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RESUMO

A fermentacdo maloléctica (FML), prética corrente em vinificagdo, € um processo de desacidificacio bioldgica, realizado por bactérias do
acidolactico (BAL). A complexidade e diversidade daactividade metabdlicadas BAL sugerem queaFML pode af ectar positivaou negativamente
a qualidade do produto final.

Nesta revisdo apresenta-se uma caracterizacdo geral das BAL em termos de taxonomia, metabolismo, habitats e aplicagdes industriais e o
estado-da-arte sobre as BAL do vinho e do seu papel no processo de vinificag@o. Os efeitos benéficos (hidrdlise dos glucosideos pela accéo de
B-glucosidases) e nocivos (degradag&o da arginina e formagao de carbamato de etilo; formag&o de aminas biogénicas, nomeadamente histamina,
tiramina e putrescina) das BAL do vinho, bem como a temética das culturas ‘starter’, sdo igualmente explorados para ilustrar o interesse
enologico 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 B-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 DASBAL DO Como microrganismos nutricionalmente fastidiosos,
VINHO as BAL sdo cultivadas com melhores resultados em
meios enriquecidos com sumos de vegetais ou de
frutos. Apesar de existirem varias formulactes de
meiosde culturaparao isolamento e cultivo dasBAL

O isolamento das BAL a partir de amostras de uvas,
demostos e de vinhos, pode ser efectuado recorrendo
aum dos seguintes procedimentos: (i) enriquecimento de vinhos, os meios de cultura mais frequentemente
prévio da amostra em meio liquido, seguida da utilizados si0: MRS agar (de Man, Rogosa Sharpe),
sementeiradesta culturaem meio solido; (II) flltra(;éo TJ (Toman JUICE) agar, MTJ agar (50(%) MRS, 50%
por membranas da amostra, seguida de incubagéo da TJ), Irrmann agar, ou formul acdes adaptadasde MRS
membrana em meio sdlido; e (iii) inoculacgo directa agar adicionadas de sumo de uva, sumo de tomate,
daamostraem meio solido. As duas primeirastecnicas cisteina, &cido mélico e vérios aglicares (Wibowo et
pressupGem aexisténciade um nimero reduzido deste al., 1985). Num estudo comparativo de meios de
grupo de bactérias, por isso, recorre-se a um cultura utilizados no isolamento de BAL a partir de
enriquecimento ou auma concentragéo das BAL nas amostras de vinho, Pan et al. (1982) concluiram que
amostras de vinho que naterceiratécnicaéconseguida nenhum dos meios, quando utilizado isoladamente,
por umacentrifugacao e diluicdes apropriadas quando garantia a recuperacéo (isolamento) de todas as
o nimero de BAL é elevado. Esta Ultimatécnicaéa espécies presentes numa amostra, recomendando a
mais utilizada, uma vez que permite a obtencéo de utilizacdo simultaneade MRS, TJelrrmann agar para

colonias isoladas, passiveis de contagem, a obter dados ecol 6gicos mais fidedignos. Como forma
caracterizacao pelasuamorfol ogiae autilizacso para de ultrapassar as dificuldades de em laboratdrio

posterior identificacéo. utilizar por rotinaosvériosmeios, Fleet (1993) sugere



autilizacdo de MRS agar suplementado com 20% de
sumo de tomate e pH ajustado a 5,5, garantindo a
obtenc&o de bons resultados. Tenreiro (1995) num
estudo detalhado sobre diversos meios de cultura
usados no isolamento de BAL do vinho, propde um
meio que permite o isolamento de todos os grupos de
bactérias | acticas presentes no vinho: meio MTJ pH

5,0-5,5 suplementado com vancomicina.

