢cdes microaerofilicas a
30°C por 48 horas no meio de cultura MRS — De Man, Rogosa & Sharpe
(Oxoid, Inglaterra), conforme Rojo-Bezares et al., (2007), suplementado com
2% de vinho filtrado e esterilizado. Para Oenococcus oeni, 0 cultivo foi também
em condi¢cdes microaerofilicas a 30°C, mas o tempo de incubacéo foi de 3 a 4
dias em meio de cultura MLO (caldo malolatico) suplementado com 3% de
extrato de tomate, conforme Rojo-Bezares et al., (2007) e Terrade et al.,
(2009).

Conforme Rojo-Bezares et al., (2007), as leveduras foram cultivadas em
condi¢des aerdbicas em 25°C por 24 horas e o meio de cultura utilizado foi o
YPED (Yeast Extratc Peptone Dextrose).
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3.3 TESTES ANTIMICROBIANOS “IN VITRO”

O primeiro teste antimicrobiano das BAL versus nisina e SO, foi
realizado pelo método “difusdo em agar’ em agar MRS suplementado com 2%
vinho. Em uma das cavidades do agar inoculou-se 50uL da solucdo de nisina a
100 U.l. mL™? preparada em agua destilada e esterilizada, em outra cavidade
adicionou-se 50pL de vinho de mesa seco bordé com 32,0 mg L™ de SO; livre,
em outra cavidade 50uL de vinho de mesa seco nidgara com 32,0 mg L™ de
SO, livre, e na ultima cavidade adicionou-se 50uL de agua esterilizada como
controle. Feito isso, incubou-se as placas a 30°C por 48 horas em condigGes
anaerobicas. Exceto para O. oeni, que foi testado em meio de cultura MLO,
suplementado com 3% de extrato de tomate, e incubado a 30°C de 3 a 4 dias
em condi¢des microaerofilicas.

O teste antimicrobiano das leveduras seguiu-se a mesma metodologia,
usando o meio de cultura YPED. E as placas foram incubadas a 25°C por 24
horas em condi¢fes aerodbicas.

O segundo teste antimicrobiano das cepas de BAL, também foi realizado
por difusdo em agar, mas apenas com duas cavidades. Utilizou-se os meios de
cultura proprio para cada cepa. Na primeira cavidade adicionou-se 50uL de
vinho a 32,0 mg L™ de SO livre, combinado com solucdo de nisina a 100 U.l.
mL™ e na segunda cavidade somente 50pL de vinho a 32,0 mg L™ de SO, livre.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e cada triplicata feita

duas repeticoes.

3.4 TESTES ANTIMICROBIANOS DIRETOS E ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Este teste antimicrobiano foi realizado diretamente no vinho. Preparou-
se 3 diferentes amostras de vinho, na primeira amostra foram inoculadas todas
as cepas de BAL, na segunda amostra inoculou-se as cepas de BAL mais
solucdo de nisina a 100 U.l. mL™, e a Ultima amostra, que se considerou
controle, ndo foi adicionado nada ao vinho. Testou-se nos vinhos bordd e
niagara normais e em vinhos esterilizados a 121°C por 15 minutos. Totalizando
12 amostras de vinhos (3 niagara normal, 3 de bordd normal, 3 de niagara

esterilizado e 3 de bordd esterilizado). Nao foram adicionadas as cepas da

16



levedura nas amostras, porque a nisina ndo apresentou acdo antimicrobiana
contra elas nos testes de difusdo em &gar.

Todos os vinhos antes das preparacbes das amostras foram filtrados e
passaram por uma analise fisico-quimica, conforme Avila et al. (1997),
determinando sua densidade (mg L™), grau alcodlico (% v/v), acidez total (meq
L™) e anidrido sulfuroso livre -SO, (mg L™), para fins de comparac&o no término
do teste antimicrobiano.

As amostras dos vinhos foram armazenadas em local fechado, longe da
luz e umidade, por um periodo de 60 dias, em seguida analisou-se a populacdo
microbiana e os parametros fisico-quimicos (RUIZ-LARREA et al., 2006) dos

mesmos.
3.5 ANALISE ESTATISTICA
Foram realizados os testes de variancia (Teste ANOVA) dos tratamentos

com e sem nisina entre o vinho niagara normal com bordd normal. E apds entre

0S mesmos vinhos com tratamento térmico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes antimicrobianos “in vitro” e dos testes

realizados diretamente no vinho seréo descritos a seguir.

