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Introducgao

A fermentagdo malolatica é na realidade ndo uma fermentagao na verdadeira acessao
da palavra, mas uma descarboxilacdo enzimatica do acido dicarboxilico L-malico no
acido carboxilico L-latico, realizada por bactérias laticas (BL) (figura 1). E usual fazer-se

em vinhos tintos mas muito opcional em vinhos brancos.
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Figura 1 —a equagao da FML

As bactérias laticas

Sao bactérias Gram-positivo e micro-aerofilicas pertencentes aos géneros Oenococcus,
Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc. Ja foram identificadas varias espécies: L.
plantarum, L. casei, L. brevis....., Pediococcus damnosus, Pediococcus parvulus,
Pediococcus pentosaceus..... e Oenococcus oeni. Serem Gram-positivo é o que as
distingue de bactérias acéticas e o que permite a utilizacdo da lisozima para a sua
inativacao quando, por exemplo, ndo se pretende realizar a FML. As bactérias laticas
responsaveis pela FML sdo pertencentes ao género Oenococcus e Lactobacilos. A
Oenococcus oeni é considerada a BL melhor adaptada as condigdes existentes no vinho,
ou seja, alto teor alcodlico, baixo pH e presencga de SO,. As BL do género Pediococcus

sao consideradas bactérias de contaminacao.
O metabolismo das bactérias lacticas

Quando se pretende fazer uma FML a um vinho, a transformac¢do que mais interessa é
de facto a transformacdo do acido mdlico em &acido latico. Mas as BL, durante o seu
processo de multiplicacdo e crescimento, usam como fonte de energia, ndo sé o acido

malico mas outros acidos organicos, acucares ou ainda outros constituintes dos vinhos.



1 - 0 metabolismo dos acidos organicos

A via mais usada pelas BL para a degradacgao do acido malico, é a sua transformag¢do em
acido lactico e CO; com a intervencdo de uma enzima (enzima malolatica) e tendo como
co-factores o NAD* e 0 Mn?*,

O 4cido citrico € um dos acidos organicos existentes nos vinhos que as BL podem
degradar. Numa série de reagGes com intervengao de um grande conjunto de enzimas,
as BL degradam o dacido citrico em acido acético e acido oxaloacético, e este ultimo é
descarboxilado a acido piruvico. O acido piruvico vai dar origem ao acido a-acetolatico,
gue é muito instavel, e por isso rapidamente é descarboxilado em acetoina que por sua
vez é reduzida a 2,3 butanediol. A acetoina também pode provir do diacetilo que por
sua vez vém da descarboxilacdo oxidativa do acido a-acetolatico. Esta degradacdo do
acido citrico pelas BL (figura 2) vai originar varios compostos com impacto na
composi¢ao do vinho apds a FML e com impacto nas caracteristicas sensoriais: o acido
acético, o diacetilo e a acetoina sdo os mais importantes, embora o diacetilo seja

sensorialmente o que mais impacta os vinhos.
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Figura 2 — o metabolismo do 4acido citrico pelas BL
| — citrato liase; Il — oxaloacetato descarboxilase; Il — lactato desidrogenase; IV — a-acetolactato sintase;
V — piruvato desidrogenase; VI — piruvato descarboxilase; VIl a-acetolactato descarboxilase; VIII — diacetil

redutase; IX — acetoina redutase; X — acetato kinase; TPP — tiamina-pirofosfato



O metabolismo do acido citrico é mais lento que o metabolismo do acido malico, razdo
pela qual o acido citrico é metabolizado mais para o final da FML.

Convém ainda referir que algumas estirpes de Lactobacilos plantarum ndo possuem
citrato liase, razao pela qual numa FML realizada por estas BL a acidez volatil ndo sobe

no final da FML pela degradacdo do acido citrico.