Maiores eficiéncias e rendimentos no isolamento de
BAL a partir de amostras de uvas, de mostos e de
vinhos podem ser conseguidas: (i) pela adicdo de
antibiéticos a0 meio de isolamento (100 mg/L de
cicloheximida ou 50 mg/L de pimaricina) para
inibicdo do crescimento de leveduras e bolores e (ii)
incubagcdo em atmosfera modificada, rica em CO2
0u azoto gque promove um crescimento mais rapido
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 IDENTIFICACAO E DIFERENCIACAO
DASBAL DO VINHO

Naareaalimentar sdo de extremaimportanciapratica
a identificacdo correcta e a diferenciagéo ou
tipificagdo dos microrganismos envolvidos nas
diferentes etapas de processamento, desde a matéria
prima até ao produto final, incluindo quer os
responsaveis por processos fermentativos quer os
contaminantes e/ou os agentes de deterioragéo.

Os métodos que podem ser utilizados na
discriminacédo dos diferentes taxa (géneros, espécies
eestirpes) de microrganismos podem ser classificados
em: (i) fenotipicos (classicos e quimiotaxondémicos),
se estdo direccionados para o fenétipo e (ii)
genotipicos (ou moleculares), se tém como avo os
acidos nucleicos. Os métodos fenatipicos classicos
baseiam-se em caracteres morfol 4gicos, bioquimicos
e fisiologicos; os métodos quimiotaxondmicos sao
direccionados para a célula e componentes celulares
que ndo os éacidos nucleicos, alvo dos métodos
moleculares.

O poder discriminante de um método de diferenciacdo
ou tipificacdo define a sua capacidade para
discriminar entre isolados muito semelhantes da
mesma espécie, reconhecendo cada isolado né&o
relacionado como Unico, e depende da variabilidade
do alvo para o qual esta direccionado no grupo
particular de microrganismos em estudo. O potencial
identificativo de um método de caracterizacéo é
determinado pela sua capacidade de permitir o
posicionamento de isolados ndo identificados numa
classificagdo pré-existente, i.e. permitir a
discriminacdo dos isolados de uma determinada
espécie relativamente a isolados pertencentes a
espécies proximas. O potencial identificativo de um
método depende assim do grupo de microrganismos
em estudo e do sistema de classificagdo subjacente

(Tenreiro, 1995; Chambel, 2001). Um determinado
método pode ter potencial identificativo e/ou poder
discriminante a nivel infraespecifico (Figura 4).
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Fig. 4 - Resolugfo taxonémica de alguns métodos de identi-
ficac&o e/ou diferenciaco 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, aseleccdo dos métodosaaplicar deve ser feita
tendo em consideragéo o seu poder discriminante no
grupo particular de microrganismos em estudo e 0

fim aque se destinam, identificac8o ou diferenciacéo.

Tradicionalmente, asBAL s8o classificadas pelas suas
caracteristicas morfol dgicas e bioquimicas. Contudo,
os resultados obtidos sdo frequentemente ambiguos
e 0s métodos utilizados sdo morosos. Outros métodos
mais robustos, que tém sido aplicados com sucesso
naidentificagdo de BAL associadasao vinho, incluem
perfis de proteinas celulares totais, tipo de
peptidoglicano da parede celular e perfis
isoenziméticos da lactato desidrogenase (Tracey e
Britz, 1987; Dicks e van Vuuren, 1988). As técnicas
moleculares permitem obter resultados menos
controversos comparativamente a outros métodos

(Zapparali et al., 1998; Sohier et al., 1999).

1.7.1 M étodos fenotipicos

M étodos cléssicos

Os métodos fenotipicos classi cos direccionados para
caracteres morfol dgicos, fisiolégicos e bioquimicos
sdo usados em esquemas de identificacdo de
microrganismos na maioria dos laboratérios de
microbiologia. Estes métodos constituem abase para
adescricdo formal de diferentes taxa: desde espécie
e subespécie até género e familia e sdo usados na
identificac8o e diferenciagdo das BAL (Vandamme



