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APRESENTAÇÃO

A coleção “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar” volumes 1 e 
2 traz o necessário e urgente debate sobre a questão ambiental, apresentam importantes 
reflexões sobre desenvolvimento sustentável, e a temática do Meio Ambiente e sua faceta 
multidisciplinar.

O volume 1 aborda com riqueza as questões ambientais e científicas que impactam 
na preservação do meio, a influência dos produtos nativos na sociedade e sua utilização 
em ações que promovam a cíclica renovação deste mesmo meio.

Os 17 artigos perpassam por temas que se harmonizam e geram conhecimento 
fundamental à sociedade tanto a nível de promoção do progresso como a própria ação do 
ser humano como agente transformador desse meio.

Tendo como alvo pesquisadores e discentes, mas também como uma agradável 
referência para o leitor que busca conhecimento sobre este importante tema, a obra 
perpassa por áreas como desenvolvimento econômico, cadeia produtiva, utilização de 
óleos essenciais, geotecnologias e a promoção de políticas públicas.

Desta maneira, a obra “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar 
- Volume 1”, traz à tona as experiências e estudos desenvolvidos pelos autores, sejam 
professores, acadêmicos ou pesquisadores, de maneira fluente e precisa. 

A obra “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar - Volume 2” é uma 
prazerosa leitura, seja com objetivo específico para consulta bibliográfica em um dos temas 
abordados, seja com objetivo de busca de conhecimento em diversas áreas, construindo 
conhecimento multidisciplinar através dos diversos enfoques apresentados pelos artigos 
deste volume.

Em 18 artigos apresentados nesse volume 2, apresenta-se a temática da Educação 
Ambiental como ponto focal, bem como temas que remetem à revisão da legislação 
ambiental, à caracterização do ambiente regional, identificação de bactérias presentes no 
meio ambiente brasileiro para a produção de vinho até a construção de ilhas flutuantes 
utilizando material reciclável. 

Um leque de áreas, ações e projetos que contribuem sobremaneira para com o 
estudo sério e complexo que o tema exige, abordando a contribuição dos mais diversos 
eixos científicos na construção do saber.

A Atena Editora, como meio de promoção do conhecimento científico, tem em sua 
plataforma o comprometimento com a divulgação dos trabalhos seriamente desenvolvidos 
por professores e pesquisadores.

O compromisso com a veracidade científica, a difusão do conhecimento e a 
consolidação de projetos promotores da interdisciplinaridade no estudo do Meio Ambiente, 
com enfoque também no social são a marca desse e-book, evidenciando a Atena Editora 



como plataforma consolidada para exposição e divulgação de ciência no Brasil.
A todos, uma ótima leitura!

Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco
Mauricio Zadra Pacheco
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RESUMO: Para a produção de vinhos tintos, além 
da fermentação alcoólica também é realizada a 
fermentação malolática, uma descarboxilação 
que permite reduzir a acidez sem comprometer 
a qualidade sensorial. No Brasil, as vinícolas de 
grande porte realizam a mesma com o uso de 
bactérias selecionadas, isoladas principalmente 
na Itália e França. Diante disto, decidiu-se 
investigar quais bactérias autóctones do Brasil 
participam deste processo e quais delas possam 
estar melhor adaptadas a ele. Foi realizado o 
isolamento das mesmas a partir de vinhos tintos 
e após isto testou-se seu potencial fermentativo. 
Dos 13 isolados obtidos de 6 amostras de vinhos, 
11 apresentaram características de potencial 
enológico. Os métodos aplicados neste estudo 
permitiram isolar e testar o potencial fermentativo 
de bactérias ácido láticas autóctones.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentação malolática, 
adaptação ecológica, bactérias láticas, vinhos 
tintos.