2 — 0 metabolismo dos agucares
As BL podem metabolizar a glucose através de duas vias metabdlicas diferentes, mas
para as pentoses existe apenas uma via metabdlica. O metabolismo das pentoses é mais
simples e os produtos resultantes do metabolismo das pentoses sdo o acido latico, o
acido acético e o CO,. Este metabolismo das pentoses com formacgao de acido acético é
a razdo pela qual a acidez volatil de um vinho sobe sempre com a FML (0.1 a 0.2 g/L).
Em relacdo ao metabolismo das hexoses, ele pode acontecer pela via da glicdlise ou pela
via das pentoses fosfato, o que nos permite distinguir as BL em homofermentativas ou
heterofermentativas.

e BL homofermentativas — transformam o acido lactico em acido pirdvico pela via
da glicélise e depois o acido piravico é reduzido a acido lactico. Uma mole de
glucose origina duas moles de acido lactico. As BL do género pediococcus usam

esta via. Esta via homofermentativa encontra-se esquematizada na figura 3.
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Figura 3 — o metabolismo homofermentativo da glucose pelas BL

e BL heterofermentativas — transformam a glucose em 4cido latico e CO,,

originando ainda etanol e acido acético. As BL do género Leuconostoc, algumas



espécies de lactobacilos e a O.oeni utilizam esta via, e sdo consideradas
heterofermentativas obrigatérias. Algumas espécies de lactobacilos, L.
plantarum e L. casei sdao heterofermentativas facultativas. Esta via

heterofermentativa encontra-se esquematizada na figura 4.
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Figura 4 — o metabolismo heterofermentativo da glucose pelas BL

A partir do acetil-fosfato duas vias podem ser seguidas, dependendo das condi¢cGes do
meio. O aceti-fosfato pode ser reduzida a etanal e a etanol ou ser reduzida a acetato. As
BL Leuconostoc ddo origem a lactato e etanol se o meio for ligeiramente arejado e dao
origem a acetato e lactato se o meio for mais arejado. Assim, se o meio for mais
anaerobiotico a glucose da preferencialmente lactato e etanol, em presenca de oxigénio
resulta um aumento de acetato, e consequentemente, um aumento da acidez volatil.

Ainda relativamente ao metabolismo dos acucares, as BL podem degradar pentoses,
resultando desta degradacao acido latico e acido acético. O acido acético formado por
esta via é o principal responsavel pelo normal aumento de acidez volatil, (0.1 a 0.2 g/L)
gue sempre se observa numa FML. Esta via metabdlica implica a transformacdo das
pentoses (ribose, xilose, arabinose) em xilulose-5-P que depois (tal como se vé na figura
4) é transformada em lactato e acetato. Esta via metabdlica existe independentemente

de as BL serem homo ou heterofermentativas.



3 — Outras transformacgdes
e A degradagao do glicerol

O glicerol é um constituinte importante dos vinhos, que existe em concentragdes de
cerca de 5 a 8 g/L e que contribui para o sabor dos vinhos. O glicerol é formado pelas
leveduras no inicio da FA. A sua degradacao é prejudicial a qualidade dos vinhos quer
pela diminuicdo da sua concentracdo quer pelos produtos formados, e as suas
consequéncias em termos sensoriais. As BL usam o glicerol para dar origem a um
precursor da acroleina (3-HPA) que depois se forma durante o envelhecimento. Esta via
acontece quando as BL trabalham em meios mais redutores. A combinagdo da acroleina
com os compostos fendlicos confere aos vinhos um sabor amargo.

A degradagao do glicerol pode também dar origem a acido lactico com aumento da
acidez total, e esta é uma via de oxidagdao. O metabolismo do glicerol pelas BL encontra-

se esquematizado na figura 5.
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Figura 5— o0 metabolismo do glicerol pelas BL

e A formagdo de aminas biogénicas
As aminas biogénicas sdo produto da descarboxilacdo enzimdatica dos correspondentes
aminodacidos. Os vinhos no final da FML tém um teor em aminas biogénicas superior. A
histidina da origem a histamina, a tirosina dd origem a tiramina. A arginina, um dos
aminodcidos quantitativamente mais representativos, é rapidamente consumida no
inicio da FA e depois libertada durante a autdlise das leveduras. A arginina da origem a
citrulina que é precursor do carbamato de etilo. Este especto ndo é preocupante, mas

convém ndo deixar as bactérias actuarem apds a FML estar concluida.