et al., 1996). Os caracteres morfol 6gicos referem-se
as caracteristicas das células (forma, Gram,
mobilidade) e dascolénias (cor, forma). Oscaracteres
fisiolégicos avaliam o crescimento em diferentes
condicdes de cultura (temperatura, concentracdo de
sal etoleranciaapH é&cido e alcalino), como referido
no ponto 1.2. Os caracteres bioquimicos sdo
direccionados para a producédo de diversos
metabolitos e enzimas especificos, e incluem a
fermentacdo da glucose (caracter homo e
heterofermentativo) bem como osisdmeros do acido
l&ctico produzido, perfis metabdlicos resultantes da
hidrdélise de outros aglcares, hidrélise da arginina e
daesculing, entre outros. Os testes miniaturizados de
fermentacéo de aclcares na galeria APl 50CH sdo
largamente utilizados na identificacéo das BAL
isoladas de vinho (Wibowo et al., 1985; Daviset al.,
1988), emboraasua utilizagdo tenhasido questionada
por agunsinvestigadores (Pardo et al., 1988; Jensen
e Edwards, 1991). E importante salientar que dentro
de uma espécie, as reacgdes de fermentacdo ndo sdo
iguais para todas as estirpes. Ja foram observadas
variabilidades significativas nas reaccdes
fermentativas de estirpes de O. oeni ede Pc. parvulus
(Daviset a., 1988; Fleet, 1993).

Tipagem fégica e bacteriocinica

Estes métodos de tipificacdo sao utilizados para
diferenciar estirpesanivel infraespecifico. A tipagem
fagica é baseada nas diferencas de sensibilidade das
estirpes a um conjunto de bacteriéfagos. Este teste €
de extrema importancia na selecc¢do de estirpes
‘starter’ para a industria alimentar. Num estudo
efectuado por Tenreiro (1995), usando 19 fagos em
30 estirpes de O. oeni, esta técnica revelou uma
capacidade de tipificaco de 47%, embora se tenha
conseguido a discriminacdo total das estirpes
tipificaveis quando se consideraram as eficiéncias de
plagueamento. A tipificagdo baceriocinica baseia-se
na sensibilidade as bacteriocinas (substancias de
natureza proteicaque tém um efeito bactericidasobre
outras bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes) e permite diferenciar estirpes muito
préximas (Curk et al., 1994).

Andlise serolégica

Astécnicas seroldgicasavaliam o potencial antigénico
dos constituintes celulares. A serotipagem tem como
objectivo detectar diferencas de expressdo dos
antigénios de estirpes de uma mesma espécie. Esta
técnica, ainda que apresentando algumas limitagdes,
esta descrita como sendo mais reprodutivel e
discriminante que afagotipagem (Maslow et al., 1993
citado por Tenreiro, 1995). Nas bactérias|acticas esta
técnica é realizada de acordo com o método de
Lancefield (Curk et al., 1994).

1.7.2 M étodos quimiotaxonémicos

Diversos componentes da célula bacteriana tém sido

usados em sistemas de tipificagdo para caracterizar
asestirpes bacterianas anivel infraespecifico. Outros
métodos analiticos mais sofisticados (e.g. pirdlise
acoplada a espectrometria de massa e andlise do
espectro infravermel ho pelatransformadade Fourier)
permitem avaliar a composi¢do quimica total das
células bacterianas (Vandamme et al., 1996).
Independentemente do método aplicado é essencial
apadronizagdo de todo o procedimento experimental
desde as condigdes de cultura das células (meio de
cultura, temperatura de incubagdo) até as condicoes
de extracg8o e separagdo analitica

Perfis de ésteres metilicos de &cidos gordos

Na maioria das bactérias gram positivas os écidos
gordos podem ser obtidos por transesterificagdo a
partir dos lipidos da membrana citoplasmatica. A
separacdo e identificagdo da mistura destes ésteres
metilicos de &cidos gordos (FAMEs, Fatty Acid
Methyl Esthers) é efectuada por cromatografia em
fase gasosa com espectrometria de masssa (GC-MS)
(Kroppenstedt, 1985). Estes|ipidos membranares séo
um grupo diverso de molécul as que podem ser usados
como marcadores paraaclassificacgo eidentificacéo
de microrgani smos, sendo por iSso necessario que 0s
extractos sejam produzidos em condicdes
padronizadas. Esta técnica foi ja aplicada na
caracterizac&o e identificagdo de Leuconostoc spp.,
Weissella spp. e Oenococcus oeni (Tracey e Britz,
1989 cit. por Rodas et al., 2005; Bjorkroth e
Holzapfel, 2003 cit. por Koort, 2006; Guerrini et al.,
2003).