4.1 TESTES ANTIMICROBIANOS “IN VITRO”

Os resultados obtidos no primeiro teste antimicrobiano “in vitro” das
cepas de bactérias laticas e leveduras podem ser visualizados na Fotografia 01
(Experimento 1(a)).

Na Fotografia 01, a foto (a) demonstra o teste contra a bactéria latica
Lactobacillus brevis, a foto (b) da bactéria Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, a foto (c) Pediococcus sp., e a foto (d) Oenococcus oeni. As fotos (e) e
() sdo as cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae “B” e “T7,
respectivamente. Nota-se que somente a solucdo nisina (100 U.. mL™)
apresentou halo de inibicdo contra todas as cepas das bactérias laticas.
Entretanto para a levedura ndo houve formagédo do halo de inibicAo com
nenhuma das solugdes.

Entdo optou-se por realizar mais um teste (Experimento 1(b)) com a
levedura S. cerevisiae. Na Fotografia 02 pode-se observar que mesmo
aumentando os niveis de SO, nos dois vinhos testados, ndo ha formacgéo do
halo de inibig&o tanto para a cepa “B” (foto (a)) como para a cepa “T” (foto (b)).

A nisina tem a habilidade de inibir o crescimento microbiano de bactérias
Gram-positivas como, por exemplo, Lactobacillus e Lactococcus, inclusive
algumas cepas patdégenas de importancia alimentar como, Staphylococcus
aureus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, entre outras. E nao é
evidenciado seu potencial contra microrganismos Gram-negativos bem como
em leveduras (MELO, 2005).
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Legenda: 1
1- Nisina 100 U.I. mL"

2- Vinho bordd 32 mg L SO,

3- Agua destilada esterilizada 3
4- Vinho nidgara 32 mg L' SO, =

Fotografia 01. Experimento 1(a) - Teste antimicrobi  ano das bactérias
laticas e cepas da levedura. Fonte: A autora.

Legenda:

1- Vinho bordé 50 mg L' SO,
2- Vinho bordé 40 mg L™ SO
3- Vinho niagara 50 mg L™ SO,

Fotografia 02. Experimento 1(b) - Teste antimicrobiano das cepasd e
levedura com aumento dos niveis de SO ,livre. Fonte: A autora.



A sensibilidade ao SO, varia com a espécie e com a estirpe. O efeito
bactericida do SO, é atribuido a fracdo de SO, livre que entra na célula por
difusé@o e, no seu interior, é convertida em ido bisulfito (HSO3’), que reage com
proteinas, &acidos nucléicos e alguns cofatores, inibindo enzimas e
consequentemente conduzindo a morte das células (HELANDER; SANDHOLM,
2000).

No segundo teste antimicrobiano (Experimento 2) das bactérias laticas a
solucéo de nisina foi prepara em vinho branco niagara esterilizado, na mesma
concentracdo (100 U.l. mL™). Podem-se observar os resultados na Fotografia
03.

Legenda:
1- Vinho 32 mg L' SO, + Nisina 100 U.l. mL"
2-Vinho 32 mg L' SO,

Fotografia 03. Experimento 2 - Teste antimicrobiano da nisina
combinada com vinho contra BAL.  Fonte: A autora

As imagens apresentadas na Fotografia 03 tratam-se das cepas das
bactérias laticas, sendo (a) Lactobacillus brevis, (b) Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, (c) Pediococcus sp., e (d) Oenococcus oeni. Novamente percebe-
se que para todas as cepas 0 halo de inibicdo s6 ocorreu na presenca da

nisina.
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Na Tabela 01 observar-se a diferenca no diametro do raio dos halos de
inibicdo das BAL (média das trés duplicatas e duas repeticbes), dos dois

experimentos realizados.

TABELA 01. Acéo da nisina sobre as BAL em teste de  difusdo em agar

BAL | Lb. brevis Lb. del. Pediococcus sp O. oeni
subsp. lactis

Experimento*

1 1,06 cm 0,84 cm 0,40 cm 0,78 cm

2 0,64 cm 0,47 cm 0,43 cm 0,90 cm

*Didmetro dos raios (cm) dos halos de inibicdo das BALs. Fonte: A autora.