A evoluc¢do das BL no vinho durante o decurso da FML é caracterizada por 3 fases bem
diferenciadas metabolicamente:
= Crescimento celular — esta fase é caracterizada pelo crescimento celular e as BL
obtém energia a partir dos acucares. Nesta fase ndo ha catabolismo nem do
acido malico nem do acido citrico.
= Fase estacionaria | — nesta fase ndo ha utilizacao do agucar por parte dasBLe o
acido malico transforma-se em acido lactico. Nao ha degradacgao de acido citrico,
nem producdo de acido acético.
» Fase estaciondria Il - ndo existe degradacdo de aglcar, nem ha catabolismo do
acido malico, mas as BL aproveitam o acido citrico, produzindo acido acético e
diacetilo em excesso. Esta é a fase em que importa dar a FML por terminada,

quer através da adi¢cdo de SO, ou eventualmente de lisozima.

O efeito da FML nas caracteristicas dos vinhos

Efeito na acidez total: um dos efeitos importantes da FML nas caracteristicas do vinho
¢ uma diminuicdo da acidez total causada pelo desaparecimento (quase) total do 4cido
malico e pelo aparecimento do acido Iatico. Esta desacidificagdo bioldgica resulta desta
transformacdo de um acido dicarboxilico num acido monocarboxilico. Sensorialmente
os vinhos resultantes ficam mais macios e com menor sensacao de adstringéncia. Outro
fendmeno que contribui para a desacidificagdo tem a ver com o equilibrio em que o
acido malico e os seus sais se encontram no vinho. A FML diminui o teor em acido malico
livre e isto leva a que o acido malico salificado se liberte dos catides aos quais estava
ligado. Estes catides ligam-se ao &cido tartdrico precipitando-o sob a forma de
bitartarato de K ou tartarato de Ca. A presenc¢a de acido malico no vinho aumenta a
solubilidade do bitartarato de K. Ao diminuir o 4cido malico, aumenta a insolubilizacdo

do bitartarato e assim diminui a acidez do vinho.

Efeito na acidez volatil: como consequéncia da FML ha sempre um aumento ligeiro da
acidez volatil, 0,1 a 0,2 g/L. Fundamentalmente o acido acético provém do metabolismo

dos acgucares (pentoses principalmente) e do metabolismo do acido citrico na parte final



da FML. Este efeito pode ser preocupante se a acidez volatil subir mais do que o normal,

mas ndo sendo esse o caso, é um efeito normal.

Efeito na cor dos vinhos: a desacidificacdo provocada pela FML implica uma alteragao
no pH e consequentemente uma alteragdo no equilibrio das antocianinas e uma
diminuicdo da intensidade da cor, que, porém, ndo tem dimensao suficiente para ser
prejudicial aos vinhos. Por outro lado, as BL podem conter sistemas enzimaticos que

libertem as agliconas, tornando as antocianinas mais instaveis.

Efeito no aroma:

1. Compostos carbonilos —o mais importante é o diacetilo que contribui para notas
aromaticas amanteigadas. Como é instdvel é reduzido a acetoina que por sua vez
pode ser reduzida a 2,3 butanediol. A concentracdo de diacetilo nos vinhos pode
ser gerida, nomeadamente pela escolha da BL. O diacetilo liga-se ao SO, que
genericamente se adiciona aos vinhos no final da FML, mas a reacdo é reversivel,
havendo liberta¢dao do diacetilo durante o armazenamento dos vinhos.

2. Esteres — sdo um conjunto importante de compostos associados aos aromas
frutados dos vinhos. Os dois grandes grupos de ésteres provenientes da FA sdo
os ésteres acetato (formados pela condensacdo de alcoois superiores com o
acetil-CoA) e os ésteres etilicos dos acidos gordos (formados por esterificacdo
enzimdtica dos acidos gordos formados durante a biossintese lipidica). A FML
estd associada a um aumento de ésteres etilicos como o lactato de etilo
(resultante da esterificacdo do etanol com o acido latico), acetato de etilo,
hexanoato de etilo, octanoato de etilo ou succinato de dietilo. A estes ésteres
etilicos estdo associados descritores aromaticos de frutado.

