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RESUMO

A fermentação maloláctica (FML), prática corrente em vinificação, é um processo de desacidificação biológica, realizado por bactérias do
ácido láctico (BAL). A complexidade e diversidade da actividade metabólica das BAL sugerem que a FML pode afectar positiva ou negativamente
a qualidade do produto final.
Nesta revisão apresenta-se uma caracterização geral das BAL em termos de taxonomia, metabolismo, habitats e aplicações industriais e o
estado-da-arte sobre as BAL do vinho e do seu papel no processo de vinificação. Os efeitos benéficos (hidrólise dos glucosídeos pela acção de
β-glucosidases) e nocivos (degradação da arginina e formação de carbamato de etilo; formação de aminas biogénicas, nomeadamente histamina,
tiramina e putrescina) das BAL do vinho, bem como a temática das culturas ‘starter’, são igualmente explorados para ilustrar o interesse
enológico deste grupo particular de microrganismos.

SUMMARY

Malolactic fermentation (MLF), the deacidification carried by lactic acid bacteria (LAB), is a longstanding process in winemaking and the
complexity and diversity of the metabolic activity of LAB suggest that MLF can positively or negatively affect the quality of the final product.
This review presents a general characterization of LAB in terms of taxonomy, metabolism, habitats and industrial applications, followed by a
state-of-the-art on wine LAB and their role in the winemaking process. A particular emphasis is presented on the beneficial (the hydrolysis of
glucosides by β-glucosidases) and harmful effects (the degradation of arginine and formation of ethyl carbamate; the formation of biogenic
amines such as histamine, tyramine and putrescine) of wine LAB, as well as on the issue of starter cultures, to illustrate their oenological
interest.
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1.6 ISOLAMENTO E CULTURA DAS BAL DO
VINHO

O isolamento das BAL a partir de amostras de uvas,
de mostos e de vinhos, pode ser efectuado recorrendo
a um dos seguintes procedimentos: (i) enriquecimento
prévio da amostra em meio líquido, seguida da
sementeira desta cultura em meio sólido; (ii) filtração
por membranas da amostra, seguida de incubação da
membrana em meio sólido; e (iii) inoculação directa
da amostra em meio sólido. As duas primeiras técnicas
pressupõem a existência de um número reduzido deste
grupo de bactérias, por isso, recorre-se a um
enriquecimento ou a uma concentração das BAL nas
amostras de vinho que na terceira técnica é conseguida
por uma centrifugação e diluições apropriadas quando
o número de BAL é elevado. Esta última técnica é a
mais utilizada, uma vez que permite a obtenção de
colónias isoladas, passíveis de contagem, a
caracterização pela sua morfologia e a utilização para
posterior identificação.

Como microrganismos nutricionalmente fastidiosos,
as BAL são cultivadas com melhores resultados em
meios enriquecidos com sumos de vegetais ou de
frutos. Apesar de existirem varias formulações de
meios de cultura para o isolamento e cultivo das BAL
de vinhos, os meios de cultura mais frequentemente
utilizados são: MRS agar (de Man, Rogosa Sharpe),
TJ (Tomato Juice) agar, MTJ agar (50% MRS, 50%
TJ), Irrmann agar, ou formulações adaptadas de MRS
agar adicionadas de sumo de uva, sumo de tomate,
cisteína, ácido málico e vários açúcares (Wibowo et
al., 1985). 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 simultanea de MRS, TJ e Irrmann agar para
obter dados ecológicos mais fidedignos. Como forma
de ultrapassar as dificuldades de em laboratório
utilizar por rotina os vários meios, Fleet (1993) sugere
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a utilização de MRS agar suplementado com 20% de
sumo de tomate e pH ajustado a 5,5, garantindo a
obtenção de bons resultados. Tenreiro (1995) num
estudo detalhado sobre diversos meios de cultura
usados no isolamento de BAL do vinho, propõe um
meio que permite o isolamento de todos os grupos de
bactérias lácticas presentes no vinho: meio MTJ pH
5,0-5,5 suplementado com vancomicina.

Maiores eficiências e rendimentos no isolamento de
BAL a partir de amostras de uvas, de mostos e de
vinhos podem ser conseguidas: (i) pela adição de
antibióticos ao meio de isolamento (100 mg/L de
cicloheximida ou 50 mg/L de pimaricina) para
inibição do crescimento de leveduras e bolores e (ii)
incubação em atmosfera modificada, rica em CO2
ou azoto que promove um crescimento mais rápido
das BAL e também impede o desenvolvimento de
bactérias acéticas e de fungos filamentosos (Lafon-
Lafourcade e Joyeux, 1979; van der Westhuizen et
al., 1981; Pan et al., 1982; Kelly et al., 1989)

1.7 IDENTIFICAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO
DAS BAL DO VINHO

Na área alimentar são de extrema importância prática
a identificação correcta e a diferenciação ou
tipificação dos microrganismos envolvidos nas
diferentes etapas de processamento, desde a matéria
prima até ao produto final, incluindo quer os
responsáveis por processos fermentativos quer os
contaminantes e/ou os agentes de deterioração.

Os métodos que podem ser utilizados na
discriminação dos diferentes taxa (géneros, espécies
e estirpes) de microrganismos podem ser classificados
em: (i) fenotípicos (clássicos e quimiotaxonómicos),
se estão direccionados para o fenótipo e (ii)
genotípicos (ou moleculares), se têm como alvo os
ácidos nucleicos. Os métodos fenotípicos clássicos
baseiam-se em caracteres morfológicos, bioquímicos
e fisiológicos; os métodos quimiotaxonómicos são
direccionados para a célula e componentes celulares
que não os ácidos nucleicos, alvo dos métodos
moleculares.
O poder discriminante de um método de diferenciação
ou tipificação define a sua capacidade para
discriminar entre isolados muito semelhantes da
mesma espécie, reconhecendo cada isolado não
relacionado como único, e depende da variabilidade
do alvo para o qual está direccionado no grupo
particular de microrganismos em estudo. O potencial
identificativo de um método de caracterização é
determinado pela sua capacidade de permitir o
posicionamento de isolados não identificados numa
classificação pré-existente, i.e. permitir a
discriminação dos isolados de uma determinada
espécie relativamente a isolados pertencentes a
espécies próximas. O potencial identificativo de um
método depende assim do grupo de microrganismos
em estudo e do sistema de classificação subjacente

(Tenreiro, 1995; Chambel, 2001). Um determinado
método pode ter potencial identificativo e/ou poder
discriminante a nível infraespecífico (Figura 4).

Fig. 4 - Resolução taxonómica de alguns métodos de identi-
ficação e/ou diferenciação aplicados actualmente (adaptado de

Vandame et al., 1996).
Taxonomic resolution of some of the currently used techniques

for identification and/or differentiation (adapted from
Vandame et al., 1996).

Assim, a selecção dos métodos a aplicar deve ser feita
tendo em consideração o seu poder discriminante no
grupo particular de microrganismos em estudo e o
fim a que se destinam, identificação ou diferenciação.

Tradicionalmente, as BAL são classificadas pelas suas
características morfológicas e bioquímicas. Contudo,
os resultados obtidos são frequentemente ambíguos
e os métodos utilizados são morosos. Outros métodos
mais robustos, que têm sido aplicados com sucesso
na identificação de BAL associadas ao vinho, incluem
perfis de proteínas celulares totais, tipo de
peptidoglicano da parede celular e perfis
isoenzimáticos da lactato desidrogenase (Tracey e
Britz, 1987; Dicks e van Vuuren, 1988). As técnicas
moleculares permitem obter resultados menos
controversos comparativamente a outros métodos
(Zapparoli et al., 1998; Sohier et al., 1999).

1.7.1 Métodos fenotípicos

Métodos clássicos

Os métodos fenotípicos clássicos direccionados para
caracteres morfológicos, fisiológicos e bioquímicos
são usados em esquemas de identificação de
microrganismos na maioria dos laboratórios de
microbiologia. Estes métodos constituem a base para
a descrição formal de diferentes taxa: desde espécie
e subespécie até género e família e são usados na
identificação e diferenciação das BAL (Vandamme
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et al., 1996). Os caracteres morfológicos referem-se
às características das células (forma, Gram,
mobilidade) e das colónias (cor, forma). Os caracteres
fisiológicos avaliam o crescimento em diferentes
condições de cultura (temperatura, concentração de
sal e tolerância a pH ácido e alcalino), como referido
no ponto 1.2. Os caracteres bioquímicos são
direccionados para a produção de diversos
metabolitos e enzimas específicos, e incluem a
fermentação da glucose (carácter homo e
heterofermentativo) bem como os isómeros do ácido
láctico produzido, perfis metabólicos resultantes da
hidrólise de outros açúcares, hidrólise da arginina e
da esculina, entre outros. Os testes miniaturizados de
fermentação de açúcares na galeria API 50CH são
largamente utilizados na identificação das BAL
isoladas de vinho (Wibowo et al., 1985; Davis et al.,
1988), embora a sua utilização tenha sido questionada
por alguns investigadores (Pardo et al., 1988; Jensen
e Edwards, 1991). É importante salientar que dentro
de uma espécie, as reacções de fermentação não são
iguais para todas as estirpes. Já foram observadas
variabilidades significativas nas reacções
fermentativas de estirpes de O. oeni e de Pc. parvulus
(Davis et al., 1988; Fleet, 1993).

Tipagem fágica e bacteriocínica

Estes métodos de tipificação são utilizados para
diferenciar estirpes a nível infraespecífico. A tipagem
fágica é baseada nas diferenças de sensibilidade das
estirpes a um conjunto de bacteriófagos. Este teste é
de extrema importância na seleccção de estirpes
‘starter’ para a indústria alimentar. Num estudo
efectuado por Tenreiro (1995), usando 19 fagos em
30 estirpes de O. oeni, esta técnica revelou uma
capacidade de tipificação de 47%, embora se tenha
conseguido a discriminação total das estirpes
tipificáveis quando se consideraram as eficiências de
plaqueamento. A tipificação baceriocínica baseia-se
na sensibilidade às bacteriocinas (substâncias de
natureza proteica que têm um efeito bactericida sobre
outras bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes) e permite diferenciar estirpes muito
próximas (Curk et al., 1994).

Análise serológica

As técnicas serológicas avaliam o potencial antigénico
dos constituintes celulares. A serotipagem tem como
objectivo detectar diferenças de expressão dos
antigénios de estirpes de uma mesma espécie. Esta
técnica, ainda que apresentando algumas limitações,
está descrita como sendo mais reprodutível e
discriminante que a fagotipagem (Maslow et al., 1993
citado por Tenreiro, 1995). Nas bactérias lácticas esta
técnica é realizada de acordo com o método de
Lancefield (Curk et al., 1994).

1.7.2 Métodos quimiotaxonómicos

Diversos componentes da célula bacteriana têm sido

usados em sistemas de tipificação para caracterizar
as estirpes bacterianas a nível infraespecífico. Outros
métodos analíticos mais sofisticados (e.g. pirólise
acoplada a espectrometria de massa e análise do
espectro infravermelho pela transformada de Fourier)
permitem avaliar a composição química total das
células bacterianas (Vandamme et al., 1996).
Independentemente do método aplicado é essencial
a padronização de todo o procedimento experimental
desde as condições de cultura das células (meio de
cultura, temperatura de incubação) até às condições
de extracção e separação analítica.

Perfis de ésteres metílicos de ácidos gordos

Na maioria das bactérias gram positivas os ácidos
gordos podem ser obtidos por transesterificação a
partir dos lípidos da membrana citoplasmática. A
separação e identificação da mistura destes ésteres
metílicos de ácidos gordos (FAMEs, Fatty Acid
Methyl Esthers) é efectuada por cromatografia em
fase gasosa com espectrometria de masssa (GC-MS)
(Kroppenstedt, 1985). Estes lípidos membranares são
um grupo diverso de moléculas que podem ser usados
como marcadores para a classificação e identificação
de microrganismos, sendo por isso necessário que os
extractos sejam produzidos em condições
padronizadas. Esta técnica foi já aplicada na
caracterização e identificação de Leuconostoc spp.,
Weissella spp. e Oenococcus oeni (Tracey e Britz,
1989 cit. por Rodas et al., 2005; Björkroth e
Holzapfel, 2003 cit. por Koort, 2006; Guerrini et al.,
2003).

Análise de proteínas celulares totais

A expressão global de um genoma bacteriano resulta
na síntese de cerca de 2000 proteínas diferentes. Estas
moléculas constituem uma fonte de informação de
elevado potencial para a caracterização, classificação,
identificação e tipificação de bactérias (Jackman,
1985). A separação de uma mistura de proteínas
celulares totais por electroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) produz um perfil
complexo (electroforegrama) que pode ser
considerado como um ‘fingerprint’ característico de
cada estirpe bacteriana (Curk et al., 1994; Costas,
1990 cit. por Tenreiro, 1995). Vários estudos têm
encontrado uma boa correlação entre os resultados
de hibridação DNA-DNA e a análise dos perfis de
proteínas celulares totais (Chambel, 2001; Semedo,
2005). A aplicação desta técnica para identificação e
diferenciação de estirpes de BAL do vinho foi descrita
por diversos autores (Dicks et al., 1990; Couto e
Hogg, 1994; Patarata et al., 1994, Dicks et al., 1995a;
Dicks et al., 1995b; Tenreiro, 1995).

Mobilidade electroforética de lactato desidrogena-ses

A mobilidade electroforética das L(+) e D(-) lactato
desidrogenases (LDH) foi descrita como uma
característica importante na classificação das BAL,
nomeadamente na diferenciação de algumas espécies
do género Leuconostoc (Garvie, 1986). Tenreiro
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(1995) observou que a mobilidade electroforética da
D-LDH de estirpes de O. oeni em gel de amido era
cerca de 70 a 90% inferior relativamente à de estirpes
pertencentes a espécies do género Leuconostoc e que
os perfis electroforéticos desta enzima apresentavam
um elevado polimorfismo naquela espécie. Estes
polimorfismos foram também observados por outros
autores (Dicks et al., 1995b; Sato et al., 2001).

Análise da composição da parede celular

A estrutura da mureína é considerada um marcador
taxonómico importante para a caracterização de
bactérias gram positivas. Entre espécies bacterianas,
a estrutura química do peptidoglicano difere apenas
na composição das cadeias laterais peptídicas, nas
quais 3 aminoácidos são constantes (L-alanina, ácido
D-glutâmico e D-alanina) (Dellaglio et al., 1994).

1.7.3 Métodos baseados na análise do genoma total

Determinação do teor molar de guanina e citosina
(mol% G+C)

Este foi um dos primeiros métodos moleculares
usados em taxonomia bacteriana, sendo normalmente
recomendado para a descrição de novas espécies e
géneros. No Manual de Sistemática Bacteriana de
Bergey são incluídos estes valores para todas as
espécies. Embora esta percentagem deva ser
considerada, não apresenta potencial de identificação
per si. Entre procariotas, o teor molar de G+C varia
entre 20 e 80 mol%. Apesar deste parâmetro não
reflectir a sequência de nucleótidos do genoma,
teoricamente, moléculas de DNA com diferenças de
teor molar de G+C entre 20-30 mol% podem não ter
nenhuma sequência em comum. Actualmente aceita-
se que organismos que apresentem diferenças
superiores a 10-12 mol% não pertencem ao mesmo
género e que 5 mol% é a variação comum dentro de
uma espécie (Priest e Austin, 1993; Rosselló-Mora e
Amann, 2001).

Hibridação DNA-DNA

A determinação da semelhança DNA-DNA é
actualmente a técnica de referência (‘gold standard’)
mais utilizada para descrever novas espécies de
procariotas devido ao elevado grau de correlação
observado entre semelhanças genómicas e
semelhanças fenotípicas (Stackebrandt e Goebel,
1994). É geralmente aceite que um grupo de estirpes
da mesma espécie devem partilhar um grau de
semelhança DNA-DNA igual ou superior a 70%
(Rosselló-Mora e Amann, 2001). Esta foi uma das
técnicas utilizadas por diversos investigadores, que
permitiu evidenciar as diferenças entre as espécies
de Leuconostoc, e que levaram Dicks et al. (1995b)
a propor a reclassificação de Leuconostoc oenos em
Oenococcus oeni e Endo e Okada (2006) a definir a
nova espécie deste género, Oenococcus kitaharae.

Análise de macrorestrição por PFGE

A macrorestrição baseia-se na restrição do DNA
genómico com enzimas de corte pouco frequente (6-
8 bp), seguida da separação dos fragmentos
resultantes por electroforese em campo pulsado
(PFGE, ‘Pulsed-Field Gel Electrophoresis’). A
utilizaçao deste tipo de electroforese permite a
separação de fragmentos de DNA com dimensões até
10 Mb. Este poder de separação de fragmentos de
tão elevado peso molecular, comparativamente à
electroforese convencional (20 a 50 Kb), resulta da
utilização alternada de campos eléctricos em duas
direcções, que originam a reorientação das moléculas
em resposta à mudança de direcção do campo
eléctrico. Dado que o tempo de reorientação das
moléculas é proporcional à sua dimensão, a gama de
massas moleculares resolvidas num determinado gel
depende do tempo de aplicação do campo eléctrico
em cada direcção (tempo de pulso). Os perfis de
macrorestrição (constituídos por 5 a 20 bandas entre
10 a 800 Kb) obtidos após electroforese em campo
pulsado, representam um ‘fingerprint’ identificativo
que pode ser usado na diferenciação de estirpes
bacterianas (Tenreiro, 1995). Esta técnica molecular
tem-se revelado um dos métodos de tipificação com
maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995; Chambel,
2001), sendo normalmente considerada como técnica
‘gold standard’ entre os métodos moleculares de
tipificação (Olive e Bean, 1999). Estes factos
justificam a sua aplicação na avaliação da diversidade
intraespecífica em O. oeni por vários autores
(Tenreiro et al., 1994; Zavaleta et al., 1997; Zapparoli
et al., 2000; Sato et al., 2001; Guerrini et al., 2003).

RFLP (‘Restriction Fragment Length
Polymorphisms’)

A análise de polimorfismos de dimensão de
fragmentos de restrição baseia-se na digestão de DNA
genómico com enzimas de corte frequente (4-6 bp) e
na separação do elevado número de fragmentos
obtidos por electroforese convencional. Quando se
analisam directamente os perfis electroforéticos
obtidos a técnica designa-se por RFLPs directos ou
REA (‘Restriction Endonuclease Analysis’). Embora
esta análise seja dificultada pelo elevado número de
fragmentos obtidos, Tenreiro (1995) num estudo com
30 estirpes de O. oeni, refere a utilidade desta técnica
na confirmação da identidade de sub-grupos de
estirpes não discriminados por outras técnicas de
tipificação genómica (ribotipagem e análise de
macrorestrição) e sugere a sua utilização como
método final de discriminação.

PCR ‘fingerprinting’

PCR ‘fingerprinting’ é uma designação genérica
aplicada a metodologias baseadas em PCR e que
originam um ‘fingerprint’ (impressão digital) de cada
microrganismo. Apesar da grande diversidade de
técnicas de PCR ‘fingerprinting’, todas têm em
comum o facto de se basearem na amplificação de
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diferentes regiões do genoma por PCR, utilizando
apenas um ‘primer’ e condições de PCR pouco
restritas (‘low stringency’). Estas técnicas podem ser
agrupadas de acordo com a região alvo do ‘primer’
no genoma. Assim, nas técnicas de RAPD (‘Random
Amplified Polimorphic DNA’) e AP-PCR
(‘Arbitrarely Primed PCR’) o ‘primer’ utilizado liga-
se aleatoriamente em diferentes regiões do genoma,
enquanto que nas restantes técnicas (BOX-, ERIC-,
REP-, M13-, ‘microsatellite-primed’-PCR) o ‘primer’
é dirigido para sequências repetidas espalhadas pelo
genoma. Consoante o tipo de sequência repetida, as
técnicas adquirem designações diferentes. Estas
técnicas apresentam um potencial de discriminação
muito elevado a nível de estirpe, tanto em procariotas
como em eucariotas. No entanto, em todas estas
técnicas o conteúdo informativo fornecido por um
‘primer’ pode ser completamente diferente de uma
espécie para outra, podendo ser mais ou menos
discriminante, já que depende da presença, número e
localização de sequências complementares ao
‘primer’ no genoma dos microrganismos a
caracterizar. São vários os trabalhos que utilizaram
RAPDs na tipificação de estirpes de O. oeni (Zavaleta
et al., 1997; Zapparoli et al., 2000; Reguant e
Bourdon, 2003; Lechiancole et al., 2006; Li et al.,
2006).

1.7.4 Métodos baseados na análise de segmentos
do genoma

Sequenciação de rDNA 16S

Em 1994, Stackebrandt e Goebel apresentaram um
estudo de correlação entre a sequenciação de rRNA
16S e a hibridação DNA-DNA. De acordo com este
estudo, valores de homologia de rRNA 16S inferiores
a 97% correspondem a valores de semelhança DNA-
DNA inferiores a 50%, enquanto valores de
homologia superiores a 97% podem corresponder a
valores de semelhança DNA-DNA que variam entre
10-100%. Apesar de reconhecerem as vantagens
práticas da sequenciação de rRNA em relação à
hibridação DNA-DNA, estes autores concluem que
o potencial de aplicação da análise de sequências de
rRNA 16S está na determinação do nível a partir do
qual é necessário realizar ensaios de hibridação DNA-
DNA, que fixam em 97% de homologia. Estes autores
propuseram ainda a inclusão da sequência de rRNA
16S numa descrição polifásica de espécie.

Actualmente, a dimensão das bases de dados
disponíveis permite a identificação a nível de espécie
de bactérias por comparação de sequências de rDNA
16S (para valores de homologia superiores a 97%).
Esta metodologia permitiu a identificação de estirpes
de O. oeni (Sato et al., 2001; Du Plessis et al., 2004)
e contribuiu para a descrição de novas espécies de
BAL, v.g. Lactobacillus kunkeei (Edwards et al.,
1998), Lactobacillus nagelii (Edwards et al., 2000)
e Oenococcus kitaharae (Endo e Okada, 2006).

Sequenciação de genes ‘housekeeping’

Em 2002, o comité ad hoc para a reavaliação da
definição de espécie em bacteriologia recomenda a
determinação da sequenciação parcial de pelo menos
cinco genes ‘housekeeping’ por uma abordagem de
MLST (‘Multi Locus Sequence Typing’) como um
dos métodos de diferenciação de estirpes a aplicar na
caracterização da variabilidade infraespecífica
(Stackebrandt et al., 2002). De las Rivas et al. (2005)
aplicaram este método a 18 estirpes de O. oeni
provenientes de vinhos de diferentes países, usando
os genes gyrB (subunidade B da DNA girase), pgm
(fosfoglucomutase), ddl (D-alanina-D-Dalanina
ligase), recP (transcetolase) e mleA (enzima
maloláctica). Segundo os autores, a técnica revelou
um poder discriminante superior ao da ribotipagem.
Mais recentemente, Delaherche et al. (2006)
aplicaram a técnica de MLST a 16 estirpes de O. oeni,
utilizando 9 genes para avaliar a diversidade a nível
intraespecífico e uma possível correlação entre a
actividade maloláctica e a presença de mutações nos
genes alvo.

Ribotipagem

A ribotipagem é uma variante dos RFLPs que combina
a análise de fragmentos de restrição com hibridação,
usando sondas específicas para rDNA de modo a
reduzir o número de fragmentos a analisar. Tendo
como alvo sequências do ‘cluster’ de genes
ribossomais, o poder discriminante desta técnica está
limitado pela variabilidade destas sequências, pela
sonda utilizada e, principalmente, pela enzima de
restrição seleccionada para um grupo particular de
microrganismos. Tenreiro (1995) aplicou esta técnica
na caracterização de estirpes de O. oeni isoladas de
vinho, utilizando quatro enzimas de restrição e uma
sonda dirigida para rDNA 16S, tendo verificado que
esta apresentava um poder discriminante limitado,
permitindo diferenciar apenas 7 a 13% das estirpes,
consoante a enzima de restrição. Num estudo
efectuado com estirpes isoladas de vinhos da região
de Chianti, Viti et al. (1996), após a análise dos
ribotipos obtidos com uma sonda dirigida para rDNA
16S+23S e comparando-os com os obtidos para outras
espécies de BAL, identificaram as estirpes em estudo
como pertencentes à espécie O. oeni.

PCR-RFLPs

Esta técnica baseia-se na amplificação de uma região
genómica por PCR seguida de digestão com enzimas
restrição de corte frequente (4-6 bp). A separação dos
fragmentos obtidos é normalmente realizada por
electroforese convencional em gel de agarose.
Quando as regiões genómicas alvo pertencem aos
operões ribossomais, a técnica é designada por
ARDRA (‘Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis’). Devido à pressão selectiva a que estão
sujeitos, os genes ribossomais apresentam um elevado
nível de conservação em todos os organismos. Pelo
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contrário, no interior dos operões rrn e entre genes
ribossomais adjacentes, existem sequências de DNA
espaçador (ITS, ‘Intergenic Transcribed Spacer’) que
estão sujeitas a uma menor pressão selectiva,
apresentando por isso uma taxa de mutação superior.

Os padrões de 16S-ARDRA são, geralmente,
característicos da espécie e tornam possível identificar
a maioria das espécies de BAL isoladas do vinho.
Esta técnica foi aplicada por Sato et al. (2001) e Rodas
et al. (2003, 2005) e, mais recentemente por nós num
trabalho de caracterização de bactérias lácticas dos
vinhos da RDD (Inês, 2007). Os padrões de ITS-
ARDRA são mais discriminantes e permitem a
tipificação de estirpes. Esta técnica foi aplicada por
Rodríguez et al. (2007) na diferenciação de estirpes
de Lactobacillus hilgardii.

‘Gene-specific’ PCR

A identificação das BAL pode ser realizada utilizando
‘primers’ dirigidos para regiões particulares do
genoma bacteriano. Estas regiões, apresentam
sequências que são específicas da espécie e, por isso,
podem ser usadas para distinguir estirpes de espécies
diferentes. Por exemplo, a identificação a nível de
espécie de estirpes de O. oeni é possível utilizando
‘primers’ específicos que têm como região alvo o
rDNA 16S (Bartowsky e Henschke, 1999) ou o gene
mleA (Zapparoli et al., 1998). Outras espécies de BAL
com relevância enológica têm sido identificadas
recorrendo a esta técnica, nomeadamente,
Lactobacillus brevis com ‘primers’ dirigidos para o
gene rDNA 16S (Guarneri et al., 2001), Lb.
plantarum, Lb. paraplantarum, Lb. pentosus e Lb.
hilgardii com ‘primers’ dirigidos para o gene recA
(Quere et al., 1997; Torriani et al., 2001; Spano et
al., 2002; Rodríguez et al., 2007), e Pediococcus
damnosus com ‘primers’ dirigidos para o plasmídeo
responsável pela produção de exopolissacáridos
(Gindreau et al., 2001).

1.7.5 Outros métodos moleculares

Existem ainda métodos moleculares de aplicação
directa na caracterização de amostras mistas que não
necessitam de recorrer ao isolamento e cultura de
microrganismos e que permitem caracterizar a
diversidade microbiana presente nestas amostras.
Estes métodos permitem, por exemplo, a identificação
e monitorização dos microrganismos associados a
processos fermentativos. As técnicas de PCR-TGGE
(‘Temperature Gradient Gel Electrophoresis’), PCR-
DGGE (‘Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’),
hibridação in situ (‘FISH - Fluorescence in situ
Hybridisation’) e RT-PCR ou qRT-PCR (‘Real-time
PCR’ e ‘quantitative Real-time PCR’) são alguns
exemplos.

PCR-TGGE e PCR-DGGE são métodos moleculares
que baseiam a discriminação das espécies unicamente
sobre as diferenças das sequências nucleotídicas de

produtos de amplificação de genes alvo. Estes
produtos são separados, de acordo com a sua
sequência nucleotídica, por electroforese em
condições desnaturantes, utilizando um gradiente de
temperatura (TGGE) ou um gradiente químico
(DGGE). A técnica de PCR-DGGE direccionada para
o rDNA 16S foi utilizada por Lopez et al. (2003) para
caracterizar todos os microrganismos do vinho
(leveduras, bactérias do ácido láctico e bactérias
acéticas). Renouf et al. (2006) e Spano et al. (2007)
utilizaram a mesma técnica dirigida para o gene rpoB
(sub-unidade catalítica da RNA polimerase) para
caracterizar as BAL do vinho.

A técnica de FISH é amplamente aplicada na
detecção, identificação e contagem directa ao
microscópio de fluorescência, de bactérias e outros
microrganismos. Normalmente utiliza sondas
oligonucleotídicas dirigidas para o rRNA (5S, 16S e
23S) marcadas com fluorocromos. Esta técnica foi
usada na detecção e identificação de BAL no vinho
por Sohier e Lonvaud-Funel (1998), Blasco et al.
(2003) e Hirschhäuser et al. (2005).

PCR em tempo real é um método rápido e fidedigno
para fins de identificação e enumeração, que também
permite a quantificação. A quantificação rápida de
O. oeni e das outras espécies de BAL do vinho por
esta técnica pode ser utilizada no controlo da FML,
permitindo medidas correctivas para regular o
crescimento bacteriano (Delaherche et al., 2004;
Pinzani et al., 2004; Neeley et al., 2005).

1.8 INTERESSE ENOLÓGICO DAS BAL DO
VINHO

A complexidade e diversidade das actividades
metabólicas das BAL no vinho, ilustrada na Figura
5, sugerem que a fermentação maloláctica é mais do
que uma mera descarboxilação, podendo afectar
positiva e/ou negativamente a qualidade do vinho
(Bartowsky, 2005).

1.8.1 A fermentação maloláctica

A FML no vinho, considerada uma fermentação
secundária (ou mais correctamente uma
descarboxilação), ocorre normalmente no final da
fermentação alcoólica, embora por vezes possa
ocorrer em simultâneo ou não ocorrer. Este processo
biológico de desacidificação é realizado pelas BAL
envolvendo a conversão do ácido dicarboxílico L-
málico, um dos principais ácidos orgânicos presentes
no vinho, a um ácido monocarboxílico L-láctico e
dióxido de carbono, resultando num acréscimo de pH
e decréscimo da acidez titulável (Figura 6), que se
reflecte na estabilidade microbiológica e qualidade
organoléptica dos vinhos (Davis et al., 1985; Liu,
2002; Bartowsky, 2005). No vinho, esta
desacidificação biológica é normalmente conduzida
por estirpes de Oenococcus oeni, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus



7

Fig. 5 - Sumário global das alterações bioquímicas que ocorrem durante a fermentação maloláctica e metabolismo de Oenococcus oeni
(adaptado de Bartowsky, 2005). ADI: arginina desaminase; AG: ácidos gordos; AT: acidez total; AV: acidez volátil; 4-EF: 4-etilfenol; 4-EG:

4-etilguaicol.
Overall summary of the biochemical changes which occur during the malolactic fermentation and Oenococcus oeni metabolism (adapted from
Bartowsky, 2005). ADI: arginine deaminase; AG: fatty acids; AT: total acidity; AV: volatile acidity; 4-EF: 4-etylphenol; 4-EG: 4-etylguaicol.

Fig. 6 - (a) As três principais consequências da FML: (i) A FML confere estabilidade microbiológica ao vinho pela remoção de uma possí-
vel fonte de carbono (ácido málico) para outros microrganismos; (ii) desacidificação do vinho pelo aumento no pH [0.1-0.2] e decréscimo na
acidez titulável [AT]; e (iii) confere modificações sensoriais (aroma e paladar) ao vinho. (b) A descarboxilação do ácido L-málico a ácido L-
láctico envolve o transporte activo do ácido málico para o interior da célula, descarboxilação, e o transporte de ácido láctico para o exterior

da célula para o meio envolvente. (c) Dos três genes envolvidos na reacção maloláctica, mleA codifica para a enzima maloláctica, mleP
codifica para a malato permease e mleR codifica para um regulador transcricional (adaptado de Bartowsky, 2005).

The three main consequences of MLF: (i) MLF confers microbial stability to the wine through the removal of a possible carbon source (malic
acid) for other organisms, (ii) deacidification of wine (increase in pH [0.1-0.2] and decrease in titratable acidity [TA]), and (iii) bestows

sensory changes (aroma and palate) to the wine. The decarboxylation of L-malic acid to L-lactic acid involves the active transport of malic
acid into the cell, decarboxylation, and the transport of lactic acid out of the cell into the surrounding medium. From the three genes involved

in the malolactic reaction, mleA encodes the malolactic enzyme, mleP encodes the malate permease and mleR is a LysR-type regulatory
protein (adapted from Bartowsky, 2005).
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spp. e Pediococcus spp..

A FML é considerada indispensável à qualidade e
até à estabilidade da maioria dos vinhos tintos. Nos
mais ácidos é particularmente importante, pela
redução da acidez e aumento do pH que provoca. A
substituição do ácido málico pelo ácido láctico
provoca uma melhoria no sabor dos vinhos, uma vez
que o ácido láctico é menos agressivo ao paladar. Pelo
contrário, nos de acidez baixa, pretende-se a obtenção
de estabilidade microbiológica e, em ambos os casos,
uma melhoria no aroma e sabor dos vinhos (Mendes-
Faia, 1991).

Esta fermentação é mais frequente em vinhos tintos
do que em rosados ou em brancos, diferença que se
atribui aos teores mais elevados de SO2 utilizados
nos vinhos brancos, à sua maior acidez e, ainda, à
redução de nutrientes nos mostos brancos quando se
faz a defecação. Embora o desaparecimento do ácido
málico não seja benéfico em termos de características
organolépticas nos vinhos de regiões quentes, muitas
vezes promove-se a ocorrência da FML seguida de
uma acidificação com ácido tartárico. Há, no entanto,
referências que indicam que em vinhos pouco ácidos
a FML nem sempre provoca uma diminuição da
qualidade (vinhos da Califórnia, África do Sul, Israel
e região do Douro) (Mendes-Faia, 1991). Nos vinhos
em que a FML é desejada, esta desacidificação
biológica deve ocorrer o mais cedo possível, sempre
antes do engarrafamento, para que se possa estabilizar
o vinho.

A descarboxilação do ácido L-málico a ácido L-
láctico é catalizada pela enzima maloláctica (MLE,
EC 1.1.1.-), dependente de NAD+ e Mn2+. Os genes
que codificam para a enzima maloláctica (mleA) e
malato permease (mleP) encontram-se organizados
num operão (Figura 6). Transcrito na direcção oposta
a montante do operão mleAP localiza-se um putativo
gene regulador (mleR) responsável pela produção de
uma proteína reguladora da família tipo-LysR
(Labarre et al., 1996; Galland et al., 2003).

Esta configuração genética, de certo modo simples,
parece ser conservada em várias BAL do vinho,
nomeadamente em Oenococcus oeni, Lactobacillus
brevis, Lb. casei, Lb. plantarum, Leuconostoc
mesenteroides e Pediococcus pentosaceus
(Kleerebezem et al., 2003; Mills et al., 2005).

Numa perspectiva da bioenergética celular, a FML
confere vantagem às células bacterianas actuando
como um mecanismo de transdução de energia
quimiosmótica, gerando ATP adicional, via ATPase
(Cox e Henick-Kling, 1989, 1990, 1995; Olsen et al.,
1991; Salema et al., 1996). Em resumo, o acréscimo
de pH intracelular produz uma força protomotriz
(??P). Por cada molécula de malato que entra na célula
e sofre descarboxilação, uma molécula de lactato sai
da célula acompanhada de um H+, que é equivalente
à translocação de um H+ para o exterior. A exportação
do lactato a favor de um gradiente de concentração

fornece à célula energia para transportar os H+. O
aumento da força protomotriz pode ser usado pela
ATPase membranar para produção de ATP. No vinho
e devido ao seu pH tão reduzido, não ocorre a glicólise
e a FML será provavelmente a única via para O. oeni
produzir ATP (Bartowosky, 2005).

1.8.2 Os efeitos benéficos das BAL no vinho

Para além do decréscimo na acidez, a FML produz
melhorias nas características organolépticas e
aumenta a estabilidade microbiológica dos vinhos
(Davis et al., 1985; Kunkee, 1991; Versari et al., 1999;
Arnink e Henick-Kling, 2005). A modificação do
aroma observada após a FML deve-se ao ácido
láctico, per si, menos agressivo, e ao aumento de uma
série de outros compostos (Figura 7), nomeadamente,
diacetilo, acetoína, 2,3-butanodiol, ésteres (lactato de
etilo, succinato de dietilo) e alguns alcóois superiores
e à libertação de agliconas aromáticas (Mascarenhas,
1984; Mendes-Faia, 1990; Martineau e Henick-Kling,
1995; Bartowsky et al., 1997; Bartowsky e Henschke,
2000, 2004).

Há um conjunto de actividades enzimáticas detectadas
em várias espécies de BAL que contribuem para uma
maior complexidade do aroma dos vinhos após a
FML. Dada a relevância das ?-glucosidases no aroma,
estas enzimas serão apresentadas em separado mais
adiante. Outra actividade enzimática com relevância
positiva em termos enológicos é a da enzima tanino-
acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20), vulgarmente designada
por tanase, que catalisa a hidrólise das ligações éster
em taninos hidrolisáveis tais como o ácido tânico,
libertando glucose e ácido gálico (Lekha e Lonsane,
1997 cit. por Vaquero et al., 2004).

A actividade da tanino-acil-hidrolase, apesar de pouco
dispersa entre as BAL, deve ser usada como critério
na selecção de culturas malolácticas ‘starter’, uma
vez que confere vantagens no processo de vinificação
ao reduzir a adstringência e turvação no vinho
(Vaquero et al., 2004). Num ‘screening’ realizado por
estes autores num conjunto de 78 estirpes pertencentes
aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus
e Pediococcus, a tanase apenas foi detectada em
estirpes de Lactobacillus plantarum.

Ainda relativamente às modificações no aroma,
provocadas pelas BAL, Pripis-Nicolau et al. (2004)
verificaram que estirpes de O. oeni eram capazes de
metabolizar a metionina, originando compostos de
enxofre voláteis, particularmente ácido 3-metilsulfanil
propiónico em vários vinhos tintos após a FML. Este
composto, que é caracterizado por odores a chocolate
e tostado contribui para a complexidade aromática
produzida pela FML (Pripis-Nicolau et al., 2004).
Os metabolitos produzidos com caracter negativo
também ilustrados na Figura 7 serão discutidos no
ponto seguinte desta revisão.

Relativamente à estabilidade microbiológica dos
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Fig. 7 - Representação esquemática da biossíntese de compostos aromáticos por bactérias malolácticas (adaptado de Swiegers et al., 2005).
ACTPY-2-acetiltetrahidropiridina; ACPY-2-acetil-1-pirrolina.

 A schematic representation of the biosynthesis and modulation of flavour-active compounds by malolactic bacteria (adapted from Swiegers
et al., 2005). ACTPY-2-acetyltetrahydropyridine; ACPY-2-acetyl-1-pyrroline.

vinhos atingida após a FML, esta ocorre através da
depleção de nutrientes e libertação de substâncias
antimicrobianas pelas BAL (Pramateftaki et al.,
2006). Ao metabolizarem compostos que combinam
o dióxido de enxofre (piruvato, oxoglutarato e
acetaldeído) as BAL também contribuem para o
aumento da estabilidade do vinho (Mendes-Faia,

1991; Osborne et al., 2000, 2006).

A hidrólise dos glucosídeos pela acção de
â-glucosidases
Na maioria dos casos, os â -glucósidos são
hidrolisados por â-glucosidases extracelulares ou
associadas à parede celular (González-Candelas et
al., 1989) através de vias metabólicas semelhantes
às descritas para a lactose pela acção da
â-galactosidase. As â-glucosidases ou â-D-glucosídeo
glucohidrolases (â G, EC 3.2.1.21) constituem um
grupo de enzimas bem caracterizadas, biologicamente
importantes, que catalizam a transferência do grupo
glicosil entre nucleófilos de oxigénio. Esta reacção
de transferência geralmente resulta na hidrólise de
uma ligação -glucosídica que liga resíduos de
hidratos de carbono em aril-, amino-, ou
alquil- â-D-glucosídeos, glucosídeos cianogénicos,
oligossacáridos de cadeia curta e dissacáridos (Bhatia
et al., 2002). Em mostos e vinhos desempenham um
papel importante na hidrólise dos precursores
glucoconjugados e na libertação de compostos
aromáticos activos (Palmeri e Spagna, 2007). O
aroma das uvas inclui moléculas voláteis e odoríferas,
sob a forma livre, especialmente terpenos (linalool,

geraniol, nerol, citronelol, â-terpinieol, óxido de
linalool) que conferem o carácter frutado a certas
cultivares. Adicionalmente, estes compostos podem
formar complexos glucosídicos não voláteis e sem
aroma, designados por precursores do aroma (Mateo
e Jiménez, 2000; van Rensburg e Pretorius, 2000). A
existência destes precursores não voláteis é
interessante sob um ponto de vista tecnológico, até
por ser a fracção maioritária nos mostos e pela acção
sequencial de glucosidases poderem libertar agliconas
aromáticas. A hidrólise enzimática ocorrre em duas
fases, primeiro as ligações á-1,6 glucosídicas são
clivadas pela acção de á-L-arabinofuranosidases (EC
3.2.1.55), á-L-ramnopiranosidases (EC 2.2.1.40) ou
de â-D-apiofuranosidases (EC 3.2.1.161) e os
monoterpenil- â-D-glucósidos correspondentes são
libertados (arabinose, ramnose, apiose e
â -D-glucosídeos). Na segunda fase, ocorre a
libertação da aglicona aromática após a acção da
â-glucosidase (Colagrande et al., 1994; Günata, 1994;
Palmeri e Spagna, 2007).

Com o objectivo de realçar a fracção aromática dos
vinhos têm sido estudadas várias -glucosidases
provenientes de diversos microrganismos, incluindo
os relacionados com o ambiente vínico (Matthews et
al., 2004). Foram pesquisadas e detectadas
â -glucosidases em leveduras, Saccharomyces
cerevisiae e principalmente em espécies não
Saccharomyces (Gunata et al., 1990; Rosi et al., 1994,
1995; MacMahon et al., 1999; Mendes-Ferreira et
al., 2001; Strauss et al., 2001; Rodríguez et al., 2004),
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em estirpes de Oenococcus oeni (Grimaldi et al.,
2000; Boido et al., 2002; Mansfield et al., 2002;
Ugliano et al., 2003; Barbagallo et al., 2004;
D’Incencco et al. 2004; Grimaldi et al., 2005a) e em
estirpes de Lactobacillus spp. e de Pediococccus spp.
(Grimaldi et al., 2005b). Apesar de algumas
actividades terem sido detectadas em substratos
glucosilados artificiais, outras foram reveladas em
vinho apesar de parcialmente inibidas pelas condições
de vinificação (Matthews et al., 2004). Barbagallo et
al., (2004) observaram que as estirpes de O. oeni
mantinham actividade -glucosidásica em condições
enológicas (pH, temperatura e etanol) e apresentavam
elevada actividade maloláctica após inoculação em
vinho. De acordo com estes autores, as BAL parecem
expressar o conjunto de glucosidases necessárias para
hidrolisar muitos dos glucósidos encontrados no
vinho, aumentando a fracção do aroma livre. Para
além do efeito no aroma, há a salientar a actividade
antocianásica que algumas â-glucosidases podem
apresentar. Estas enzimas hidrolisam as antocianinas
ligadas aos açúcares, libertando as respectivas
antocianidinas, que são menos estáveis, e que por isso,
se convertem espontaneamente em compostos
castanhos ou descorados. Apesar da sua acção em
vinhos tintos poder ser indesejável, estas enzimas têm
sido propostas como meio de reduzir a intensidade
da cor nos vinhos brancos ou rosés produzidos a partir
de uvas tintas (Matthews et al., 2004). São já
conhecidas algumas sequências dos genes que
codificam para as â -glucosidases de espécies
enológicas, nomeadamente de O. oeni (AY489108)
e de Lb. plantarum (AY489109).

1.8.3 Os efeitos nocivos das BAL no vinho

Para além dos aspectos benéficos da presença de BAL
no vinho, estes microrganismos (em particular certas
estirpes) podem exercer um efeito depreciativo na
qualidade do vinho, se a sua proliferação ocorrer no
tempo errado durante o processo de vinificação (du
Toit e Pretorius, 2000). No Quadro III são
apresentadas as alterações mais frequentes
provocadas pelas BAL em vinhos, que incluem a
produção de vários metabolitos indesejáveis, maus
odores e turvação. Dos processos de deterioração
referidos, serão apenas abordados com mais
pormenor, a formação de carbamato de etilo e a
produção de aminas biogénicas (particularmente
histamina, tiramina e putrescina) por constituirem
assuntos do trabalho experimental.

O metabolismo dos aminoácidos

A utilização dos aminoácidos pelas BAL pode ter
implicações a nível da qualidade e da segurança
alimentar dos produtos fermentados. Para as bactérias
esta utilização permite aumentar a sua capacidade de
obtenção de energia, particularmente em meios com
limitação de nutrientes e supostamente como resposta
ao stress ácido (Marquis et al., 1987; Cotter e Hill,
2003).

A degradação da arginina e formação de carbamato
de etilo

As principais vias metabólicas de degradação de L-
arginina utilizadas por microrganismos são: (i) a via
da arginase-urease; (ii) a via da arginina transamidase;
(iii) a via da arginina descarboxilase; e (iv) a via da
arginina desaminase (Abdelal, 1979 cit. por Liu,
1993).

A via da arginina desaminase está amplamente
distribuída em procariotas e, concretamente, encontra-
se presente nalgumas BAL. Por esta via uma mole de
L-arginina é convertida numa mole de ornitina e numa
mole de dióxido de carbono e duas moles de NH3.
Esta via envolve três enzimas: arginina desaminase
(ADI; EC 3.5.3.6), ornitina transcarbamilase (OTC;
EC 2.1.3.3) e carbamato cinase (CK; EC 2.7.2.2)
(Mira de Orduna et al., 2001; Liu, 2002; Manca de
Nadra et al., 2003).

A arginina é um dos aminoácidos presente em maiores
concentrações no mosto e no vinho. A sua utilização
origina citrulina e carbamoil fosfato, precursores do
carbamato de etilo, composto potencialmente
carcinogénico. Este composto resulta duma reacção
química espontânea envolvendo etanol e precursores
que incluem a ureia , citrulina, carbamoil fosfato, N-
carbamil, á e â-aminoácidos e alantoína (Ough et al.,
1988). A reacção de etanólise da citrulina e da ureia
(proveniente do metabolismo da arginina pelas
leveduras) para formar carbamato de etilo pode
ocorrer a temperaturas elevadas ou a temperaturas
normais de armazenamento (Ough et al., 1988;
Kodama et al., 1994).

Os teores de carbamato de etilo admissíveis nos
vinhos estão regulamentados em alguns países. Para
vinhos de mesa é de 30 ì g/L, na União Europeia e no
Canadá, enquanto que nos E.U.A. os valores são mais
restritivos, sendo 15 ì g/L para vinhos de mesa e 60
ì g/L para vinhos fortificados (Arena e Manca de
Nadra, 2005; Uthurry et al., 2006).

O catabolismo da arginina, originando ornitina,
amónia e CO2 (ratio 1:2:1), providencia a várias BAL
um processo adicional de obtenção de energia por
fosforilação a nível do substrato (Abdelal, 1979 cit.
por Konings, 2006). Aliás, esta é a única via catabólica
de aminoácidos conhecida nas BAL que resulta na
produção de ATP via fosforilação a nível do substrato
(Christensen et al., 1999). O ATP produzido pela via
ADI pode ser usado noutros processos metabólicos
que requerem energia na célula, conferindo às
bactérias capazes de obter energia por este processo
adicional, uma vantagem competitiva num ambiente
tão hostil como é o vinho, devido ao seu pH ácido e
conteúdo em etanol. O aumento do pH, resultante da
produção de amónia, representa ainda um mecanismo
de homeostasia de pH, semelhante ao que ocorre nas
descarboxilações dos aminoácidos (Liu e Pilone,
1998; Tonon e Lonvaud-Funel, 2002).

A presença das três enzimas da via da ADI parece
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QUADRO III
Alterações provocadas pelas BAL nos vinhos

Changes in wine caused by LAB
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verificar-se na maioria dos lactobacilos
heterofermentativos, leuconostocs e oenococos,
embora estas já tenham sido detectadas em espécies
homofermentativas de BAL isoladas de vinho.
Contudo, a degradação da arginina por esta via, em
todas as espécies, parece ser um fenótipo estirpe
dependente (Spano et al., 2006). Os genes envolvidos
na degradação da arginina encontram-se organizados
no operão arc. Apesar de este operão apresentar
variações de estrutura entre diferentes espécies de
BAL, estão sempre presentes os genes que codificam
para a arginina desaminase (arcA); ornitina
transcarbamilase (arcB) e carbamato cinase (arcC).
Podem ainda estar presentes genes que codifiquem
para transportadores antiporte arginina/ornitina
(arcD/arcD1/arcD2), transami-nases (arcT), tRNA
sintetases (arcS) e proteínas reguladoras (arcR)
(Divol et al., 2003). Este operão já foi descrito em
estirpes de Lactobacillus hilgardii (Arena et al., 1999,
2002), Oenococcus oeni (Mira de Orduna et al., 2001;
Tonon et al., 2001a, 2001b, Nehmé et al., 2006),
Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004, 2006),
Lactobacillus sake (Zúniga et al., 1998, 2002) e
Enterococcus faecalis (Barcelona-Andres et al.,
2002).
No vinho, o contacto prolongado das BAL (viáveis e
viáveis mas não cultiváveis) com as borras residuais
das leveduras deve ser considerado como um factor
de risco significativo para a formação acrescida de
citrulina e, consequentemente, de carbamato de etilo
(Liu e Pilone 1998; Tonon e Lonvaud-Funel, 2000;
Terrade e Mira de Orduna, 2006). Por isso, não é
aconselhável a utilização de estirpes de Oenococcus
oeni que excretem citrulina como culturas ‘starter’.
Alguns destes autores sugerem ainda que estirpes que
possuam apenas a primeira enzima da via (ADI+,
OTC-) ou estirpes que tenham ADI mas baixa
actividade OTC devam ser excluídas num processo
de selecção de ‘starters’ para a realização da FML.

A formação de aminas biogénicas

As aminas biogénicas são bases orgânicas de baixo
peso molecular, que podem ser produzidas e
degradadas durante a actividade metabólica normal
dos animais, das plantas e dos microrganismos (Arena
e Manca de Nadra, 2001). No homem, estas
substâncias podem desempenhar um papel metabólico
importante, relacionado com o crescimento
(poliaminas) ou com funções dos sistemas nervoso e
circulatório (histamina e tiramina). Quando ingeridas
em excesso, podem provocar hipotensão, hipertensão,
palpitações cardíacas (aminas vasoactivas), dores de
cabeça (aminas psicoactivas) e várias reacções
alérgicas (Lonvaud-Funel, 2001; De las Rivas et al.,
2005). As aminas biogénicas são essencialmente
formadas a partir da descarboxilação dos aminoácidos
precursores (ten Brink et al., 1990 cit. por Guerrini
et al., 2002; Lonvaud-Funnel, 1999; Marcobal et al.,
2006a, 2006b). Deste modo, as aminas histamina,
tiramina, triptamina, serotonina, 2-feniletilamina,

agmatina e cadaverina (Figura 8) são formadas a partir
dos aminoácidos histidina, tirosina, triptofano,
hidroxitriptofano, fenilalanina, arginina e lisina
respectivamente (Buckenhüskes, 1993; Silla Santos,
1996; Kalac e Krí•ek, 2003). A putrescina pode ser
formada a partir da ornitina ou da agmatina, e a
espermidina e espermina são formadas a partir da
putrescina pela ligação de grupos aminopropil
catalizada pela espermidina sintase e espermina
sintase (Teti et al., 2002).

Durante os processos de fermentação de várias
matérias primas para a obtenção de alimentos e
bebidas, como por exemplo, queijo, enchidos,
vegetais fermentados, cerveja e vinho pode ocorrrer
a formação de aminas biogénicas pelas BAL. Muitas
bactérias apresentam actividades descarboxilásicas,
que favorecem o seu crescimento e sobrevivência em
meios acídicos, pelo acréscimo do pH. No vinho,
vários aminoácidos podem ser descarboxilados e,
consequentemente, podem ser encontradas aminas
biogénicas, predominando a histamina, a tiramina, a
putrescina, a isopentilamina e a â-feniletilamina
(Radler e Fath, 1991; Bodmer et al., 1999; Lonvaud-
Funel, 2001; Moreno-Arribas et al., 2003). Embora
algumas aminas biogénicas possam provir
directamente das uvas e outras sejam resultantes da

Fig. 8 - Algumas aminas biogénicas e aminoácidos precur-
sores (adaptado de Buckenhüskes, et al., 1993). (D)

Descarboxilação; (R) Espermidina é formada pela reacção da
putrescina com um resíduo propilamina que provém da
metionina. (al), alifática; (ar) aromática; (he) heterocíclica.

Some biogenic amines and their precursors (adapted from
Buckenhüskes, et al., 1993). (D) Decarboxylation. (R)

Spermidine is    formed by a reaction of putrescine with a
propylamine residue which descends from methionine. (al),

aliphatic; (ar) aromatic; (he) heterocyclic.
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actividade metabólica das leveduras Saccharomyces
e não Saccharomyces e das bactérias acéticas,
normalmente as aminas biogénicas aumentam após a
FML (Vidal-Carou et al., 1990; Le Jeune et al., 1995;
Soufleros et al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001; Torrea-
Goni e Ancín-Azpilicueta, 2001; Gardini et al., 2005;
Landete et al., 2005; Pramateftaki et al., 2006). Entre
as BAL, a actividade descarboxilásica é específica
da estirpe e dentro das diferentes espécies de
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e
Oenococcus está distribuída aleatoriamente.

No vinho, contudo, os seus teores são muito inferiores
aos descritos para outros alimentos, ainda que o etanol
possa potenciar o efeito tóxico da histamina, pela
inibição das amino oxidases. Actualmente, a maioria
dos países da U.E., o Canadá recomendam teores de
histamina não superiores a 10 mg/L, enquanto na
Alemanha o limite é de 2 mg/L. Os efeitos potenciais
nas transações comerciais de vinhos resultantes da
imposição destes limites e a procura pelos
consumidores cada vez maior de produtos saudáveis,
isentos de substâncias tóxicas, devem constituir uma
preocupação para os produtores nacionais. Para além
da sua toxicidade, as aminas biogénicas, quando em
concentrações elevadas, podem conferir alterações
desagradáveis detectáveis sensorialmente, como por
exemplo a putrescina e a cadaverina com aromas a
fruta e carne podre, respectivamente.

O aparecimento de aminas biogénicas no vinho, tem
sido associado à existência de aminoácidos
precursores, de estirpes com actividade
descarboxilásica, de factores que afectam o
crescimento dessas estirpes, bem como algumas
práticas enológicas (Lonvaud-Funel, 2001; González-
Marco e Ancín-Azpilicueta, 2006; Martín-Álvarez et
al., 2006) como por exemplo o contacto prolongado
com as borras (Lonvaud-Funel, 2001) e até o processo
fermentativo. Os vinhos tintos apresentam um teor
de aminas geralmente superior ao dos vinhos rosados,
brancos e fortificados (Landete et al., 2005; Leitão
et al., 2005; Bover-Cid et al., 2006).

A histamina

A histamina é a amina biogénica mais frequentemente
associada a intoxicações alimentares devido à sua
elevada actividade biológica, provocando dores de
cabeça, hipotensão e problemas digestivos (Fernández
et al., 2006a). É encontrada em diversos alimentos,
nomeadamente, em peixes e derivados, enchidos,
queijos, cerveja, vinhos e outros produtos
fermentados (Slomkowska e Ambroziak, 2002; Kalac
e Krí•ek, 2003; Fernández et al., 2006).

A histidina descarboxilase (HDC, EC 4.1.1.22) é a
enzima que converte a histidina a histamina e CO2.
Existem duas classes distintas de histidina
descarboxilases: (i) as que requerem piridoxal fosfato
como cofactor, presentes nos eucariotas e nas
bactérias gram negativas; e (ii) as que utilizam um
mecanismo catalítico diferente, baseado num grupo

piruvoil ligado covalentemente ao centro activo,
características das bactérias gram positivas (Huynh e
Snell, 1985; Vaaler et al., 1986; van Poelje e Snell,
1990 cit. por Lucas et al., 2005). Para além da via da
histidina descarboxilase, outra via envolvida na
degradação da histidina, a via da histidina amónia-
liase (EC.4.3.1.3), tem sido descrita em bactérias. A
histidina amónia-liase catalisa a primeira reacção de
uma via de degradação que conduz à formação de
glutamato. Contudo dentro do grupo das BAL apenas
foi detectada em estirpes de Streptococcus pyogenes
e parcialmente em Streptococcus thermophilus
(Fernández e Zúñiga, 2006).

O gene que codifica para a histidina descarboxilase
(hdcA) já foi caracterizado nas seguintes estirpes/
espécies de BAL: Lactobacilllus sp. estirpe 30a
(Vanderslice et al., 1986; Copeland et al., 1989),
Lactobacillus buchneri (Martín et al., 2005),
Lactobacillus hilgardii (Lucas et al., 2005),
Oenococcus oeni (Coton et al., 1998a; 1998b) e
Tetragenococccus muriaticus (GenBank AB125629,
AB04087). Este gene está localizado no operão
hdcAB, onde apresenta a jusante o gene hdcB de
função desconhecida. O gene que codifica para o
transportador histidina/histamina (hdcP) está
localizado a montante deste operão e, em
Lactobacillus hilgardii, o gene que codifica para uma
histidil-tRNA sintetase (hisRS) está localizado a
jusante. A comparação destes ‘clusters’ de genes
revela uma elevada semelhança quer na organização
quer na sequência em aminoácidos. Este facto,
conjuntamente com a distribuição rara e a localização
dos genes hdc num plasmídeo em Lactobacillus
hilgardii, sugere que algumas estirpes adquiriram
estes genes por transferência horizontal (Fernández
e Zúñiga, 2006).

A combinação do transportador histidina/histamina
e da histidina descarboxilase forma uma via típica de
descarboxilação em bactérias. O transportador
permite a entrada do substrato (precursor) para o
interior da célula onde é descarboxilado e,
simultaneamente, a excreção do produto para o
exterior. Assim, a entrada do substrato e a excreção
do produto são eventos acoplados (troca precursor/
produto). Vias semelhantes foram descritas para
outros aminoácidos e para di- e tricarboxilatos (Lucas
et al., 2005). Estas vias produzem uma força
protomotriz por um mecanismo indirecto, designado
por geração de força protomotriz secundária. Os dois
componentes da força protomotriz são gerados em
passos separados. O potencial de membrana é gerado
pelo transportador devido à diferença de carga entre
o precursor e o produto, i.e. histidina monovalente e
histamina divalente. O gradiente de pH é gerado
através do consumo de protões na reacção de
descarboxilação catalizada pela descarboxilase. A
produção de uma força protomotiz pela
descarboxilação da histidina e troca electrogénica de
histidina/histamina foi demonstrada em Lactobacillus
buchneri (Molenaar et al., 1993).
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A tiramina

A tiramina é uma das aminas biogénicas mais
abundantes em produtos alimentares fermentados
como queijos, enchidos, cerveja e vinho (Rice e
Koeler, 1976; Masson et al., 1996; Fernández et al.,
2006b, 2007). Diversos problemas toxicológicos têm
sido associados à ingestão destes alimentos,
resultantes das propriedades vasoactivas e
psicoactivas desta amina.

A tirosina descarboxilase (TDC, EC 4.1.1.25) é a
enzima responsável pela descarboxilação da tirosina
a tiramina. A TDC pertence ao grupo das enzimas
dependentes de fosfato de piridoxal (Moreno-Arribas
e Lonvaud-Funel, 1999; Lucas e Lonvaud-Funel,
2002). Os genes codificantes para as tirosinas
descarboxilases foram isolados e sequenciados em
Carnobacterium divergens (Coton et al., 2004),
Enterococcus faecalis (Connil et al., 2002),
Lactobacilllus brevis (Lucas e Lonvaud-Funel, 2002;
Lucas et al., 2003) e Lactococcus lactis IPLA655
recentemente reclassificada como Enterococcus
durans IPLA655 (Fernández et al., 2004 e 2007).
Lucas et al. (2003), num estudo de caracterização do
locus tyrDC em Lactobacillus brevis, identificaram
quatro genes contíguos, transcritos na mesma direcção
e que codificam para uma tirosil-tRNA sintetase
(tyrRS), uma tirosina descarboxilase (tyrDC) e dois
genes que codificam para transportadores
secundários, um transportador de tirosina putativo
(tyrP) e um transportador ‘antiporter’ Na+/H+ (nhaC).

De acordo com Wolken et al. (2006), a combinação
dos genes da tirosina descarboxilase e do transporte
da tirosina poderiam codificar para uma via
secundária de produção de força protomotriz, por um
mecanismo equivalente ao apresentado para a
histidina descarboxilase. Aliás, este mecanismo de
gerar energia metabólica por descarboxilação é
comum a uma variedade de descarboxilases
(Christensen et al., 1999), podendo o gradiente
electroquímico gerado ser usado pela célula para
reacções que consomem energia tal como o transporte
de nutrientes ou para gerar ATP via ATPase (Konings
et al. 1997).

Há ainda a salientar a importância que a detecção da
tirosina descarboxilase já teve como critério
taxonómico na diferenciação de espécies de
enterococos. Considerava-se que apenas as estirpes
de Enterococcus faecalis e não as de Enterococcus
faecium tinham capacidade de formação de tiramina
a partir da tirosina (tdc+). Contudo, Marcobal et al.
(2004) detectaram esta actividade em estirpes de
Enterococcus faecium e propuseram a alteração do
esquema vigente de identificação das espécies de
enterococos do “Bergey´s Manual of Systematic
Bacteriology”.

A putrescina

A putrescina é conjuntamente com a histamina e com

a tiramina uma das aminas mais abundantes no vinho
(Gloria et al., 1998; Lonvaud-Funnel, 2001; Leitão
et al., 2005; Mangani et al., 2005) e com efeitos
relevantes na saúde do consumidor, uma vez que
potencia o efeito negativo da histamina (Marcobal et
al., 2004). Esta amina biogénica é produzida por
estirpes de Oenococcus oeni a partir do metabolismo
da ornitina e também a partir da arginina (Guerrini et
al., 2002; Mangani et al., 2005).

A ornitina descarboxilase (ODC, EC 4.1.1.17) é a
enzima responsável pela descarboxilação da ornitina
a putrescina. Esta enzima requer fosfato de piridoxal
como cofactor. Marcobal et al. (2004) identificaram
o gene que codifica para esta enzima numa estirpe de
O. oeni. A partir de arginina, a produção de putrescina
pode ser realizada por duas vias: (i) via arginina
desaminase e ornitina descarboxilase; ou (ii) via
arginina descarboxilase e agmatina desaminase. De
acordo com Mangani et al. (2005), a produção de
putrescina surge em estirpes que possuem o sistema
enzimático completo para converter a arginina a
putrescina ou pode resultar de uma associação
metabiótica, com troca de ornitina, entre estirpes
capazes de catabolizar a arginina a ornitina mas
incapazes de produzir putrescina e estirpes capazes
de produzir putrescina a partir da ornitina mas
incapazes de degradar a arginina. Estes autores
verificaram ainda que a produção de putrescina por
esta associação ocorre após a FML, enquanto que a
conversão da ornitina a putrescina, por uma estirpe
com ornitina descarboxilase, ocorre simultaneamente
com a degradação do ácido málico. A produção de
putrescina a partir de agmatina não envolve
descarboxilação de aminoácidos ou formação de ureia
(Arena e Manca de Nadra, 2001; Alberto et al., 2006).

1.8.4 A selecção de ‘starters’

As BAL têm sido usadas empiricamente na produção
de alimentos desde há milhares de anos. Contudo, só
recentemente foi reconhecido o papel destas bactérias
na conservação e preservação de alimentos. De
fermentações espontâneas não controladas, no
passado, passou-se à utilização de culturas ‘starter’
com a finalidade de obter produtos de elevada
qualidade. Uma cultura ‘starter’ pode ser definida
como uma preparação constituída por um número
elevado de células de pelo menos um microrganismo
a ser adicionada a uma matéria prima, acelerando e
dirigindo o seu processo fermentativo, com o intuito
de produzir um alimento fermentado seguro e de
elevada qualidade (Leroy e de Vuyst 2004). As
culturas ‘starter’ apresentam-se em diversas formas,
dependendo do tipo de produto e aplicação, estando
disponíveis em líquido, congeladas ou em pó
(liofilizadas), em diferentes concentrações, que
permitem quer o uso directo no produto final ou após
reactivação.

Actualmente, as culturas ‘starter’ são utilizadas de
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uma forma regular em diversos alimentos, sendo a
indústria dos lacticínios a maior utilizadora (Hansen,
2002). Nos vinhos, apesar da maior vulgarização das
culturas ‘starter’ de leveduras, já existem disponíveis
no mercado europeu e americano (Canadá e E.U.A.),
desde 1980, culturas comerciais de ‘starter’de BAL
para promoverem/realizarem a FML (Henick-Kling,
1995). A espécie predominante é obviamente O. oeni,
contudo existem algumas culturas ‘starter’ de
Pediococcus sp., Lactobacillus plantarum, Lb.
hilgardii e Lb. brevis. As preparações são constituídas
apenas por uma estirpe ou por diferentes estirpes
(Davis et al., 1985; Henick-Kling, 1995; Alegría et
al., 2004; Vaquero et al., 2004).

Alguns dos critérios aplicados na selecção de

bactérias lácticas para inoculação de vinhos são
apresentados no Quadro IV. Recentemente, outros
critérios têm sido sugeridos por vários investigadores,
dos quais se destacam, a não produção de precursores
de carbamato de etilo (du Toit e Pretorius, 2000), a
presença e actividade de algumas enzimas, como
tanases (Vaquero et al., 2004) e â-glucosidases
(Grimaldi et al., 2005a,b), para respectivamente
reduzir a adstringência e aumentar a fracção aromática
dos vinhos.

Culturas ‘starter’ universais versus regionalidade

A utilização de culturas ‘starter’ universais para
produzir produtos diferentes tem sido questionada por
vários autores, face à manutenção da tipicidade dos

QUADRO II
Critérios usados na selecção de BAL para induzir a FML no vinho (adaptado de: Davis et al.,1985; Buckenhüskes, 1993; Henick-Kling,

1995)

Selection criteria for LAB for induction MLF in wine (adapted from Buckenhüskes, 1993)
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produtos obtidos. Por exemplo, o uso das mesmas
culturas ‘starter’ comerciais para fabrico de diferentes
tipos de queijo pode conduzir a produtos finais que
são demasiado semelhantes (Gonzalez et al., 2003;
Topisirovic et al., 2006). Neste contexto seria
preferível o uso de culturas ‘starter’ autóctones
seleccionadas, permitindo a melhoria da qualidade
microbiológica sem alterar significativamente as
características de tipicidade (Topisirovic et al., 2006).

Também nos vinhos, alguns investigadores defendem
a utilização de leveduras seleccionadas
regionalmente. Estas desempenham um papel
fundamental, enaltecendo as propriedades sensoriais
dos vinhos regionais típicos, comparativamente às
culturas ‘starter’ universais desenvolvidas
essencialmente para produzirem elevados teores
alcoólicos, sem produção de sabores desagradáveis
e garantirem produtos estáveis (De Bortoli et al.,
2007). Estes autores salientam a preocupação de nos
projectos mais recentes de selecção de leveduras para
vinificação, se dar relevo às estirpes autoctónes
ecotípicas, tentando preservar a biodiversidade nas
áreas de selecção e ao mesmo tempo garantir no vinho
características ligadas à região de proveniência.

Algo semelhante se pode extrapolar para as BAL.
Num estudo sobre a dinâmica de populações de
bactérias malolácticas indígenas numa adega grega
durante três vindimas consecutivas, Pramateftaki et
al. (2006) observaram a prevalência de uma estirpe
indígena com características desejáveis, indicando um
elevado grau de adaptabilidade às condições de
vinificação, o que de acordo com os autores deverá
ser um critério a usar na selecção de estirpes para uso
comercial. Zapparoli et al. (2004), baseados nos
resultados obtidos em ensaios de microvinificação
conduzidos por estirpes de O. oeni indígenas da região
italiana de Valpolicella, defendem a utilização de
‘starter’ regionais em alternativa aos ‘starter’
comerciais universais menos eficientes.

Os métodos de ‘fingerprinting’ e a rastreabilidade

A rastreabilidade dos alimentos tornou-se um assunto
de grande relevância em relação a condições de
segurança, qualidade e tipicidade. Estas questões
ganham ainda mais ênfase quando em causa estão
produtos típicos de Denominação de Origem
Protegida (DOP). Com o objectivo de assegurar a
genuidade dos produtos, evitar adulterações e proteger
produtores e consumidores de fraudes surge a
necessidade de usar ferramentas analíticas capazes
de caracterizar verdadeiramente os produtos típicos
e traçar as suas áreas de produção (Bonizzi et al.,
2007).

A aplicação de métodos de ‘fingerprinting’, dirigidos
quer para o fenótipo quer para o genótipo, na
caracterização do microbiota autóctone poderá
constituir uma alternativa aos métodos de química
analítica (e.g. análise de razões isotópicas). A

abordagem clássica de isolamento e cultura, aliada a
métodos de diferenciação de estirpes, permite uma
caracterização dos produtos em função dos
microrganismos cultiváveis associados e a exploração
do potencial biotecnológico destes microrganismos.
O ‘fingerprinting’ das comunidades microbianas que
constituem o microbiota associado a cada produto,
por uma abordagem molecular directa, poderá
constituir uma forma alternativa de conseguir a sua
rastreabilidade.

Lopes et al. (1999), recorrendo à aplicação de redes
neuronais, propuseram a utilização dos perfis
metabólicos de estirpes isoladas de dois produtos
tradicionais (queijo de ovelha e chouriço) produzidos
em diferentes regiões de Portugal, para discriminar a
origem dos produtos, i.e. definir as regiões de origem
protegida DOP. Bonizzi et al. (2007) propõem a
técnica de ITS-PCR ‘fingerprinting’, aplicada às
comunidades microbianas que constituem o
microbiota dos queijos, como a ferramenta mais
apropriada para traçar (delinear) a origem geográfica
do queijo Mozzarella.

O estudo da expressão génica na selecção de ‘starters’

Diversos investigadores têm estudado os mecanismos
de tolerância aos factores de stress induzidos pelo
vinho. Uma melhor compreensão dos mecanismos de
tolerância a múltiplos factores de stress deverá
permitir conhecer a base das respostas adaptativas e
preparar as BAL para os processos industriais (Spano
e Massa, 2006). São vários os exemplos de trabalhos
que, através de RT-PCR, RT-qPCR e Western-blot,
detectam a expressão de genes ou a presença de
proteínas, produzidas nas condições de stress
impostas pelo vinho, em estirpes de Oenococcus oeni
(Jobin et al., 1999; Guzzo et al., 2000; Bourdineaud
et al., 2003 ; Fortier et al., 2003; Beltramo et al.,
2004; Bourdineaud et al., 2004; Coucheney et al.,
2005; Desroche et al., 2005; Beltramo et al., 2006) e
Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004).

Analogamente, foram realizados alguns estudos
preliminares, para avaliar o efeito dos factores
abióticos de stress do vinho (pH, temperatura, etanol,
sulfuroso) sobre a regulação da expressão de genes
que codificam para enzimas com interesse enológico,
nomeadamente â-glucosidase (Spano et al., 2005;
Inês, 2007), histidina descarboxilase (Landete, 2005)
e enzimas da via da arginina desaminase
(Bourdineaud, 2006; Inês, 2007). Este tipo de
abordagem será uma mais valia na seleccção de
estirpes a utilizar como culturas ‘starter’ em vinhos.
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