SELECTION OF BACTERIA LACTIC ACID 
NATIVE FROM SERRA GAÚCHA

ABSTRACT: To produce red wines, in addition 
to alcoholic fermentation, malolactic fermentation 
is also carried out, a decarboxylation that allows 
reducing acidity without compromising sensory 
quality. In Brazil, large wineries do the same with 
the use of selected bacteria, isolated mainly in 
Italy and France. In view of this, it was decided to 
investigate which indigenous bacteria from Brazil 
participate in this process and which of them may 
be better adapted to it. They were isolated from red 
wines and after that their fermentative potential 
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was tested. Of the 13 isolates obtained from 6 wine samples, 11 showed characteristics 
of oenological potential. The methods applied in this study allowed to isolate and test the 
fermentative potential of native lactic acid bacteria.
KEYWORDS: Malolactic fermentation, ecological adaptation, lactic acid bacteria, red wines.

1 |  INTRODUÇÃO
A produção de uvas no Brasil, tanto viníferas como as americanas, encontra-se 

principalmente nas regiões Sul, Sudeste e Nordeste com destaque para os Estados do Rio 
Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo, Minas Gerais e Pernambuco (MELLO, 
2017). Em 2017, a área plantada no país ocupou 78.028 hectares, sendo que 62,58 % da 
lavoura vitícola nacional esteve localizada no RS (KIST et al., 2018; IBRAVIN, 2018).

Apesar desse grande volume de uvas, a produção de vinhos finos é relativamente 
recente no Brasil, em comparação com países europeus e com outros produtores do 
Novo Mundo (PROTAS et al, 2002). Entretanto, o interesse por essa atividade tem se 
intensificado nos últimos anos, onde se verifica modernização das tecnologias empregadas 
e expansão das áreas dedicadas à vitivinicultura (BINATI, 2015). Dentro deste contexto, 
a região que mais se destaca no país é a Serra Gaúcha, pois apresenta sazonalidade 
adequada a produção de uvas viníferas.

Após a produção do mosto, são adicionadas leveduras comerciais específicas para 
cada variedade de uvas utilizada, dando início a fermentação alcoólica (FA). Ao final desta, 
geralmente os vinhos tintos são conduzidos a Fermentação Malolática (FML) realizada por 
Bactérias ácido láticas (BAL), principalmente dos gêneros Oenococcus e Lactobacillus, que 
atuam basicamente na conversão de ácido L-málico em ácido DL-lático, culminando na 
redução na acidez total do vinho, aumento do pH, estabilização microbiológica e produção 
de compostos relacionados ao aroma e sabor do produto final (Binati, 2015).  Além disso, 
as BALs são responsáveis por alterações sensoriais no vinho durante o processo de FML 
(Bartwosky, 2009), como exemplo podemos citar o aroma de mação e nozes devido ao 
composto acetaldeído produzido pelas bactérias Lactobacillus, o aroma doce e viscoso, 
proporcionado pela Oenococcus oeni (Manitol). As vinícolas de pequeno porte da região 
costumam deixar que o processo de FML inicie naturalmente após a FA. Todavia, esta 
fermentação espontânea não permite que se faça um controle rigoroso do processo, 
além de não garantir a qualidade no produto, uma vez que o processo pode tornar-se 
demasiadamente demorado, permitindo o crescimento de outras bactérias não desejáveis, 
como as do gênero Pediococcus e Acetocbacter, responsáveis por defeitos nos vinhos. 
Já as bactérias utilizadas nas grandes vinícolas da região são importadas liofilizadas 
da Itália e da França, tendo sido isoladas nestes ambientes. Além de possuírem custo 
elevado, perdem sua eficácia após a abertura do pacote, inviabilizando o uso em datas 
distantes, além de demonstrarem difícil adaptação nas condições dos vinhos brasileiros. 
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Diante disto, fica clara a necessidade de se conhecer a microbiota autóctone das uvas 
brasileiras, especificamente as BALs que, por se encontrarem naturalmente na região 
estudada, certamente estão mais adaptadas as suas variações climáticas, hídricas, entre 
outras, podendo apresentar maior potencial enológico para aplicações biotecnológicas. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar BALs de amostras de vinhos e estudar 
seu potencial para utilização como culturas iniciadoras a fim de promover a fermentação 
malolática em vinhos finos tintos.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS
Foram obtidas amostras de vinhos tintos das vinícolas da região da Serra Gaúcha 

que utilizassem apenas a FML espontânea (tabela 1).