Andlise de proteinas celulares totais

A expressdo global de um genoma bacteriano resulta
nasintese de cercade 2000 proteinas diferentes. Estas
moléculas constituem uma fonte de informacdo de
elevado potencial paraacaracterizacdo, classificagéo,
identificagdo e tipificacdo de bactérias (Jackman,
1985). A separacdo de uma mistura de proteinas
celularestotais por electrof orese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) produz um perfil
complexo (electroforegrama) que pode ser
considerado como um ‘fingerprint’ caracteristico de
cada estirpe bacteriana (Curk et al., 1994; Costas,
1990 cit. por Tenreiro, 1995). Véarios estudos tém
encontrado uma boa correlacdo entre os resultados
de hibridacéo DNA-DNA e a andlise dos perfis de
proteinas celulares totais (Chambel, 2001; Semedo,
2005). A aplicacdo desta técnica paraidentificagdo e
diferenciacdo deestirpesde BAL dovinhofoi descrita
por diversos autores (Dicks et al., 1990; Couto e
Hogg, 1994; Patarataet al., 1994, Dickset al., 1995z,
Dicks et al., 1995b; Tenreiro, 1995).

M obilidade el ectrof oréticadelactato desidrogena-ses

A mobilidade electroforética das L (+) e D(-) lactato
desidrogenases (LDH) foi descrita como uma
caracteristica importante na classificagdo das BAL,
nomeadamente nadiferenciagdo de a gumas espécies
do género Leuconostoc (Garvie, 1986). Tenreiro




(1995) observou que amobilidade electroforéticada
D-LDH de estirpes de O. oeni em gel de amido era
cercade 70 a90% inferior relativamente ade estirpes
pertencentes a espécies do género Leuconostoc e que
os perfis el ectroforéticos desta enzima apresentavam
um elevado polimorfismo naquela espécie. Estes
polimorfismaos foram também observados por outros
autores (Dicks et al., 1995b; Sato et al., 2001).

Andlise da composicdo da parede celular

A estrutura da mureina € considerada um marcador
taxondémico importante para a caracterizagéo de
bactérias gram positivas. Entre espécies bacterianas,
a estrutura quimica do peptidoglicano difere apenas
na composicao das cadeias laterais peptidicas, nas
quais 3 aminoéacidos sdo constantes (L-alanina, &cido
D-glutdmico e D-alanina) (Dellaglio et al., 1994).

1.7.3Méodosbaseadosna analisedo genomactotal

Determinacdo do teor molar de guanina e citosina
(mal% G+C)

Este foi um dos primeiros métodos moleculares
usados em taxonomiabacteriana, sendo normalmente
recomendado para a descrigéo de novas espécies e
géneros. No Manual de Sistemética Bacteriana de
Bergey sdo incluidos estes valores para todas as
espécies. Embora esta percentagem deva ser
considerada, ndo apresenta potencial deidentificacéo
per si. Entre procariotas, o teor molar de G+C varia
entre 20 e 80 mol%. Apesar deste parémetro ndo
reflectir a sequéncia de nucledtidos do genoma,
teoricamente, moléculas de DNA com diferencas de
teor molar de G+C entre 20-30 mol% podem n&o ter
nenhuma sequéncia em comum. Actual mente aceita-
se que organismos que apresentem diferencas
superiores a 10-12 mol% ndo pertencem a0 mesmo
género e que 5 mol% é a variagdo comum dentro de
uma espécie (Priest e Austin, 1993; Rossell6-Morae
Amann, 2001).