Nota-se que a cepa mais sensivel a nisina no primeiro teste foi a Lb.
brevis (maior halo de inibicdo 1,06 cm), e a mais resistente foi a Pediococcus
(menor halo de inibicdo 0,40 cm). Ja no segundo teste antimicrobiano a cepa
mais sensivel foi a O. oeni (maior halo de inibicdo 0,90 cm) e a mais resistente
foi a Pediococcus (menos halo de inibicdo 0,43 cm).

Como pode-se perceber somente para Pediococcus e O. oeni a nisina
teve seu efeito inibitorio reforcado na presenca do SO, e etanol (etanol contido
no vinho) (Experimento 2).

Conforme os resultados obtidos por Rojo-Bezares et al., (2007), a cepa
O. oeni também foi a mais sensivel a nisina, dentre as demais 64 BAL
estudadas (Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. paracasei, Pediococcus parvulus,
entre outras), 23 bactérias acéticas BAA e 20 leveduras. A concentracao
inibitéria minina de nisina para O. oeni foi de 0,024 pg mL™* e 12,5 pg mL™ para
as outras espécies de BAL do vinho. Em seu estudo também detectou que a
nisina aumenta seu potencial inibitério quando esta em combinacdo com o
metabissulfito de potassio (SO,) e etanol.

Em outro estudo realizado por Ruiz-Larrea et al., (2006), onde foram
testadas diferentes concentracdes de metabissulfito de potassio (18, 25 e 100
mg/mL) e de nisina (0; 0,78; 6,25 e 50 mg L™) em vinho tinto na regiéo de Rioja
— Espanha o maior efeito inibitério foi notado na combinacdo 25mg mL™ de SO,
e 50mg L™ de nisina para todas as cepas BAL, BAA e leveduras apds 2 meses

de armazenamento.
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4.2 TESTES ANTIMICROBIANOS DIRETOS E ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados obtidos do teste antimicrobiano direto, ou seja, realizado
na propria garrafa de vinho e testado por 60 dias de armazenamento, mais

suas analises fisico-quimicas e microbiologicas estdo detalhadas a seguir.

4.2.1 Analises Fisico-Quimicas

Os parametros fisico-quimicos (densidade relativa, grau alcodlico,
anidrido sulfuroso livre (SO;) e acidez total) dos vinhos normais e com
tratamento térmico antes e apds o periodo de armazenamento (60 dias) estao
descritos nas Tabelas 02 e 03, respectivamente. Optou-se por fazer um
tratamento térmico (autoclavagem) nas amostras dos vinhos (bordd e niagara)
para fins de comparacao fisico-quimica e analise microbiolégica, sendo que
teoricamente os vinhos com tratamento térmico estariam totalmente livres de
contaminacao.

As amostras “Controles” sdo de vinhos que nédo foram submetidos aos
tratamentos.

As amostras “Sem nisina” sdo o0s vinhos que receberam inéculo de
bactérias laticas.

As amostras “Com nisina” sdo 0s vinhos que receberam indculo de

bactérias laticas mais a nisina (100 U.l. mL™).
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TABELA 02. Par&metros Fisico-Quimicos dos Vinhos No

rmais

Niagara Normal

Bordd Normal

An,al_lses Vinho antes do Vinho apos tratamento Vinho antes do Vinho apds tratamento
Fisico- tratamento tratamento
Quimicas Controle Controle Sem Nisina | Com Nisina Controle Controle Sem Nisina | Com Nisina
Densidade
Relativa 0,991 0,991 0,991 0,991 0,995 0,995 0,995 0,995
(mgL™)
Alcool (% v/v) 10,3 10,3 10,5 10,5 10,5 10,5 10,3 10,5
SO, livre
(mg/L) 32,0 22,4 22,4 25,6 32,0 22,4 19,2 19,2
Acidez Total 100,0 97,0 96,0 98,0 103,0 105,0 99,0 103,0
(meq L™)

Fonte: A autora.

TABELA 03. Parametros Fisico-Quimicos dos Vinhos co

m Tratamento Térmico

Niagara com Tratamento Térmico

Bordd com Tratamento Térmico

An,al_lses Vinho antes do Vinho apds tratamento Vinho antes do Vinho apds tratamento
Fisico- tratamento tratamento
Quimicas Controle Controle Sem Nisina | Com Nisina Controle Controle Sem Nisina | Com Nisina
Densidade
Relativa 0,996 0,996 0,996 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000
(mg L™
Alcool (% v/v) 7,2 7,2 7,0 7,0 7,0 7,0 6,9 7,0
SQ, livre 16,0 9,6 9,6 9,6 16,0 9,6 12,8 12,8
(mg/L)
A‘zﬁ‘; TLO_I;’" 101,0 104,0 100,0 100,0 112,0 112.0 110,0 110,0

Fonte: A autora.
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Dos resultados obtidos, considerando todas as amostras, a densidade
relativa foi o (nico parametro que ndo modificou com os 60 dias de
armazenamento, e nota-se que nao houve diferenca em nenhum dos
tratamentos (com ou sem nisina). Porém nos vinhos que passaram pelo
tratamento térmico observa-se que a densidade aumenta em relacdo aos
demais vinhos, sugere-se que iSSO acontece porque no processo de
autoclavagem o vinho evapora, deixando o acucar contido mais concentrado.
Conforme Avila et al. (1997), apesar de o vinho ser considerado seco por estar
com a densidade relativa a 0,991 mg L™ (nidgara) e 0,995 mg L™ (bordd) ainda
contem algumas gramas de acUcar, em torno de 5g L™.

Os vinhos com tratamento térmico apresentam alcool muito menor que
0S normais, isso acontece porque o alcool € uma substancia volatil e como o
vinho passou por o0 processo de autoclavagem ja eram esperados esses
valores.

Em relac&o ao anidrido sulfuroso (SO,) observa-se que apos os 60 dias
de armazenamento seu valor decaiu em todas as amostras. E da mesma forma
que o alcool quando submetido a tratamento térmico (em autoclave) ele
também volatiliza.

Quanto a acidez total ndo observamos relacdo com o passar do tempo e
nem com os diferentes tratamentos.

No Gréfico 01 verifica-se o resultado das andlises fisico-quimicas das
amostras dos vinhos apdés 60 dias de armazenamento (Grau Alcdolico,

Densidade Relativa, Anidrido Sulfuroso Livre, Acidez Total).
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Alcool (% v/v)

Grau Alcoolico

10 11 12

Densidade Relativa

Densidade (mg L'Y)

Vinhos

10

11

12

26,0
24,0
22,0

18,0
16,0
14,0
12,0

SO, livre (mg L)

20,0 +

100 +

Acidez Total

Acidez Total (meq L)

Legenda:

1- Niagara Controle

2- Niagara + BAL

3- Nidgara + BAL + Nisina

4- Bordd Controle

5- Bordd + BAL

6- Bordd +BAL + Nisina

7- Nidgara Controle (TT)

8- Nidgara + BAL (TT)

9- Nidgara + BAL + Nisina (TT)
10- Bordd Controle (TT)

11- Bordd + BAL (TT)

12- Bord6 + BAL + Nisina (TT)
(TT)- Com Tratamento Térmico

Gréfico 01. Analises Fisico-Quimicas: (a) Grau alc

oolico; (b) Densidade relativa; (c) Anidrido sulfur
em amostras dos vinhos apés 60 dias de armazenament 0. Fonte: A autora.

oso livre e (d) Acidez total
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Como observado por Tecchio, et al., (2007), em seu trabalho realizado
em Flores da Cunha, RS, com o objetivo de caracterizar fisico-quimicamente o
vinho bordd, encontrou praticamente os mesmos resultados, como, densidade
(0,996 mg L™, alcool (10,5 % v/v), e acidez total (91,0 meq L™). O baixo teor de
alcool caracteriza essa cultivar por ter baixo potencial de producéo de acucar.

Em uma analise fisico-quimica realizada no vinho nidgara por Salvador,
(2005), os valores obtidos também sao parecidos, como densidade (0,992 mg
L), alcool (10,5 % v/v), anidrido sulfuroso (32 mg L™) e acidez total (90,0 meq
LY.

Os principais acidos contidos no vinho sdo o tartarico, malico e citrico,
latico e acético. O acido tartarico € o mais especifico na uva e no vinho,
também €& o mais forte e mais resistente a acdo de decomposicdo das
bactérias. O que é normal acontecer em cultivares Vitis labrusca, como o bordd
e niagara (CORREA et. al., 2006).

No Brasil, os parametros fisico-quimicos para vinho de mesa, como o
caso do bordd e niagara, estabelecidos pela Portaria N° 55, de 27 de julho de
2004, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sé&o:

« Aclcar Total para ser considerado seco (g L™) — méximo 5.
« Alcool Etilico (% v/v) - maximo 13,0 e minimo 10,0;

« Acidez Total (meq L™) — maximo 130,0 e mimino 55,0;

« Anidrido Sulfuroso total (g L™) — méaximo 0,25;

Na pratica enologica a determinacdo do anidrido sulfuroso se da pelo
SO, livre e ndo pelo SO, total, ficando numa faixa méaxima de 35,0 mg L™,
porque é o SO, livre que vai atuar diretamente no vinho em caso de
contaminagao (FUGELSANG; EDWARDS, 2007) Como pode-se notar todos 0s
vinhos analisados estdo dentro da faixa estipulada pela Portaria.

A nisina como ja dita anteriormente ndo causa nenhum efeito sensorial
no produto, e observa-se crescente interesse da industria de alimentos e
bebidas sobre o potencial de utilizagdo destes compostos em substituicdo aos
conservantes quimicos (NASCIMENTO et al., 2008).
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4.2.2 Analises Microbiolbgicas

Os resultados obtidos da analise microbiologica de todas as amostras
antes e apos os 60 dias de armazenamento e seus devidos tratamentos estdo
descritos nas Tabelas 04 (Vinhos Normais) e 05 (Vinhos com Tratamento
Térmico).

As amostras “Vinho Base” sdo os vinhos submetidos ao inéculo das
bactérias laticas, para realiza¢éo do teste antimicrobiano.

As amostras “Vinho + BAL” sdo os vinhos que foram submetidos ao
in6culo das bactérias laticas, ou seja, € a mesma amostra do vinho base,
porém apos os 60 dias de armazenamento.

As amostras “Vinho + BAL + Nisina” sdo os vinhos que foram
submetidos ao indculo das bactérias laticas mais a nisina, também é a mesma
amostra do vinho base, mas com a nisina presente e analisada apos os 60 dias
de armazenamento.

As amostras “Controle” sdo os vinhos sem tratamento e armazenados
por 60 dias. Em comparacdo aos vinhos com e sem nisina, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos resultados das analises
fisico-quimicas. Da mesma forma néo foi observada diferenca significativa em
relacdo a presenca de bactérias laticas entre os dois tratamentos a que foram

submetidas as amostras de vinhos.
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TABELA 04. Parametro Microbioldgico dos Vinhos Norm

ais.

Niagara Normal

Bordd Normal
Anali Vinho antes do Vinho apds tratamento Vinho antes do Vinho ap@s tratamento
nalise tratamento tratamento
Microbiologica Vinho Base Vinho Vinho Controle | Vinho Base (com Vinho Vinho Controle
(com in6culo + BAL + BAL sem in6culo das + BAL + BAL sem
das BALS) + Nisina indculo BALSs) + Nisina inoculo
Contagem de
UFC mL™ das
bactérias laticas: 5 5 3 6 5 4
o 7 2| 3,6x10 2,4x10 5,5x10 7 1 2,4x10 3,1x10 4.7 x10
LbLgéI%rri\gii(ii' Ax100UFCmL™ | Geemit | urcmL? | urcmut | X100 UFCML™ | Gec mit | UFe mLt | UFC mL?
Pediococcus; O.
oeni
Fonte: A autora.

TABELA 05. Parametro Microbioldgico dos Vinhos com

Nidagara com Tratamento Térmico

Tratamento Térmico.

Bordd com Tratamento Térmico
Vinho antes do . . Vinho antes do . .
- Vinho ap@s tratamento Vinho ap@s tratamento
Andlise tratamento tratamento
Microbiologica Vinho Base Vinho Vinho Controle | Vinho Base (com Vinho Vinho Controle
(com in6culo + BAL + BAL sem inoculo das + BAL + BAL sem
das BALS) + Nisina in6culo BALS) + Nisina inéculo
Contagem de
UFC mL™" das
bactérias laticas: 5 5 3 5 5 3
- 7 1] 3,1x10 2,1x10 4,2x10 7 1 1,7x10 10 4,5x 10
LbLgéI%rri\gii(ii' Ax10CUFCmML™ yeemit | ureml? | uFcmLt | AX O UFEMLT Gec it | uFe mL? | UFC mL?
Pediococcus; O.

oeni
Fonte: A autora.
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Nota-se que em todos os tratamentos houve um decréscimo na
guantidade de bactérias inoculadas, sendo a concentracédo inicial em todos 0s
casos de 10" UFC mL™ e a final em média de 10° UFC mL™.

Apesar do n° log de UFC dos vinhos com nisina ser sempre menor que
0s vinhos sem nisina, tanto para 0s normais quanto para o0s vinhos com
tratamento térmico, ndo houve diferenca significativa entre os resultados.

Outro ponto importante € que mesmo 0 vinho ndo sendo contaminado
propositalmente (controle) ha presenca de microrganismos contaminantes no
final do periodo de armazenamento (log de 10° UFC mL™).

O Grafico 02 mostra os detalhes da analise microbiologica, para 0s

vinhos normais e com tratamento térmico, respectivamente.

Contagem UFC mL? dos Vinhos Normais
¥
g
2
g
Legenda:
m Niagara Controle
a
Tempo (dias) B Nidgara +BAL
W Nidgara + BAL + Nisina
Contagem UFC mL? dos Vinhos com ® Bordd Controle
Tratamento Térmico ®m Bordd + BAL
W Bordo + BAL + Nisina
¥
(=]
=]
g
b
Tempo (dias)

Gréfico 02. Resultados das analises microbiolégicas das amostras dos vinhos
(a) Sem tratamento térmico e (b) Com tratamento tér  mico, apés 60 dias de
armazenamento. Fonte: A autora.
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Vanderlinde e Benedet, (1996), analisaram vinhos branco, rose e tinto,
(secos e suaves), e encontraram maiores concentracfes de bactérias,
leveduras e fungos nos dois tipos de vinhos tintos, porém citam que os vinhos
brancos e roses sofreram filtragcbes mais rigorosas.

As bactérias laticas causam diversos efeitos no vinho, principalmente na
fermentacdo malolatica (FML). Dentre os efeitos benéficos pode-se citar: a)
decréscimo na acidez (descarboxilacdo do acido L-malico a acido L-latico); b)
melhorias nas caracteristicas organolépticas pela fermentacdo malolatica; c)
aumento da estabilidade microbiol6gica dos vinhos (INES et al., 2009).

Ha um conjunto de atividades enziméticas detectadas em varias
espécies de BAL que contribuem para uma maior complexidade do aroma dos
vinhos ap6s a FML, como a hidrolise dos glucosideos pela acdo de a-
glucosidases com o objetivo de realgcar a fracdo aromatica dos vinhos
(MATTHEWS et al., 2004)

Outra atividade enzimatica com relevancia positiva em termos
enolégicos € a da enzima tanino-acil-hidrolase, vulgarmente designada por
tanase, que catalisa a hidrélise das ligacdes éster em taninos hidrolisaveis tais
como o acido tanico, libertando glucose e acido galico. A atividade da tanino-
acil-hidrolase, apesar de pouco dispersa entre as BAL, deve ser usada como
critério na selecdo de culturas malolaticas ‘starter, uma vez que confere
vantagens no processo de vinificagao ao reduzir a adstringéncia e turvacao no
vinho. Em um estudo realizado por Vaquero et al., (2004) em um conjunto de
78 estirpes pertencentes aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus
e Pediococcus, a tanase apenas foi detectada em estirpes de Lactobacillus
plantarum.

Entre os principais efeitos nocivos das bactérias laticas no vinho, esta a
degradacdo da arginina e formacéo de carbamato de etilo. A arginina € um dos
aminoacidos presente em maiores concentracées no mosto e no vinho. A sua
utilizacao originam citrulina e carbamoil fosfato, precursores do carbamato de

etilo, composto potencialmente carcinogénico (INES et al., 2009).
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5 CONCLUSAO

Apesar de os dados obtidos com a acdo da nisina na inibicdo de
microrganismos contaminantes de vinho em testes antimicrobianos diretamente
no vinho, € possivel concluir que a nisina tem potencial como bioconservadora
de vinhos, comprovado pelos testes antimicrobianos “in vitro”, contra as
bactérias laticas testadas (Lb. brevis; Lb. delbrueckii; Pediococcus; O. oeni). Ja
para as cepas (“B” e “T”) da levedura Saccharomyces cerevisiae, a nisina nao
tem o mesmo potencial.

Em relacdo as andlises fisico-quimicas, grau alcodlico e niveis de SO,
0s vinhos submetidos ao tratamento térmico ficaram bem abaixo dos vinhos
sem tratamento térmico (normais), possivelmente pela volatilidade desses
compostos. Em comparacao aos vinhos com e sem nisina, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos resultados das analises fisico-
guimicas.

A nisina ndo influencia sobre as caracteristicas organolépticas e

sensoriais do vinho.
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