Amostra Variedade vinho Localização Código
1 C. Sauvignon Vale dos Vinhedos – Bento Gonçalves RS CSvale15
2 C. Sauvignon Dist. Tuiuty  – Bento Gonçalves RS CStuiuty15
3 Merlot Dist. Tuiuty  – Bento Gonçalves RS METuiuty15
4 Merlot Vale dos Vinhedos – Bento Gonçalves RS MEvale15
5 Pinot Noir Vale dos Vinhedos – Bento Gonçalves RS PNvale16
6 Pinot Noir Pinto Bandeira - RS PNpb16

Tabela 1 – Amostras de vinhos, locais de coleta e códigos.

Os vinhos coletados foram das variedades Merlot e Cabernet Sauvignon (safra 
2015) e Pinot Noir (safra 2016). Os volumes (500 mL) foram coletados após a fermentação 
alcoólica ter ocorrido, em tanques onde não houve inoculação de BAL comerciais conforme 
orientações de Krieger (2005).

Após a coleta, as amostras foram levadas ao Laboratório de Microbiologia do IFRS 
Bento Gonçalves onde foram codificadas e posteriormente submetidas aos ensaios.

Primeiramente foram realizadas as análises físico-químicas de acordo com 
protocolo da International Organization of Vine and Wine (2018), para os parâmetros: pH, 
grau alcoólico, acidez total e acidez volátil.

A diminuição da acidez foi acompanhada pela medição do potencial hidrogeniônico 
(pH), com auxílio de medidor de pH acoplado a eletrodo para amostras líquidas, calibrado 
com tampões 4,0 e 7,0 a 20ºC. 

O grau alcoólico foi determinado pelo método densimétrico, que é baseado na 
separação do álcool pela destilação da amostra e sua posterior quantificação, de acordo 
com a densidade relativa do destilado a 20ºC.
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A acidez total foi determinada de acordo com por método titulométrico, que consistiu 
na reação de neutralização dos ácidos com solução padronizada de hidróxido de sódio 
(NaOH - 0,1 mol.L-1) até o ponto de viragem, para a solução indicadora (azul de bromotimol 
a 1 %), conforme a Equação 1.

ATT = n x N x 1000 x 0,075
                          V

(1)

Onde:
ATT = Acidez total titulável em g.L-1 de ácido tartárico.
n = Hidróxido de sódio gasto na titulação em mL.
N =Normalidade da solução de hidróxido de sódio.
V = Volume da amostra em mL.

A determinação da acidez volátil foi realizada pelo método de titulação do destilado, 
obtido por arraste de vapor. Procedeu-se titulação com hidróxido de sódio (NaOH 0,1 mol 
L-1) tendo como indicador solução de fenolftaleína alcóolica 1 %, aplicando-se a Equação 2.

AV = (60/a) x v x N                                                              

Onde:
AV = Acidez volátil em g.L-1 de ácido acético.
a = alíquota da amostra em mL.
v = Volume do titulante gasto em mL.
N =Normalidade da solução de hidróxido de sódio.

(2)

Foram utilizados medidor de pH (Digimed), destilador alcoólico eletrônico super dee 
(Gibertini), balança hidrostática (Gibertini) e Quick (Gibertini).

Após a caracterização das amostras, procedeu-se o isolamento dos microrganismos. 
Inicialmente, transferiu-se 100 mL das amostras para erlenmeyers estéreis, que foram 
incubados a 18ºC durante 48 horas no intuito de adensar a microbiota existente. Na 
sequência, foi realizada semeadura de 10 microlitros de amostra na superfície do ágar Man 
Rogosa Sharpe, que foram espalhadas com o auxílio de Alça de Drigalski, na sequência 
aguardou-se o crescimento e seleção das colônias típicas de BAL. 

As colônias com características desejáveis foram transferidas com alça de platina (5 
microlitros) para ágar MRS e, após crescimento durante 48 horas, uma alçada foi repicada 
para tubos contendo 10 mL de Vinho Sintético (VS), o qual foi composto de: 4g/L extrato 
levedura; 2g/L glicerol; 6g/L D-L ácido málico; 10% etanol absoluto v/v, ajustando-se o pH 
inicial para 3,5. Segundo Solieri (2009), esta composição simula as condições de FML 
espontânea e é tida como a melhor maneira de selecionar BALs com potencial para realizar 
a descarboxilação de ácido L-málico. A análise foi feita em triplicata. As amostras foram 
acondicionadas para cultivo em agitador orbital com 20 rpm e temperatura de 18ºC durante 
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48 horas, quando verificou-se a turvação do meio. Este ensaio foi avaliado a cada 5 dias 
em relação ao pH, quando em FML forçada em vinho sintético, até o 20º dia de incubação.

O crescimento de biomassa foi avaliado com leitura em espectrofotômetro UV-VIS 
a 660 nanômetros após sete dias de fermentação. As colônias dos tubos positivos foram 
transferidas por estriamento para ágar MRS Lactobacillus com modificações, no intuito de 
selecionar o meio mais adequado ao crescimento das BALs: ágar MRS; ágar MRS com 
suco de tomate (MRS+TJ); ágar MRS com suco de uva (MRS+GJ); e ágar MRS com suco 
de maçã (MRS+AJ).

Para confirmação, as seguintes características morfológicas das colônias foram 
analisadas: tamanho, cor, forma, bordas, elevação, superfície, consistência, transparência 
e brilho. Normalmente, espera-se que sob as mesmas condições de temperatura, pH e 
composição do meio de cultivo, as bactérias formem colônias de aspecto constante e que 
possam fornecer informações adicionais para sua identificação (BINATI, 2015).

Também foi realizada a coloração diferencial de Gram, utilizando-se para isso 
culturas novas crescidas em placas com meio MRS. O protocolo para a coloração foi 
seguido de acordo com o descrito por Solieri (2009) e Tortora (2006). 

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se a ANOVA 
seguida do teste de Tukey com 95% de confiança, com auxílio dos softwares Excel e 
Assistat 7.7.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
As análises físico-químicas realizadas nas amostras iniciais demonstraram que 

os vinhos em início de fermentação malolática estavam dentro das condições iniciais 
esperadas, comprovando também que a fermentação alcoólica já havia sido finalizada, 
reduzindo grandemente as chances de se isolar, além das bactérias de interesse, outros 
micro-organismos, como as leveduras do tipo Saccharomyces.

Amostra de 
vinho Variedade da uva pH Álcool

(%)
Acidez Total

(g.L-1)
Acidez Volátil

(g.L-1)
1 C. Sauvignon 3,20 10,6 5,8 0,62
2 C. Sauvignon 3,28 10,8 6,2 0,54
3 Merlot 3,32 12,0 7,1 0,73
4 Merlot 3,40 11,8 7,3 0,44
5 Pinot Noir 3,20 11,2 6,4 0,62
6 Pinot Noir 3,21 10,9 6,5 0,54

Tabela 2 – Resultados das Análises Físico-Químicas das amostras de Vinho.

*Resultados das médias simples.
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Das seis amostras iniciais dos vinhos, foi possível o isolamento de 13 colônias, sendo 
que 11 delas apresentaram características morfológicas compatíveis com as esperadas 
para BAL, conforme ilustrado na figura 1: cor branca, forma circular puntiforme, bordas 
e superfícies lisas, consistência cremosa e aparência brilhante, resultados similares aos 
encontrados por Binati (2015) e Solieri (2009). As amostras foram codificadas seguindo a 
seguinte ordem Iniciais da uva, iniciais do local, número do isolado, ano de safra, conforme 
tabela 3.

Figura 1 - Colônias com morfologia típica para bactérias ácido láticas, isoladas de vinho tinto, 
microscopia óptica em aumento de 1000x.

Fonte: autor (2015).

Nº Amostra Variedade de vinho Localização da 
Vinícola

Código 
Amostra Código Isolado Nº 

isolado
1 C. Sauvignon Vale dos Vinhedos CSvale15 CSvale1-15 1

CSvale2-15 2
2 C. Sauvignon Dist. Tuiuty CStuiuty15 CStuiuty1-15 3

CStuiuty2-15 4
CStuiuty3-15 5

3 Merlot Dist. Tuiuty METuiuty15 METuiuty1-15 6
METuiuty1-15 7

4 Merlot Vale dos Vinhedos MEvale15 MEvale1-15 8
MEvale2-15 9

5 Pinot Noir Vale dos Vinhedos PNvale16 PNvale1-16 10
PNvale2-16 11

6 Pinot Noir Pinto Bandeira PNpb16 PNpb1-16 12
PNpb2-16 13

Tabela 3 – Codificação das colônias de microrganismos isoladas
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Entretanto, a amostra de C. sauvignon (Figura 2B) proveniente do distrito de Tuiuty 
apresentou também um grupo de leveduras, destacado pela seta em vermelho. Isto pode 
ser explicado pelo fato de que a amostra foi coletada em final de FA, ou seja, existe a 
possibilidade de que algumas leveduras remanescentes ainda estivessem vivas. Já na 
amostra de Merlot (Vale dos Vinhedos), foi possível identificar dois grupos de colônia com 
cores distintas, sendo um de cor branca e outro de cor levemente amarelada (Figura 2D).

Figura 2 - Colônias encontradas nas amostras. 

A - C. Sauvignon (Vale);

B - C. Sauvignon (Tuiuty); 

C - Merlot (Vale); 

D- Merlot (Tuiuty);

E - P. Noir (Vale);

F - P. Noir (P. Bandeira).

Fonte: autor (2016).

Quando realizada a microscopia óptica e o teste para coloração de Gram, todos os 
isolados se comportaram como bactérias Gram positivas (Figura 3), apresentando formato 
de pequenos cocos arranjados em cadeia, o que, segundo Benati (2015), é esperado para 
BAL do gênero Oenococcus.
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Figura 3 - Isolados corados com Técnica de Gram e fotografados em Microscópio óptico com 
aumento de 1000x. Observa-se a presença de colônias Gram (+) e em configuração de cocos 

(B e D) e bacilos (A, C e E).

Fonte: autor (2016).

Na Figura 4 são apresentados os valores de absorbância em 660nanômetros 
representando o crescimento dos isolados. 

Figura 4 – Crescimento dos isolados dos vinhos da serra gaúcha após sete dias de incubação. 
Os resultados são as médias simples de três repetições.

*Letras iguais referem-se a amostras que não diferem entre si a nível de 1% de significância 
pelo teste de Tukey.
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É possível perceber que todos os isolados conseguiram desenvolver biomassa, 
sendo que os que apresentaram os valores foram CStuiuty3 (levedura – figura 1B) e 
PNvale1 (colônia amarela – figura 1D), e o melhor desempenho foi observado no MEtuity2. 
Os demais isolados comportaram-se de maneira similar.

Os valores de pH obtidos durante o período de FML induzida em vinho sintético 
demonstraram que ocorreu um aumento considerável de pH para todos os isolados 
inoculados (Figura 5), porém nenhum deles foi capaz de ultrapassar o valor de 4,5 até o 
vigésimo dia.

Figura 5 – Perfis da variação de pH durante acompanhamento em 20 dias de Fermentação 
Malolática em Vinho Sintético. O valor inicial para dia zero foi de pH 3,5.

Neste gráfico é possível perceber a formação de três grupos de BALs. O primeiro 
engloba os isolados CSvale2-15, MEtuiuty1-15, MEtuiuty2-15, como os que obtiveram 
pH mais próximo de 4,5. No segundo os isolados, que obtiveram valores intermediários 
(±4,1): CSvale1-15, CStuiuty1-15, CStuiuty2-15, MEvale1-15, MEvale2-15, PNvale2-16, 
PNpb2-16. E o grupo com composto pelos isolados CStuiuty3 e MEvale1, apesar de não 
serem colônias características de BALs conseguiram metabolizar o vinho sintético, porém 
de maneira menos eficiente proporcionando o menor aumento de pH (±3,7). Isto pode ser 
atribuído ao fato de que a FML pode levar de 15 a 180 dias para ocorrer, conforme cita Inês 
(2007) em sua tese de doutorado. Além disso, a mudança de pH induzido pela conversão 
de ácido L-málico em DL-lático durante a FML é sutil, podendo ser quantificada somente 
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por análises mais sofisticadas, com uso de analisadores enzimáticos e reflectométricos 
(RENOUF et al., 2007).

Na literatura é possível encontrar diversos meios de cultura para cultivo de BALs, 
sejam elas isoladas de leite, vinhos ou verduras e frutas (AUD, 2014; BUCKENHUSKES, 
2001; FUGELSANG e EDWARDS, 2007).

Wibowo et al. (1985), utilizaram formulações adaptadas de ágar MRS adicionadas 
de suco de uva, suco de tomate, cisteína, ácido málico e vários açúcares no intuito de obter 
uma grande quantidade de isolados, porém isto não ocorreu.

Num estudo comparativo de meios de cultura utilizados no isolamento de BAL 
a partir de amostras de vinho, Pan et al. (1982), concluíram que nenhum dos meios, 
quando utilizado isoladamente, garantia a recuperação (isolamento) de todas as espécies 
presentes numa amostra, recomendando a utilização simultânea dos meios sólidos MRS, 
TJ e Irrmann, para obter dados ecológicos mais fidedignos. Além disso, pode-se adicionar 
antibiótico ao meio, como por exemplo a vancomicina, no intuito de evitar a competição de 
outras bactérias pelo substrato (BOU e POWELL, 2005).

Para este ensaio, os testes com o meio de cultura ágar MRS acrescido dos aditivos, 
suco de maçã, suco de uva e suco de tomate, não apresentaram diferença significativa em 
relação ao crescimento isolado (Figura 6). 

Figura 6 – Perfis de crescimento dos isolados em ágar MRS enriquecido. 

Isolado MEtuiuty2 – A) ágar MRS, B) ágar MRS+AJ C) ágar MRS+GJ D) ágar MRS+TJ.

Isolado PNpban2 – E) ágar MRS, F) ágar MRS+AJ G) ágar MRS+GJ H) ágar MRS+TJ.

Isso demonstra que ambos podem ser considerados como fonte de nutrientes 
adequadas, principalmente de carbono, para as BALs isoladas neste estudo, uma vez que, 
as mesmas conseguiram sobreviver e aumentar a biomassa também no vinho sintético.
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4 |  CONCLUSÃO
As técnicas empregadas permitiram o isolamento de BAL de vinhos da serra gaúcha 

em FML espontânea. O crescimento e o aumento no pH das amostras inoculadas vinho 
sintético demonstra que as BALs selecionadas estão foram capazes de utilizar o ácido 
málico como principal fonte de carbono, uma vez que não havia outra no meio de cultura, 
porém não é possível apenas com esta análise determinar a exatidão do processo. Devem 
ser realizados ensaios complementares para quantificar a taxa de conversão, bem como 
análises genéticas para confirmação dos gêneros e espécies das bactérias isoladas.
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