Hibridacdo DNA-DNA

A determinacdo da semelhanca DNA-DNA é
actualmente atécnicade referéncia (‘ gold standard’)
mais utilizada para descrever novas espécies de
procariotas devido ao elevado grau de correlagéo
observado entre semelhancas gendémicas e
semelhancas fenotipicas (Stackebrandt e Goebel,
1994). E geralmente aceite que um grupo de estirpes
da mesma espécie devem partilhar um grau de
semelhanca DNA-DNA igual ou superior a 70%
(Rossell6-Mora e Amann, 2001). Esta foi uma das
técnicas utilizadas por diversos investigadores, que
permitiu evidenciar as diferencgas entre as espécies
de Leuconostoc, e que levaram Dicks et al. (1995b)
a propor areclassificacdo de Leuconostoc oenos em
Oenococcus oeni e Endo e Okada (2006) a definir a
nova espécie deste género, Oenococcus kitaharae.

Andlise de macrorestricdo por PFGE

A macrorestricdo baseia-se na restricdo do DNA
gendmico com enzimas de corte pouco frequente (6-
8 bp), seguida da separacdo dos fragmentos
resultantes por electroforese em campo pulsado
(PFGE, ‘Pulsed-Field Gel Electrophoresis’). A
utilizacao deste tipo de electroforese permite a
separacao de fragmentosde DNA com dimensdes até
10 Mb. Este poder de separacéo de fragmentos de
tdo elevado peso molecular, comparativamente a
electroforese convencional (20 a 50 Kb), resulta da
utilizagdo alternada de campos eléctricos em duas
direcces, que originam areorientagdo dasmoléculas
em resposta a mudanga de direcgdo do campo
eléctrico. Dado que o tempo de reorientagdo das
moléculas é proporciona a sua dimensdo, agamade
massas molecul ares resol vidas num determinado gel
depende do tempo de aplicagdo do campo eléctrico
em cada direc¢do (tempo de pulso). Os perfis de
macrorestricdo (constituidos por 5 a 20 bandas entre
10 a 800 Kb) obtidos ap6s electroforese em campo
pulsado, representam um ‘fingerprint’ identificativo
que pode ser usado na diferenciacdo de estirpes
bacterianas (Tenreiro, 1995). Esta técnica molecular
tem-se revelado um dos métodos de tipificagdo com
maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995; Chambel,
2001), sendo normalmente consideradacomo técnica
‘gold standard’ entre os métodos moleculares de
tipificagdo (Olive e Bean, 1999). Estes factos
justificam asua aplicacdo naavaliacdo dadiversidade
intraespecifica em O. oeni por varios autores
(Tenreiroetal., 1994; Zavaletaet al., 1997; Zapparoli
et al., 2000; Sato et al., 2001; Guerrini et al., 2003).

RFLP  (‘Restriction Fragment Length
Polymorphisms’)

A andlise de polimorfismos de dimensao de
fragmentosderestricéo baseia-se nadigestéo de DNA
gendmico com enzimas de corte frequente (4-6 bp) e
na separacdo do elevado nimero 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 andlise sgja dificultada pelo elevado nimero de
fragmentos obtidos, Tenreiro (1995) num estudo com
30 estirpesde O. oeni, refere autilidade destatécnica
na confirmacgéo da identidade de sub-grupos de
estirpes ndo discriminados por outras técnicas de
tipificagcdo gendmica (ribotipagem e andlise de
macrorestri¢do) e sugere a sua utilizagdo como
meétodo final de discriminagao.

PCR ‘fingerprinting’

PCR ‘fingerprinting’ é uma designagéo genérica
aplicada a metodologias baseadas em PCR e que
originamum ‘fingerprint’ (impressdo digital) de cada
microrganismo. Apesar da grande diversidade de
técnicas de PCR ‘fingerprinting’, todas tém em
comum o facto de se basearem na amplificagdo de



diferentes regifes do genoma por PCR, utilizando
apenas um ