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Resumo

Este artigo apresenta uma revisio bibliogrifica a respeito das culturas iniciadoras de fermentagio em vinhos. Fez-se uma
abordagem a partir dos tiltimos cinco anos de pesquisa em temdticas pertinentes as dreas de Microbiologia, Biotecnologia,
Ciéncias de Alimentos ¢ Enologia com culturas iniciadoras. Foram revisados os processos de fermentagao alcodlica,
maloldctica, mista, bem como os métodos de estudo, com destaque para a Biotecnologia ¢ as perspectivas de estudos.
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1 INTRODUCAO

Culturas starters ou culturas iniciadoras de fermentagao consistem na sele¢ao de microrganismos
de alimentos com atividade metabdlica estivel e conhecida, portadores de outras caracteristicas usadas
para produzir alimentos ¢ bebidas fermentadas de aparéncia, corpo, textura e sabor desejaveis (RAY,
2004). Atualmente esse termo abrange as formas de microrganismos fermentadores inoculados ao

meio também com fungio protetora contra espécies contaminantes (GERBAUX et al., 2009).

O processo fermentativo em vinhos ¢é caracterizado por uma transformagio complexa do mosto
da uva, pela presenga de fungos filamentosos, leveduras e bactérias icido licticas que utilizam os
aglcares fermentesciveis e outros compostos derivados a partir desse processo para elaborar o vinho.
Apesar de o mosto ser um meio bastante rico em nutrientes, seu pH dcido e elevado contetdo de
aglicares exercem pressao seletiva sobre esses microrganismos e somente poucas espécies sao capazes
de crescer no meio. Entre esses microrganismos, as leveduras sio as principais responsaveis dessa
transformagio bioquimica, por realizar a fermentagio alcodlica (KONIG; UNDEN; FROHLICH,
2009).

A fermentagio alcodlica, do ponto de vista pritico, é conhecida pela humanidade desde os
tempos mais remotos. Ha relatos biblicos que contam da elaboragio do vinho no periodo de Noé.
Entretanto, o conhecimento cientifico das fermentagdes aumentou de modo significativo apds as
descobertas de Louis Pasteur, em meados do século XVII (AMARANTE, 2005). A reagio quimica do
desdobramento de uma molécula de glicose em dlcool e anidrido carbdnico com liberagio de calor,
atualmente, é visto como a simples manifestagio exteriorizada do processo nutricional das leveduras

quando em meio anaerdbio.

Com os avangos cientifico e tecnolégico, um fendmeno ocorrido nos vinhos de todo o mundo,
antes confundido com uma fermentacio alcodlica secundiria, passou a ser melhor conhecido
¢ estudado. Da observagio da redugio da acidez do mosto por um aumento de icido lictico com
decorrente diminuigio de dcido milico, por meio de técnica de cromatografia somado a exames
microscopicos, revelou-se a presenca de bactérias dcido-lacticas. A estes microrganismos foi atribuido o
papel fundamental na entio denominada fermentagio malolictica ou secundiria (KONIG; UNDEN;
FROHLICH, 2009).

Atualmente, sabe-se que as fermentacoes alcodlica e malolictica sio grande parte do sucesso dos
processos de vinificagdes. Neste sentido, muitos estudos sio realizados ao longo de anos para se tentar
compreender e avaliar os microrganismos envolvidos na elaboragio do vinho, aspectos de sua biologia
e suas capacidades de interacio com o meio e com as outras espécies. O somatério desses achados
vem contribuindo para que os processos de fermentacoes inoculadas fiquem cada vez mais eficientes
¢ produzam vinhos com qualidade sensorial aceitivel e seguramente reproduzivel (AMARANTE,
2005).
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Em contrapartida, em certas regides tradicionais da Europa, hi quem defenda que a ciéncia nao
deveria intervir em relagio o processo fermentativo em vinhos, deixando as fermentagdes ocorrerem
de forma natural. Contudo, o problema da dependéncia das fermentagdes espontineas em escala
comercial estd na dificuldade de se predizer e reproduzir as mesmas caracteristicas do produto acabado
(AMARANTE, 2005). O namero ¢ a diversidade de microrganismos presentes, a variedade e estado
da uva, as priticas vitivinicolas empregadas ¢ outros fatores somados, sio os pontos que hoje a Ciéncia

trabalha no sentido de assegurar a padronizagio ¢ a qualidade do vinho comercial.

Considerando-se os avancos biotecnoldgicos recentes, o uso das culturas iniciadoras de
fermentacio fazem uma grande revolu¢io na industria de elabora¢io de vinhos. Muitos microrganismos
antes presentes nas fermentagdes espontaneas, seja vindo no interior da fruta, seja advindo de lesoes na
casca da uva causadas por insetos ¢ passaros, ou mesmo, em razio das préticas vitivinicolas, puderam
ser isolados e avaliados de diversas formas. A partir disso, sua interagio no mosto e em meios sintéticos
simulados desenvolvidos em laboratério vém fornecendo melhores resultados a indstria vinicola

(KONIG; UNDEN; FROHLICH, 2009).

No entanto, nem sempre as espécies selecionadas de ambientes naturais para iniciarem um
processo fermentativo portam todas as caracteristicas desejaveis para o sucesso da fermentagio. Desse
modo, tem fundamento o desenrolar de um longo trabalho dos cientistas para estudar os aspectos
pormenorizados de microrganismos fermentadores e de novas tecnologias de estudo com suas

cepas.

Este estudo traz um importante resumo das abordagens recentes em relagio culturas iniciadoras
de fermentagio em vinhos, publicadas em artigos' de periddicos das dreas de Microbiologia,

Biotecnologia, Ciéncias de Alimentos e Enologia, nos tltimos cinco anos (jan./2005 a dez./2009).

O objetivo € revisar o tema das culturas iniciadoras em vinhos, reunindo as novas informagdes ¢
dando continuidade a outras revisdes que vém se fazendo sobre esse assunto. Certamente, este trabalho
servird como fonte de consulta para muitos iniciantes da drea, pesquisadores académicos, enélogos ¢

produtores de vinho interessados nos avangos biotecnolégicos relativos as culturas iniciadoras.

1.1 ESTUDOS DE REVISAO ANTERIORES

Com relagio a outras revises na literatura, trabalhos a respeito das preparagdes de leveduras
secas inativas (IDY), amplamente utilizadas na inddstria vinicola, mobilizam tanto progressos para
as pesquisas da fermentagao alcodlica quanto da fermentagio malolictica. As IDY em conjunto com
culturas iniciadoras, geram propriedades organolépticas requeridas aos vinhos e tém efeitos sobre a
seguranga do processo, prevenindo, entre outros, o aparecimento da ocratoxina A (POZO—BAYC)N;
ANDUJAR-ORTIZ; MORENO-ARRIBAS, 2009).
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Em outro estudo, as revisdes sobre formas de preparacio de leveduras secas ativas, as culturas
iniciadoras de fermentacio alcodlica propriamente, encontram-se publicadas no livro soviético
Sovremennye preparativnye formy drozhzhey dlya vinodeliya de Martinenko (2006). Recentemente, a
existéncia dessa publicagio foi comunicada por Naumov (2009). Embora o livro seja de relevincia
incidente quanto a presente pesquisa, uma vez que trata da revisao e critica de uma cole¢io de mais de
400 fontes no tema das culturas de fermentagio alcodlica, a lingua de origem se torna uma barreira ao

acesso desse tipo de conhecimento.

Uma pesquisa de revisao referente ao tema trata da explotagio do potencial de “lees” ou
sedimentos-mae: residuos que se acumulam no fundo do recipiente de vinificagao apds a fermentagio
alcodlica, durante a estocagem de vinhos, ou, sob tratamentos autorizados. O sedimento-mae pode
ser muito util, de acordo com os estudos levantados por Pérez-Serradilla e Castro (2008), uma vez
que podem desempenhar de modo natural fung¢des para a melhoria, qualidade e seguranga de vinhos
¢ indiretamente ter agao sobre as culturas fermentadoras e seus compostos requeridos e excretados no

meio onde se processa a vinificagio.

Em se tratando de culturas iniciadoras de fermentacio malolictica, os primeiros estudos de
sucesso apontavam para uma espécie: Leuconostoc oenos. A partir disso, muitas publicagdes concentraram
esforgos para desvendar a bioenerggética, a produtividade, as condigdes de crescimento mediante fatores
de estresse, além de realizar anilises sensoriais dos produtos finais gerados por esse microrganismo

(VERSARI; PARPINELLO; CATTANEO, 1999).

N3o tardou até que os cientistas pudessem identificar um membro da familia Leuconostocaceae,
entre as cepas com as melhores caracteristicas para realizar a fermentagio malolictica em vinhos:
Oenococcus oeni. Esta bactéria dcido-lictica vem sendo amplamente estudada abordando: seu uso como
fonte potencial de enzimas para a vinificagio (MATTHEWS et al., 2004); analise gendmica de O. oeni
PSU-1 e tépicos selecionados acerca de seu metabolismo de crescimento (MILLS et al., 2005); e bases
moleculares de resposta a estresse (SPANO; MASSA, 2006).

Com a descoberta e caracterizagio de O. oeni, microrganismo-chave da fermentagio malolictica,
as intera¢oes com a levedura da fermentacio alcodlica, Saccharomyces cerevisiae, foram também objetos
de estudo dos cientistas. A revisio de Alexandre et al. (2004) sublinha os conhecimentos correntes e as
perspectivas de estudo relativas aos topicos: inibigao estimulagio da bactéria malolactica pela levedura;
inibigio da levedura pela bactéria malolictica; influéncia das praticas de elaboragio de vinho sobre
a interagio levedura-bactéria; e, ainda, aponta os métodos para o estudo da interagio de bactérias e

leveduras.

Baseado em estudos de revisio, o presente artigo prosseguird revisando os temas relativos
as culturas iniciadoras de fermentagio alcodlica e malolictica, o uso desses microrganismos como

culturas mistas em inocula¢oes sequenciais e inclusive as interagdes levedura-bactéria de fermentagoes
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simultineas, os métodos de estudo de culturas iniciadoras, com énfase na biotecnologia e, por tltimo,

apontara tendéncias a esse respeito.

2 CULTURAS INICIADORAS DE FERMENTACAO

Iniciando o presente estudo, os temas tratados na revisao bibliogrifica abordario as culturas
iniciadoras especificamente as etapas da fermentaciao dos vinhos, alcodlica e malolactica. Também
serdo abordados os trabalhos que estudam as culturas mistas, isto €, aquelas culturas compostas de
mais de um tipo de microrganismo selecionado, adicionadas ao vinho, independentemente da sua

etapa de fermentagio.

2.1 FERMENTACAO ALCOOLICA

Autilizagio de culturasiniciadoras de fermentagio alcodlicaem vinhos é iniciada com ainoculagio
do cultivo puro de levedura selecionada no mosto. Esta inoculagio serve para cumprir as trés objetivos
principais das inddstrias vinicolas: garantir um ripido inicio da fermentagio, garantir a continuidade
do processo fermentativo; assegurar a reprodutibilidade da elaboragio do vinho mantendo a qualidade
padrio. Para tanto, é necessirio que as leveduras inoculadas crescam ativamente impondo-se sobre as
espécies de leveduras selvagens presentes no mosto (KONIG; UNDEN; FROHLICH, 2009).

Estudos realizados com culturas iniciadoras de fermentagao alcodlica dos tltimos cinco anos,
para a fermentacio de diversos tipos de vinhos, tém sido empregados com éxito pelos pesquisadores.
Os impactos de estresse do meio nas condicOes iniciais da fermentacao (contetido alto de agticares —
glicose, frutose —alta acidez do fruto, outras condigdes fisico-quimicas adversas) sugerem que a sele¢ao
das cepas de leveduras com as melhores caracteristicas para o inicio da vinificagio, de acordo com
Pulvirenti et al. (2009), devem seguir o acompanhamento de trés fases: 1) A selecao das leveduras que
dominam a fermentacao espontinea; 2) A sele¢io entre as cepas dominantes daquelas que mostram
as melhores caracteristicas tecnoldgicas; 3) A sele¢ao final entre as boas cepas tecnolégicas daquelas
que geram tratos qualitativos desejaveis. Nesse sentido, convém apresentar os trabalhos que tragam
um paralelo das fermentagdes espontineas com as fermentagdes inoculadas, na base das respostas a

estresses ¢ na performance fermentativa, metabolismo de crescimento e biodiversidade das cepas.

Nas fermentagoes alcodlicas, a utilizagio de frutose pode ser critica para a manutengio da alta
taxa de fermentagio final. Em ambos os tipos de fermentagio (espontinea e inoculada), a glicose ¢é
0 agucar preferencial, entretanto, em testes realizados com leveduras Saccharomyces e seus hibridos,
inoculadas a baixa temperatura (12°C), o consumo de frutose por estas cepas no inicio da fermentaciao

fol mais intenso que 2 alta temperatura (28°C) (TRONCHONI et al., 2009). Uma investigacao a
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respeito da base molecular de utilizacao de frutose indicou que a expressiao do gene HXT3 (resultado
de um alelo mutante na espécie), transportador de hexose em S. cerevisiae, era o responsivel pela

utilizacao de frutose similar ao tido nas cepas comerciais (GUILLAUME et al., 2007).

Pressoes seletivas em razao de desequilibrios estruturais na composi¢iao da uva, gerando altaacidez
em vinhos brancos (BLANCO; VAZQUEZ—ALEN ; LOSADA, 2008), ou, superamadurecimento da
fruta, com teor de agticar acima do padrao (MIKI et al., 2008), mostram que ¢ possivel isolar entre as
espécies da fermentagio espontinea, leveduras S. cerevisiae que se destacam pela sobrevivéncia nessas
condigdes ¢ com boa produgio de etanol. Contudo, do exame em 787 cepas de S. cerevisiae, isoladas
de muitos substratos de diversas partes do mundo, foi possivel correlacionar a taxa de fermentagao,
produgio de etanol e acidez volitil melhores com as culturas iniciadoras encontradas em vinhos e

vinharias, em detrimento daquelas isoladas do mosto e da uva (CORTE et al., 2006).

Além disso, nas fermentagdes espontineas o crescimento populacional nio é estivel e pode
levar dias até que a biomassa atinja um ntmero satisfatorio para degradar o actiicar por completo e
produzir dlcool. Em fermentados de gabiroba Campomanesia pubescens, o inéculo de S. cerevisiae UFLA
CA 1162 produziu ji nos primeiros dias populagdes estiveis de 9 log céls/mL, em comparagio com
leveduras de fermentagio espontinea, as quais tiveram um crescimento de 3.7 a 8.1 log céls/mL ap6s
14 dias (DUARTE et al,, 2009). Além disso, a diversidade de espécies da fermentagio espontinea pode
ser muito alterada sob a influéncia de sedimento-mae. O teste com cepas inoculadas e selvagens em
barris de vinho Vinsanto, mostrou que na presenga do sedimento-mae (composto de dcidos graxos,
esterdis e outros nutrientes), a biodiversidade de S. cerevisiae selvagens ¢ grande, porem nas leveduras

inoculadas, o sedimento nio afeta o inéculo e ainda prové compostos para aumentar seu crescimento

populacional (DOMIZIO; MANAZZU; CIANI, 2009).

Apesar das muitas desvantagens de se conduzir fermentacoes espontineas em escala comercial,
uma das vantagens estd na sele¢io e teste de novas espécies e cepas como culturas iniciadoras puras ou
como culturas iniciadoras mistas, a partir das fermentac¢oes espontineas para as andlises laboratoriais.
Muitas espécies puderam ser isoladas e identificadas com a pritica das fermentagdes espontineas:
¢ 0 que mostra a pesquisa realizada com sementes de umbu Spondias tuberosa, na qual se chegou 2
espécie do ascomiceto Candida floricula R-107 como a cepa capaz de produzir “vinho de umbu” com
padrio estatisticamente superior ao de outras espécies (MELO et al., 2007). Um teste realizado no
mosto de uvas brancas Pinot Grigio, Roditis e Debina, submetidos a diferentes temperaturas (12 e 20°C)
permitiu selecionar cepas S. cerevisiae como culturas puras na elaboragio de vinhos semisecos, além de
indicar a espécie de levedura Kloeckera apiculata para futuros testes com potencial em culturas mistas

(PAPATHANASIOU et al., 2006).

Em um outro estudo, ainda, espécies de leveduras nio Saccharomyces toram avaliadas com
base na formagio de éster, selecionando-se os melhores géneros Pichia e Hanseniaspora, da qual

Hanseniaspora osmophila 1471 destacou-se pelo seu potencial de formagio de 2-feniletil acetato e alta
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taxa de fermentacio de agticares do mosto. Além disso, H. osmophila teve produgio de icido acético,
cadeia de 4cidos graxos e etil acetato (compostos indesejaveis) dentro dos padroes de aceitabilidade

para vinhos, sugerindo-se seu teste em culturas mistas com S. cerevisiae (VIANA et al., 2008).

Pesquisas de cunho protocolar s3o importantes para a selegio de cepas em ensaios de fermentagao
¢ desenvolvimento como culturas iniciadoras. De acordo com critérios fisiolégicos, tecnolégicos e
ecoldgicos, o isolamento da levedura S. cerevisiae MMIfY com fenétipo killer, em vinhos tintos do Norte
da Patag6nia, foram desenvolvidos em dois passos: selegio com base nas propriedades tecnoldgicas
¢ qualitativas, entre as cepas selvagens do ensaio e interagio com cepas killer selvagens e comerciais
(LOPES et al., 2007b). Em seguida, avaliou-se a implantacio dessa mesma cepa na elaboracio de
vinho em adegas tradicionais e modernas, na qual, S. cerevisiee MMI9 se desenvolveu melhor na
adega moderna (80% contra apenas 40% da adega tradicional) e mais ainda que as cepas comerciais
comumente utilizadas para este vinho tradicional argentino (LOPES et al., 2007a). H4, ainda, na
literatura atual, uma técnica de isolamento de cepas de leveduras nao-recombinantes por meio de
evolugao adaptativa, na qual um sistema de fermentagao aglomerada seqiiencial é provido ao vinho,
de forma que, passadas algumas centenas de gera¢oes do microrganismo, mutantes haploides podem
ser isolados e avaliados quanto ao seu metabolismo, sobretudo, para catabolizar ag¢ticares (MCBRYDE
et al., 2006).

Com base na continuidade do processo fermentativo, algumas pesquisas centram esforgos para
desvendar as relagoes entre os efeitos das varidveis fisico-quimicas ¢ a biologia molecular e fisiologia
de culturas iniciadoras na obtengio dos resultados desejados para o seu vinho. Pizarro et al. (2008)
compararam o crescimento de cepas S. cerevisiae laboratorial e industrial sob duas condigdes de
temperatura (15 e 30 °C), com nitrogénio limitado, anaerobiose e culturas quimioestiticas constantes,
para avaliar a fisiologia e as respostas transcripcionais de ambas. Identificaram que a 30 °C havia
mais mobilizacio de resposta a esses estresses nessas cepas ¢ que, sob estresse, S. cerevisiae industrial
mobiliza recursos para produgio de biomassa, enquanto que, S. cerevisiae laboratorial, para agir na

fermentagao.

O monitoramento de genes relacionados a resposta ao estresse, seja osmaotico, oxidativo, térmico
ou nutricional, auxiliam no entendimento das relagdes dessas varidveis com o crescimento e performance
fermentativa das culturas iniciadoras. Utilizando-se um gene marcador HSP12, foi possivel detectar
as mudangas nos niveis de RNAm de dois dos genes relacionados a estresse em S. cerevisiae, GPD1 e
TRX2, sugerindo que os estresses osmotico e oxidativo afetam a producio da biomassa das leveduras
(PEREZ-TORRADQO; BRUNO-BARCENA; MATALLANA, 2005). Os genes requeridos para
expressar tolerincia maxima a etanol em cepas S. cerevisiae (TEIXEIRA et al., 2009), tolerincia a pouco
ou nenhum nitrogénio como nutriente no meio (MENDES-FERREIRA et al., 2007a) e respostas
transcripcionais a esse estresse (MENDES-FERREIRA etal., 2007b), bem como genes requeridos para

expressar ADH2 (isoenzima dlcool desidrogenase) em leveduras Saccharomyces bayanus V5 de vinhos
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cereja envelhecidos (MAESTRE et al., 2008), sio considerados importantes para o entendimento e

garantia de um processo fermentativo continuo.

Atualmente, o uso de leveduras como culturas iniciadoras para exercer uma 6tima fermentagao
alcodlica e assegurar a reprodutibilidade da elaborag¢io do vinho mantendo a qualidade padrao, esta
evoluindo no mesmo ritmo da biotecnologia. Os melhoramentos genéticos de cepas especificas
para processos em determinados tipos de vinhos, os quais geram caracteristicas organolépticas
pontuais desejaveis, sio provas do refinamento dos conhecimentos a respeito das leveduras em
vinhos. Alguns desses melhoramentos genéticos podem trazer vantagens em etapas especificas do
processo de vinificagio, a exemplo da clarificacio e filtracio das leveduras S. cerevisiae moditicadas
geneticamente com atividade pectinolitica, promovendo aumento na intensidade da cor de vinhos
tintos (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2005). Na etapa de clarificagio e recobrimento do vinho,
0 acesso a estratégias moleculares para otimizar o comportamento floculante de S. cerevisiae FY23, sob
o controle transcripcional dos genes ADH2 e HSP30, permite a essas células caracteristicas a respeito
de sua parede celular (hidrofobicidade, formacao de biofilme e propriedades de adesio ao substrato)

que passam a satisfazer os requerimentos desta etapa (GOVENDER et al., 2008).

As culturas iniciadoras comerciais, em geral, nao satisfazem todas as etapas da vinificagao,
entretanto, muitas outras modificagdes genéticas e da expressao génica sio conduzidas de modoa evoluir
aenologiaaté mesmonosricosdetalhes. Porexemplo, vinhos brancos submetidosaaltas temperaturas ou
estocados por longo periodo tendem a formar uma fina espuma, de aparéncia potencialmente estranha
ao consumidor. Pensando nisso, Gonzilez-Ramos, Cebollero e Gonzalez (2008) desenvolveram, com
base em testes de delecio de alelos KNR4 em cepas S. cerevisiae recombinantes, leveduras capazes de
langar proteinas chaperonas para proteger o produto dessas proteinas agregadas que formam a espuma
sem perder, contudo, seu potencial tecnolégico de fermentagao. Um outro estudo de melhoramento
genético em leveduras, atém-se a prevenir os riscos da dispersio na natureza do descarte de leveduras
transgénicas de vinhos, que depois possam vir a se combinar geneticamente com as leveduras naturais.

Para isso, desenvolveram uma cepa estéril S. cerevisiae imel-A , incapaz de esporular ou somar-se a

outras cepas de leveduras (RAMIREZ; AMBRONA, 2008).

Na continuidade dos estudos de microbiologia aplicada com S. cerevisiae, vinhos brancos
espumantes se beneficiam da autofagia da levedura ao final da fermentacio alcodlica, quando da
caréncia de nutrientes (nitrogénio ou carbono) no meio, da deple¢io da proteina Ald6 (acetaldeido
desidrogenase), ou ainda, da dele¢io da porgao final 3° da Open Reading Frame (ORF) de uma cépia
simplesde BCY1 semidominante dogenomade S. cerevisiae, capaz de induziraestaagio (CEBOLLERO;
GONZALEZ, 2006, TABERA; MUNOZ; GONZALEZ, 2006). Ainda a respeito dos vinhos brancos
espumantes, dados obtidos de um estudo mostram como as leveduras afetam quantitativamente a
composi¢ao final quimica e volatil nas garrafas seladas e o quanto isso repercute no perfil sensorial, de
modo independente da variedade do mosto ou da safra anual (TORRENS et al., 2008).
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A otimizagio das culturas iniciadoras de fermentacio alcodlica, a partir da requisi¢io do mercado
de bebidas fermentadas por vinhos com mais baixo teor alcodlico, culminou com o desenvolvimento
da cepa geneticamente modificada S. cerevisiee GPD1 Ald6. Esta codifica para as enzimas glicerol-
3P-desidrogenase e para a delecio de acetaldeido desidrogenase, que, em outras palavras, significa
uma levedura capaz de converter eficientemente o agicar em glicerol sem formar acetato. Porém,
em testes realizados com trés cepas comerciais, houve producio final de acetoina e 2,3-butenodiol,
os quais geraram odor ruim ao vinho (CAMBON et al., 2006). Novas modificagoes nessa levedura
corrigiram o problema através da supraexpressio de BDH1 (enzima responsavel pela redugio de
acetoina e 2,3-butenodiol a 2,3-butanodiol), neutralizando odores ruins do vinho e permitindo a

redugio do etanol em até 3 graus alcodlicos (EHSANI et al., 2009).

2.2 FERMENTACAO MALOLACTICA

A fermentagio malolictica é caracterizada pela deacidificacio do meio pela agio de bactérias
acidoldcticas responsaveis pela transformagao do dcido L-malico em L-lictico e CO,. Nesse processo,
ha dois aspectos basicos considerados para a sele¢io de culturas iniciadoras de fermentagio malolictica
em vinhos: a compatibilidade das culturas com o ambiente pés-fermentagio alcodlica; a contribuigio
desejavel das diferentes cepas de bactérias malolacticas, sobre o produto final. Para uma boa indugao das
fermentagoes malolacticas ¢ critico que haja preparagao adequada de bactérias acido lacticas capazes de
sobreviver nas condicdes vinicas deixadas pelas leveduras (KONIG; UNDEN; FROHLICH, 2009).
Entre essas condigoes, adversas as bactérias, estao os acidos fendlicos, o pH 4cido, o alto contetido de

etanol, a presenga de SO, e a deplegio de/a falta de mecanismos para acesso aos nutrientes.

O sucesso biolégico da deacidificagio de compostos do vinho hoje, tém sido atribuido a bactéria
malolactica Oenococcus oeni, a qual apresenta as melhores caracteristicas reunidas em termos de
resisténcia a estresses e capacidade de conversio de dcido mailico em 4cido lactico, além da formacio
de outros compostos requeridos para muitos tipos de vinhos. Em um estudo recente, com cepas
O. oeni VP41 (Lallemand Inc, Montreal, Canada), a fermenta¢io malolictica conduzida em vinhos
Amarone (~17% (v/v) de etanol) da Africa do Sul, ocorreu em razio de uma estratégia prévia de
aclimatagiao da bactéria em solugio dgua-vinho (1:1), por 24 e 48 respectivamente, inoculadas com as
leveduras da fermentacio alcodlica, resultando na conversio completa do dcido mélico (ZAPPAROLI
et al., 2009).

Para se obter culturas iniciadoras O. oeni prontas para uso, outras estratégias sao elaboradas
pelos cientistas com potencial de ativar mecanismos especificos de resposta a estresses contidos no
seu genoma. Os autores Zhao et al. (2009) sugerem a selegio destas bactérias em tratamento sob
estresse acido, no qual mecanismos de resposta observados acusam a formagio de 4cidos lactobacilicos

concentrados ao redor da membrana lipidica que fornecem a resisténcia necessaria ao pH do vinho.
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Um outro estudo realizado, com indugdo de resposta bacteriana a quantidades de SO,, no sentido de
determinar em termos quantitativos a contribuigao do estado fisiol6gico para a fermentagio malolactica,
gerando subpopulagdes de células vidveis,mas nio cultiviveis, permitiu otimizar os bioprocessos ¢ o

controle da fermentacio maloldctica em escala industrial (QUIROS et al., 2009).

O efeito de 4cidos fendlicos, compostos resultantes da fermentagio alcodlica, sio estudados nas
bactérias acido lacticas. Estas moléculas se apresentam na forma de dcidos hidroxicinimicos (dcidos
p-cumirico, catéico e fertlico) e hidroxibenzoicos (icidos p-hidroxibenzoico, protocatecoico, gilico,
vanilico e siringico). Em uma investigacao a respeito da integridade da membrana plasmatica de O.
oeni ¢ Lactobacillus hilgardii aos icidos fendlicos, o dcido p-cumdrico causou o mais forte impacto,
contribuindo para a redugio da viabilidade destas células (CAMPOS et al., 2009a). Na sequencia
desse estudo, procurou-se avaliar o efeito dos dcidos fendlicos sobre o metabolismo da glicose e dcido
citrico das mesmas cepas, obtendo-se que, apesar do decaimento do metabolismo em ambas, O. oeni,
ainda que nio aumentasse sua biomassa, foi o Gnico microrganismo capaz de realizar a fermentagio

malolictica (CAMPOS et al., 2009b).

Na base molecular das respostas a estresses por etanol e pH dcido nas bactérias do vinho, Olguin,
Bordons e Reguant (2009) analisaram a resposta transcripcional da expressio génica da via citrato em
O. oeni PSU-1, a qual dependendo do gene envolvido resulta na formagio de acido acético ou diacetil
como produto final da reagio. Em relagio ao SO,, microvinificagdes simuladas em mosto de uvas
vermelhas com trés cepas de O. oeni inoculadas individualmente ¢ como cultura mista, testadas para
responder a SO,, 4cido dodecanoico e cobre, apresentaram decaimento na fermentagiao malolactica
¢ no crescimento, sendo o melhor resultado com as cepas comercial e isolada da adega e os piores
resultados obtidos com as cepas em cultura mista e sob influéncia de 4cido dodecanoico (CARRETE
et al., 2006).

Um acréscimo da literatura atual com relagdo ao SO, — composto preservativo — em vinhos
brancos, aufere que sua jungio com o acetaldeido formado durante a fermentagio alcodlica, afeta
negativamente o metabolismo de conversio do dcido malico pelas cepas O. oeni, causando pausas
na fermentagio (OSBORNE; MORNEAU; ORDUNA, 2006). A possibilidade de redugio deste
preservativo, importante para conter a proliferagio de microrganismos contaminantes no vinho, é
avaliada também pela sua substitui¢io com o uso de bacteriocinas, como a plantaricina, produzida por

Lactobacillus plantarum, e a nisina em concentragdes subinibitérias adicionadas ao vinho com redugio

de SO, (ROJO-BEZARES et al., 2007a,b).

Algumas bactérias no vinho se tornam contaminantes pelo fato de produzirem precursores
carcinogénicos, como as aminas biogénicas e o etil carbamato. O efeito interativo de algumas variavelis,
como pH, etanol, piridoxal-5-fosfato, arabinose e SO, sobre a produgio de aminas biogénicas pelas cepas
O. oeni T56 revelou que nas condigdes finais da fermenta¢io malolactica, maior pH e menor contetido

de etanol e piridoxal-5-fosfato, a atividade de descarboxilases das bactérias é aumentada, contribuindo
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para a formagio das aminas biogénicas (GARDINI et al., 2005). Outros autores corroboram com
a pesquisa ¢ acrescentam quais os tipos de aminas podem aparecer de acordo com a espécie, a
quantificagio dessa produgio e, ainda, que nas cepas comerciais a formagio de aminas biogénicas ¢ bem
menor que nas cepas selvagens (LANDETE; FERRER; PARDO, 2007, HERNANDEZ-ORTE et
al., 2008, MARQUES; LEITAO; ROMAO, 2008, NANNELLI et al., 2008, MANFROI et al., 2009).
Na investigagio biomolecular do gene odc (ornitina descarboxilase), em O. oeni RM83, formador
da amina biogénica putrescina, indicios apontam a origem do l6cus de biossintese desta amina e a

transferéncia horizontal deste gene entre as cepas desta bactéria (MARCOBAL et al., 2006).

Com o etil carbamato e seu precursor citrolina, igualmente as aminas biogénicas, as condigdes
finais da fermentac¢ao malolactica contribuem para o seu surgimento. Em meio simulado com testes
em cepas de O. oeni e L. plantarum, observou-se que, se a conversio do adcido mailico nio for eficiente,
¢ sob niveis de pH mais alto, apenas O. oeni passa a degradar a arginina, e consequentemente, formar
a citrulina, aumentando o potencial de etil carbamato no meio (ROMERO et al., 2009). Em outros
testes com cepas comerciais de O. oeni, apds trés semanas da fermentagio malolictica houve a produgio
aumentada da citrulina, o que na presenga de sedimento-mae contendo algumas leveduras foi ainda
maior. As cepas comerciais, bem como produtos de autdlise de leveduras (uria, principalmente)
contribuem para a formagao de etil carbamato, contudo, ¢ possivel prevenir isto com a inoculagio de
uma cultura iniciadora pura de O. oeni e com a inibigdo da biomassa bacteriana apés a fermentagio

malolictica (TERRADE; ORDUNA, 2006; UTHURRY et al., 2006).

Em relacio aos estudos de requerimentos nutricionais das bactérias malolicticas, fontes
de carbono, nitrogénio, fosfato, manganés, aminoicidos e vitaminas sio nutrientes comuns para
Oenococci e Lactobacilli. A partir disso, um meio quimicamente definido foi elaborado composto de
44 constituintes para prover um meio de cultura adequado a testes laboratoriais, com sucesso em 22
cepas dentre Oenococcus, Lactobacillus ¢ Pediococcus, permitindo variagdes protocolares, a exemplo de
uma riboflavina que pode favorecer as cepas de O. oeni (TERRADE; ORDUNA, 2009; TERRADE
et al., 2009). A disponibilizagio de nutrientes ao vinho por essas bactérias é pesquisada na base da
regulagio de suas atividades enzimiticas. Segundo Nadra et al. (2005), proteases com agao sobre
fragdes macromoleculares nitrogenosas em vinhos tintos argentinos, na presenca de SO, e etanol,
liberam fatores de crescimento, os aminodcidos essenciais para as cepas O. oeni, logo ap6s a fermentagio

alcodlica.

Em estudos recentes, aprofunda-se a importincia das enzimas responsaveis pela formacio de
compostos que conferem propriedades organolépticas requeridas (ou nio) aos vinhos. Por exemplo,
a viscosidade, propriedade que interfere na aparéncia do produto final, é bastante influenciada pela
expressao da atividade de glicosiltransferase, do gene gtf em Pediococci, presente também no genoma de
O. oeni. Este gene, quando expressado (gtf"), torna a bactéria mais resistente aos estresses do meio (pH
e SO,), por meio da formagio de fatores de adesio para formar biofilme (DOLS-LAFARGUE et al.,
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2008). Em um outro estudo, detectou-se o gene dps (da produgio de exopolissacarideos) nas cepas de
P. damnosus e O. oeni, os quais aumentam a viscosidade dos vinhos e cidras, sendo nao requeridos para

o processo. Sua identificagio por técnica molecular pode auxiliar na prevenciao destes contaminantes

(WALLING; GINDREAU; LONVAUD-FUNEL, 2005).

O aroma, outra propriedade organoléptica importante do vinho, ¢ langado pelas bactérias
malolicticas na forma de terpenos, norisoprenoides, fendis e vanilinas, cujos precursores glicosidicos
sao extraidos da uva nio floral por esses microrganismos. Em um meio sintético testado, O. oeni,
que comprovadamente apresenta capacidade hidrolitica significativa contra subtratos glicosidicos,
foi a tinica bactéria capaz de completar essa atividade em 45 dias de fermentagio, comparado a L.
brevis e L. casei (GRIMALDI; BARTOWSKY; JIRANEK, 2005, HERNANDEZ-ORTE et al., 2009).
Um outro estudo mais especifico, envolvendo bactérias do vinho e fendis, avalia a influéncia da
inocula¢io das culturas iniciadoras de fermentagao malolictica, em laboratério e em adega, impedindo
o desenvolvimento de leveduras Brettanomyces, que sio consideradas contaminantes por alterar a
composi¢io do vinho, produzindo fendis voliteis (GERBAUX et al., 2009).

O potencial de biodeacidificacio do vinho é também estudado com leveduras transgénicas para
realizar a fermentacio malolictica. A cepa S. cerevisiae MLO1 foi concebida com o gene transportador
de malato (mael) de Schizosaccharomyces pombe e o gene malolictico (mleA) de O. oeni integrados ao
genomade S. cerevisiae no 16cus URA3. Em vinhos Chardonnay, ja durante a fermentagao alcodlica, foi
capaz de descarboxilar malato a lactato sem afetar a biomassa e a producio de etanol (HUSNIK et al.,
2007). Testes em vinhos Vignole, comparado a duas leveduras selecionadas e uma bactéria malolictica
inoculada, S. cerevisiaee MLO1 conseguiu converter 100% do dcido malico em 4cido lactico em cerca de
60 horas de fermentagio e com os maiores niveis de SO, presentes no meio. A utilidade desta cepa
¢ bastante promissora na industria de vinhos, porem os autores alertam para maiores estudos em
relacio ao o controle da quantidade de 4cido lictico, dependendo do estilo de vinho desejado (MAIN;
THRELFALL; MORRIS, 2007).

2.3 CULTURAS MISTAS

As culturas iniciadoras comerciais sio geralmente compostas de mais de um microrganismo,
visando a somar suas acOes para se obter o efeito desejado no produto final. Os microrganismos
utilizados como culturas iniciadoras mistas em vinhos (mixed cultures) sio estudados com as leveduras,
para a fermentacao alcodlica, ou na base da interagio levedura-bactéria. Para se avaliar melhor a
ecologia de colonizagio complexa do meio de fermentagio, dois aspectos devem ser considerados: os
resultados positivos das culturas mistas sobre o produto a ser fermentado e os resultados negativos ¢

seus efeitos antagonisticos.

No primeiro caso, as culturas iniciadoras adicionadas agem sobre o substrato, resultando em

beneficios ao produto. Por exemplo, a inoculagio sequencial de Pichia fermentans como inéculo de
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S. cerevisiae no mosto, faz aumentar quantitativa e qualitativamente uma gama de compostos que em
longo prazo, proporcionam mais sabor ao vinho (CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2005). Do mesmo
modo, estudos de selegio e testes com culturas mistas chegaram a algumas das melhores espécies de
leveduras apiculadas capazes de interagir positivamente com S. cerevisiae, resistir a fatores de estresse
do meio e gerar propriedades organolépticas desejiveis ao vinho, sao elas: Hanseniaspora guilliermondii
(MOREIRA et al., 2005, 2008), Hanseniaspora osmophila (VIANA et al., 2009) e Kloeckera apiculata
(MENDOZA et al., 2009).

No caso particular em que a fermentagao alcodlica é precedida por uma etapa, como nos vinhos
de arroz, nos quais bolores e leveduras devem possuir interagao estivel entre si para agilizar o processo
da degradagio do amido e fazer a fermentacao dos agticares, Amylomyces rouxii, Amylomyces rouxii var.
rouxii, Rhizopus oligosporus e Rhizopus oryzae sao as cepas principais testadas para interagir bem com S.
cerevisiae. Além dessa compatibilidade que apresentam, das melhores atividades de amiloglicosidases
¢ da produgio de etanol, também ¢ estudada a adigio de duas ervas locais do Vietna (Foeniculum
vulgare Miller e Syzygium aromaticum L.) usadas como nutrientes suplementares para aumento da
biomassa microbiana. O resultado tem sido um vinho de arroz com sabor superior ao vinho de arroz

comercializado sem o uso da técnica (DUNG; ROMBOUTS; NOUT, 2005, 2006).

Nos efeitos negativos, a inoculagio de culturas iniciadoras no meio de vinificagio deve
prover a continuidade do processo, isto ¢, nao pode haver paradas ou lentidao ao longo do processo
fermentativo. Fermentagdes ensaiadas com miltiplos iniciadores, como por, exemplo, Hanseniaspora
uvarum, Torulaspora delbrueckii ¢ Kluyveromyces thermotolerans, somados a S. cerevisiae, renderam resultados
negativos ao processo, observando-se, além de uma baixa cinética de fermentacio, a grande produgao
de compostos orginicos indesejiveis ao vinho, como o etil acetato (CIANI; BECO; COMITINI,
2006). O mesmo ocorreu na pesquisa com o hibrido S.cerevisiae-S. uvarum junto com S. cerevisiae: as
culturas mistas produziram grandes quantidades de acetaldeido, os hibridos nao resistiram a fatores
de estresse e a cinética de fermentagio ficou prejudicada (CHERAITT; GUEZENEC; SALMON,
2005). Alids, as causas de mortes de culturas mistas, de acordo com Pérez-Nevado et al. (2006) ainda
permanecem mal esclarecidas na literatura. Estudando a morte precoce de culturas de H. guilliermondii
¢ H. uvarum inoculadas com S. cerevisiae, os autores observaram que, entre testes nas monoculturas e
nas culturas mistas, o alto conteddo de etanol e as toxinas killer nio geravam qualquer efeito negativo
sobre os cultivos puros. Sugeriram, dessa forma, a necessidade de se avaliar a antibiose da cepa S.

cerevisiae com as cepas nao Saccharomyces.

Relagdes antagonisticas sio mais comuns entre fungos e bactérias, resultantes da atividade
competitiva quando a inoculagio dessas duas culturas é imprépria ou mal compreendida. Os
mecanismos que governam essa interagio ja foram revisados por Alexandre et al. (2004) e aqui serao
citados apenas os trabalhos atuais, nao incluidos naquele. O efeito da inibigio de leveduras S. cerevisiae

nas bactérias O. oeni em relagio a competi¢ao por nutrientes e antibiose, foram obtidos em meio de
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cultura e comparados a amostras de fermentacao industrial (ARNINK; KLING-HENICK, 2005).
Como resultados, além de nio haver crescimento das bactérias em 88% das placas, a fermentacio
malolictica nio ocorreu adequadamente no vinho. Em contrapartida, Jussier, Morneau e Orduna
(2006) investigaram o efeito da inoculagio simultinea da levedura e da bactéria em vinhos Chardonnay
de clima frio e obtiveram éxito quanto 2 cinética de fermentagio e outros parimetros-chave da

elaboragio de vinhos brancos supersecos na utilizagio de ambos os microrganismos.

Porem nem todas as cepas reagem de forma regular, apenas inibindo ou apenas estimulando.
Nehme, Mathieu e Taillandier (2008) discutiram a existéncia de virios graus de inibi¢io e estimulagio,
dependendo das cepas de levedura e bactéria selecionadas. Nesta pesquisa, uma mesma levedura foi
capaz de inibir e estimular diferentes cepas da bactéria malolactica O. oeni e, mesmo sob inibigao, havia
um grau de variagao do efeito inibitério observado. Outros estudos que abordario anilises a respeito
de mecanismos relacionados ao efeito inibitério da levedura sobre a bactéria dos vinhos, compoem
as revisoes sobre: dinimica de populagdes de cepas O. oeni sob efeito de SO, e cepas de levedura
(REGUANT et al., 2005); efeito da atividade proteolitica das leveduras sobre O. oeni e a fermentagio
malolictica (GUILLOUX-BENATIER et al., 2006); atividade inibitéria de leveduras iniciadoras de
fermentacio sobre as bactérias malolicticas, com conversio parcial de dcido mélico (COMITINI,
CIANI, 2007); e inibigao da fermentagao malolactica por peptideo produzido por S. cerevisiae durante
a fermentacio alcodlica (OSBORNE; EDWARDS, 2007).

3 METODOS DE ESTUDO EM CULTURAS INICIADORAS - A BIOTECNOLOGIA
EM DESTAQUE

Uma das alternativas mais simples para se estudar culturas iniciadoras de fermentagio em vinhos
compreende inoculd-las em meio de vinificagio e fazer as analises de parimetros enolégicos gerados
no processo, tal como exposto na pesquisa de Dorneles et al. (2005), a qual avalia a inoculagio de
leveduras selecionadas e nio selecionadas a respeito da padronizagio de vinhos, conforme a legislacao

brasileira.

Contudo, para se realizar ensaios com culturas fermentadoras, cujas varidveis possam ser isoladas
¢ analisadas a fundo, o meio sintético simulado, referido como ensaio de microvinificagao, tem
sido freqiientemente utilizado por muitos pesquisadores (CARRETE et al., 2006; FERNANDEZ.-
GONZALEZ et al., 2005 LOPES et al., 2007; VIANA et al., 2008; ZAPPAROLI et al., 2009).

Além dessas técnicas, a grande contribui¢io para aprofundamentos com o uso de culturas
iniciadoras concentra-se atualmente na biotecnologia, por meio de estudos genéticos ¢ moleculares.
Desde adescrigio do genomade O. oeni PSU-1, em 2005, outros estudos na area evoluiram rapidamente

alguns conhecimentos acerca das culturas iniciadoras de fermentagio malolictica. A caracterizagio da
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plasticidade de seu genoma, por exemplo, sugeriu a estratégia de O. oeni em adquirir genes de outras
bactérias como forma de aumentar seu desempenho no vinho (BON et al., 2009). Uma esterase
intracelular, envolvida na catilise de hidrélise e sintese de ésteres, foi clonada do genoma de O. oeni
PSU-1 e caracterizada com os seus pardmetros 6timos de funcionamento em vinhos (SUMBY et al.,

2009).

Os métodos moleculares de tipagem genética apresentam uma variedade de aplicagdes para
estudos com esses microrganismos. A tipagem de sequéncia multilocus, por exemplo, informou as
subpopulagoes de O. oeni formadas por recombinagdes intergénicas, aclarando como a disseminagio
de alelos entre as cepas evoluiu (BILHERE et al., 2009); entretanto, a técnica perde precisio em
termos da discriminagio de cepas de leveduras do vinho, tendo melhores resultados com o uso de
outra técnica: RFLP mitocondrial (MUNOZ et al., 2009).

O uso de marcadores baseados em PCR sio extremamente utilizados na identificacio e

monitoramento de espécies do vinho, apresentando algumas variagoes da técnica como:

a) Anilise de restrigio parcial de 26S DNATr a respeito da dinidmica de populagdes de leveduras
nao Saccharomyces em vinhos tintos (COUTO; REIZINHO; DUARTE, 2005) ou enzimas de
restri¢ao a partir de produtos de PCR com gene 5.8S RNAr para identificar cepas de S. cerevisiae
na IDY do Hamei (um preparado sélido usado no vinho de arroz hindu) (JEYARAM et al.,
2008);

b) Real time-PCR para identificar e quantificar em tempo real as culturas fermentadoras S. cerevisiae
¢ suas UFCs minimas a serem inoculadas em vinhos doces (3.8 UFC) e tintos (5 UFC) sem pré-
enriquecimento do mosto (MARTORELL; QUEROL,; FERNAN DEZ-ESPINAR, 2005), ou
enumerar o total de bactérias dcido lacticas e prevenir as nio Oenococci contaminantes (NEELEY;
PHISTER; MILLS, 2005);

c) PCR-TGGE com uso de novos primers anelando em regides I'TS2 para distinguir de modo
ripido e no préprio mosto entre espécies de S. cerevisiae e S. paradoxus (MANZANO et al.,

2005), bem como detectar bactérias contaminantes, p.ex. P parvulus, usando como marcador o

gene da regido rpoB em PCR-DGGE (RENOUF et al., 2006).

A citometria de fluxo e o uso de anticorpos fluorescentes em marcadores da célula, permitiu
avaliar a viabilidade das cepas e mudancas nas populagdes de fermentadores do vinho em tempo
real (RODRIGUEZ; THORNTON, 2008). Em outro estudo, a citometria de fluxo auxiliou na
determinacio da vitalidade das leveduras por medic¢io de seu pH intracelular nas fases exponencial
¢ estaciondria, a partir da qual providenciou um protocolo ripido e rotineiro para detecgio de

subpopulagoes de leveduras existentes no mosto (WEIGERT et al., 2009).
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Estudos para se avaliar a expressio génica com uso de Heat Shock Protein (HSP) seguidos
por outras técnicas (immunoblotting ¢ PCR) tém sido usadas na sele¢gio mais rapida de cepas de O.
oeni para fins de fermentacio (COUCHENEY et al., 2005) e, também, no entendimento da base
molecular de adaptacio de S. cerevisiae, comparando-se suas transcriptdmica e protedmica para
enzimas requeridas no metabolismo do enxofre (ZUZUARREGUI et al., 2006). Em outro trabalho,
a comparacio transcriptdmica foi realizada entre cepas de leveduras industriais para diferenciagio
fenotipica, e verificou-se que tais diferengas nas propriedades da parede celular, respostas a estresse e
produg¢io metabdlica durante a fermentagio alcodlica, compunham uma rede molecular complexa,

cuja regulagio era estritamente especifica a cada cepa amostrada (ROSSOUW et al., 2009).

A regulagio da expressio génica do operon de sintese macromolecular em O. oeni foi comparada
ao de outras bactérias Gram-positivas, aproximando-a filogeneticamente a Lactococcus lactis, o que
auxilia a preparagao de culturas iniciadoras de melhor potencial para o vinho (ARVIK et al., 2005).
Em um outro estudo, para determinar a genética de lancamento de tidis volateis por S. cerevisiae na
fermentagao alcodlica, os cientistas fizeram uso da espectometria de massa, a qual identificou os
compostos de aroma expressados em testes com dele¢ao de genes ligados ao metabolismo de liases
carbono-sulfurosas nas leveduras (HOWELL et al., 2005).

Por dltimo, um protocolo de eletroporagio testado em O. oeni usando etanol como agente
fluidizante da membrana otimizou o processo de inser¢io de DNA transformante na bactéria. O
vetor pGIDO052 foi capaz de transtormar a cepa O. oeni ATCC BAA-1163 que, em seguida, passou a
expressar uma proteina ClpL2 avaliada (ASSAD-GARCIA et al., 2008).

4 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

O emprego das culturas iniciadoras de fermentagio ¢ cada vez mais comum na inddstria, ao
passo que estudos detalhados no campo cientifico avangcam. Muitos trabalhos recentes demonstram os
efeitos da biotecnologia no sentido de otimizar e potencializar o uso de culturas iniciadoras, sobretudo,
em fermentagdes com culturas mistas. A ecologia e a colonizagio complexa do meio de fermentacio

tém sido uma tendéncia nos tltimos anos.

Além disso, as técnicas moleculares contribuem com o entendimento dos processos de resposta
a estresses na base molecular, permitindo que alteracdes pontuais e corre¢des possam ser realizadas.
Outra tendéncia é intensificar os estudos com culturas iniciadoras, utilizando-se de métodos de
tipagem molecular, especialmente as técnicas baseadas em PCR. Tudo isso contribui, enfim, para o

sucesso no processo de elaboragio de vinhos.
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Nota explicativa

"' I- As bases de busca e obteng¢io dos artigos na integra compdem-se dos seguintes portais (e instituigio):1) Science Direct;
2) Scopus; 3) Ebsco Host Database; 4) Sistema COMUT, via Unoesc — Campus de Videira.
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