3. Compostos volateis glicosilados — as uvas possuem compostos do aroma que se
encontram glicosilados, maioritariamente terpenos e norisoprenoides, que nao
contribuem para o aroma dos vinhos, por ndo serem volateis, mas que podem
ser encarados como uma reserva de compostos volateis. As BL contem sistemas
enzimaticos capazes de libertar as agliconas e transformar estes compostos em
compostos volateis que efectivamente contribuem para o aroma global dos
vinhos. A transformacdo destes volateis glicosilados em compostos volateis

livres, pela acdo glicosidasica das BL, depende do pH e da temperatura, que



podem afetar esta actividade enzimatica, e obviamente da estirpe de BL
utilizada.

4. Compostos sulfurados —embora sobre estes compostos haja menos informacao,
a produgao de compostos volateis contendo enxofre é também dependente da
estirpe utilizada, sabendo-se que as O. Oeni sdo mais produtoras destes
compostos do que os L. plantarum. As BL metabolizam a metionina com
formacao de metanetiol e dimetil dissulfito, que contribuem positivamente para
o perfil aromatico e complexidade aromatica dos vinhos, exceto se as suas
concentracdes forem demasiado elevadas e nesse caso transmitirem aos vinhos
aromas que lembram cebola ou abobora cozida.

5. Fenois volateis — algumas BL s3ao capazes de descarboxilar os acidos fendlicos
existentes nos vinhos, nomeadamente o dcido ferulico e o acido p-coumarico nos
correspondentes vinil-fendis (4 vinil-guaiacol e 4-vinil fenol) que posteriormente
podem ser enzimaticamente reduzidos aos fendis volateis, 4-etil guaiacol e 4-etil
fenol, respetivamente, responsdveis por notas aromaticas de medicinal e suor a
cavalo. Por outro lado, também se sabe que as BL conseguem hidrolisar os
esteres tartaricos dos acidos cindmicos, acido caftarico e fertarico, libertando os
acidos p-coumadrico e ferulico que sdo, na realidade os precursores dos fendis

volateis, caso haja uma contaminagdo com leveduras Dekkera/bretanomyces.

Efeito na estabilidade microbiologica dos vinhos: a maior estabilidade microbioldgica
que se consegue com a FML é um aspeto importante a considerar quando se equaciona
fazer ou ndo uma FML. Na realidade, o empobrecimento em nutrientes, a presenca de
compostos inibitérios do desenvolvimento de outros microrganismos, provenientes do
metabolismo das BL, a eliminag¢ao do acido malico, que é muito instavel e o aumento do

pH sdo as razGes apontadas para esta maior estabilidade.
Os fatores que afetam a FML

Ha varios fatores que afetam o crescimento e as propriedades metabdlicas das BL e
consequentemente o sucesso de uma FML. Os mais importantes sao a temperatura, o
pH, o teor em alcool e o teor em SO;. Devemos ter atencdo, que por vezes ndo é apenas

o efeito de um fator que afeta as BL, mas o efeito sinergético de varios fatores. E estes



fatores afetam ndo sé o crescimento das BL como condicionam as caracteristicas finais

dos vinhos, por afetarem as vias metabdlicas que as BL elegem para o metabolismo de

alguns compostos existentes no vinho.

O etanol — sendo o principal metabolito resultante da FA tem papel importante
na capacidade das BL sobreviverem e completarem a FML. A sua capacidade de
tolerar altos teores alcodlicos depende da estirpe de BL usada e da temperatura.
A temperatura 6tima de crescimento das BL diminui com o aumento do teor em
alcool e temperaturas elevadas diminuem a resisténcia das BL ao alcool.

A temperatura — a temperatura afeta a taxa de crescimento das BL bem como a
duracgado da fase lag do seu desenvolvimento e o tamanho da populagdo. As O.
Oeni tém temperaturas otimas de crescimento entre os 27 e os 302C, mas por
causa do efeito do alcool, as temperaturas 6timas de crescimento no vinho sdo
a volta dos 202C. Temperaturas baixas atrasam o inicio da FML e aumentam o
tempo de duracdo. Atemperatura ideal para uma FML sera entre os 18 e os 22°C.
SO, — 0 SO,, sobretudo na forma molecular inibe o crescimento das BL. Os niveis
de SO, para parar a atividade bacteriana oscilam entre: 0,5 a 0,8 mg/L de SO
molecular (10 a 20 mg/L de SO livre) a pH baixo (3,2 a 3,4); 0,8 a 1,6 mg/L de
SO, molecular (20 a 40 mg/L de SO, livre) a pH alto (3,5 a 3,6). Por este motivo
quer as adicdes de SO; que se efetuam antes da FA quer a estirpe de levedura
gue se escolhe para a FA (e porque todas elas originam SO, em maior ou menor
guantidade) tém influéncia na FML.

pH — o pH tem um papel importantissimo no desenrolar da FML.
Comparativamente, vinhos com pH>3,3 s3o menos problematicos na FM do que
vinhos com pH mais baixos. A pH de 3.5 ou menor as O. oeni tém o seu
crescimento favorecido, mas se o pH for mais elevado sdo lactobacilos como por
exemplo L.plantarum ou Pediococcus parvulus que estdo mais bem adaptados.

O pH inferior a 3,2 inibe o desenvolvimento das O. oeni.

Para alem destes fatores que podem afetam o desenrolar da FML também os acidos

gordos de cadeia média existentes nos vinhos podem ter um efeito inibitério no

crescimento das BL, na sua capacidade para metabolizar o acido malico e assim

prolongar a duracdo da FML. Estas acidos gordos de cadeia média (acidos hexandico,

9



octandico, decandico e dodecandico) sdo produtos da FA e a sua acdo inibitéria é maior
a pH mais baixo. Outro aspeto importante sdao as necessidades nutricionais das BL. Elas
necessitam de aminoacidos, sendo essenciais o acido glutdmico, a arginina, a valina,
leucina, isoleucina e ainda cisteina e tirosina. Quanto aos compostos fenélicos, ndo se
sabe ainda muito, mas uns terdo efeito positivo, antocianinas, e outros parecem ter um
efeito mais negativo (acidos fendlicos) no desenvolvimento da FML. Algumas praticas
tecnolégicas também podem influenciar o crescimento das BL. O grau de clarificacdo de
um mosto tem grande impacto no crescimento das BL porque as leveduras produzem
mais dacidos gordos de cadeia média se o mosto for muito clarificado, e o
envelhecimento sobre as borras, visto que na autdlise das leveduras ha libertagdo de

compostos importantes enquanto nutrientes para as BL, sdo dois exemplos.

Mas é ainda importante considerar a interacdo entre os microrganismos, responsaveis
pela FA e pela FML. Os nutrientes que as leveduras usam e que libertam para o meio,
afetam a pool de nutrientes disponiveis para as BL. No inicio de uma FA as O. Oeni sdao
inibidas pelas leveduras S. cerevisiae porque estas rapidamente utilizam no seu processo
de multiplicagdo e crescimento os nutrientes disponiveis, esterdis, vitaminas,
aminodacidos, o que resulta num empobrecimento do meio em fatores nutritivos, o que
faz com que as BL ndo se consigam desenvolver, enquanto as leveduras realizam a FA.
Com a autdlise das leveduras, libertam-se nutrientes essenciais ao desenvolvimento das
BL, tais como aminoacidos e manoproteinas. Estas ultimas tém um papel importante
porque adsorvem os acidos gordos de cadeia média, inibitérios do desenvolvimento das
BL. As manoproteinas também podem ser enzimaticamente hidrolisadas pela atividade
enzimatica das BL, aumentando a disponibilidade de nutrientes e por isso estimulando
o crescimento das BL. O metabolismo das leveduras tem um efeito direto na
disponibilidade de compostos azotados para as BL. Outro aspeto a considerar é a
capacidade das leveduras produzirem mais ou menos metabolitos inibitérios ou
estimulantes para as BL. Como referido anteriormente as leveduras originam
metabolitos inibitdrios ao desenvolvimento das BL como o alcool, SO; e acidos gordos
de cadeia média. O endlogo tem atualmente uma larga escolha de leveduras e BL para
a realizacdo da FA e da FML, ou pode optar pela realizacao destas fermentagdes com os

microrganismos que naturalmente existem nas uvas.
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Inoculagao de BL

Existe hoje em dia a possibilidade de inocular BL, o que significa que a FML é realizada
pelo microrganismo escolhido pelo endlogo em vez de se fazer uma FML espontanea.
Desta forma reduzem-se os riscos de alteragdes causadas por bactérias, assegura-se
uma FML completa e rapida e contribui-se para um impacto positivo no aroma dos
vinhos. A maior parte dos “starters” comerciais sao 0.0eni, mas comeg¢am a ser

considerados “starters” de L. plantarum.

A selecdo e caracterizacdo das estirpes de BL que podem ser usadas como starters
comerciais é muito importante, porque diferentes estirpes tém diferentes
caracteristicas de crescimento e diferentes capacidades fermentativas. Os critérios de
selecdo das estirpes passam por: tolerancia a pH baixo, tolerancia a teores elevados de
alcool e SO,, boas caracteristicas de crescimento nas caracteristicas particulares do
vinho, compatibilidade com leveduras Saccharomyces cerevisiae, pouca producao de
aminas biogénicas, pouca producdo de compostos “off-flavour”, e um bom contributo
para o aroma dos vinhos pela produ¢ao de compostos que sensorialmente impactem

positivamente o perfil dos vinhos.
Quando inocular?

O sucesso de uma inoculac¢do é influenciado pela altura da inoculagdo. O endlogo deve
escolher um “starter” comercial que se adapte bem as caracteristicas de um

determinado vinho e as condigdes existentes numa determinada adega.
Existem 2 hipéteses para a inoculacdo de BL:

1- inoculagdo simultanea ou co-inoculacdo de leveduras e BL. Nesta hipdtese as BL
sdo adicionadas no inicio do processo ao mesmo tempo das leveduras, ou melhor
ainda, 24 a 48H depois do inico da FA quando existe cerca de 3% de dlcool e as
leveduras ja comecaram a produzir acetaldeido, que se combina com o SO
dando melhores condi¢cdes as BL. Numa primeira etapa sao as leveduras que
levam a cabo a FA e depois as BL realizam a FML, mas os riscos associados a este

processo sdo a possibilidade de haver interacdo entre os microorganismos e o
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simultdneo metabolismo de acucares e acido citrico conduzir a maiores teores
de acido acético, no caso da utilizagdo de BL heterofermentativas como a O.
Oeni. A vantagem apontada é as fermentacdes serem mais rdpidas, mas é preciso
ter cuidado na escolha dos microrganismos.

2- inoculagdo apds o final da FA (inoculagdo sequencial). E o mais usual. No final da
FA o vinho é separado das massas, e é inoculado com as BL, para que a FML
aconteca. A vantagem desta opc¢ao é a possibilidade de conhecermos o vinho,
nomeadamente saber o seu teor em agucares residuais, que deve ser baixo, e o
seu teor em SO;, que deve igualmente ser baixo. Paralelamente, esta inoculacao
sequencial evita a interacdo entre microrganismos e reduz o risco de produgao
de acido acético, porque o teor em acucares residuais é baixo. A desvantagem
pode ser a dificuldade das BL se adaptarem a um meio com alcool, SO;, baixo pH,

presenca de fatores inibitdrios produzidos pelas leveduras e falta de nutrientes.

De um ponto de vista pratico a decisdo passa por saber se queremos inocular ou realizar
uma FML espontanea. Se se optar por inocular hd que ponderar quando inocular e que
BL inocular. Porém, antes de tudo hd que decidir se queremos ou ndo que a FML se

realize.
O controlo da FML

Enquanto a FML decorre, deve-se ir acompanhando o desaparecimento do acido malico
e/ou o aparecimento do acido lactico. Isto é importante ndo sé para verificar que a FML
esta de facto a acontecer, mas também e sobretudo para saber quando é que a FML se
pode considerar concluida, ou seja quando é que o teor em acido madlico é residual (
<0.1/L). Como anteriormente referido, o acido citrico comeca a ser metabolizado
preferencialmente no fim da FML e se ndo actuarmos sobre um vinho, quando o teor
em acido malico for baixo, as BL continuam a trabalhar nomeadamente a degradar o
acido citrico o que pode conduzir a um aumento maior do que o que se considera normal

(0.1 2 0.2 g/L de acido acético) da acidez volatil.

A evolucdo destes acidos pode ser controlada por cromatografia de fase liquida, por

cromatografia em papel ou por métodos enzimaticos. A cromatografia de fase liquida,
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embora dé os melhores resultados é mais dispendiosa. A cromatografia em papel tem a

vantagem de nao necessitar de equipamento especifico, é facil de fazer, e visualmente

avalia-se a presenca destes dois acidos, mas para valores inferiores a 0,5g/L de acido

malico, a mancha correspondente ao dcido malico ja ndo se vé. Os métodos enzimaticos

requerem um espectrofotémetro de UV-Vis e sdo relativamente faceis de executar. A

melhor alternativa é ir seguindo a FML através da cromatografia em papel até ndo se

conseguir visualizar a mancha correspondente ao dcido malico e depois verificar se o

teor de acido malico ja é inferior a 0,1g/L, com um método enzimatico.

Cromatografia em papel —técnica em que os compostos sao separados com base
na sua polaridade, usualmente utilizada nas adegas para monitorizar
visualmente o desaparecimento da mancha correspondente ao acido mdlico. E
facil e barata. Como inconvenientes podemos enumerar o facto de ser uma
técnica ndo quantitativa, apenas qualitativa, ndo é muito precisa e ndo é
especifica para o acido L-malico. Na figura 6 apresenta-se um esquema de uma

cromatografia em papel

Controlo da FML

O Acido lactico + 4cido succinico

O O O 0 Acido malico

Acido tartarico

1g/ll. 2g/. 3g/L vinho

Distancia percorrida pelo eluente

Solugdes padrio de 4cido mélico

Figura 6 — esquema de uma cromatografia em papel

Métodos enzimaticos — técnica baseada na reagao do dcido malico com enzimas,
que pode ser seguida por espectrofotometria de UV-Vis. E um método muito
usado, quantitativo, rapido e que quantifica teores muito baixos de acido malico
(200-300mg/L). Requer aquisicdo dos kits enzimaticos, que tém pouca duracdo
depois de abertos, sdo necessdrias micropipetas e um espectrofotémetro e

ainda pode ser necessario uma centrifuga para amostras mais turvas.
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Actualmente existem analisadores automaticos, como por exemplo o Miura
Micro, que com a utilizacdo de kits de reagentes, fazem uma série de analises,
incluindo a analise dos acidos acético, citrico, L-lactico e L malico com pequenas
quantidades de vinho. A figura 7 mostra este equipamento, existente no

Laboratério de Enologia Colago do Rosario..

e Figura 7 — Micro Miura

Outros métodos: a cromatografia de fase liquida, (HPLC) em que os compostos
sao separados com base na sua polaridade e interacdo com a fase estaciondria
(coluna de cromatografia) é uma técnica muito precisa, muito cara e que requer
equipamento caro (cromatégrafo de fase liquida acoplado a um detector). Nao
é usada em rotina. A eletroforese capilar, uma técnica muito precisa e rapida
mas igualmente cara por necessitar de equipamento especifico. A
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), usa os
espectros de infravermelho para a quantificacdo destes compostos, necessita de
equipamento caro, mas que por vezes jd existe nas adegas, para outras

medicoes, e da bons resultados desde que as calibracdes sejam bem feitas.

Outras considerag¢oes sobre a FML

A FML pode ser realizada em depdsitos de inox ou em barricas de madeira. Neste ultimo

caso ha um maior enriquecimento dos vinhos em manoproteinas que transmitem aos

vinhos uma maior sensacao de volume e reduzem a sensacao de adstringéncia.

A FML ocorre facilmente em grandes depdsitos, simplificando o controle do processo. A

estrutura basica de um vinho é essencialmente a mesma, independentemente de a FML
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ser realizada em tanques e posteriormente envelhecida em barricas ou se ambos os
processos, FML e envelhecimento, forem realizados simultaneamente em barricas.

No entanto, estes ultimos vinhos passam pela FML mais rapidamente e perdem menos
intensidade de cor no processo. Também foi demonstrado que existem varia¢Oes
importantes em alguns compostos voldteis, porque existe maior extracdo dos
compostos da madeira. Os efeitos na cor e nesses compostos volateis tém um efeito

positivo no perfil sensorial dos vinhos produzidos.
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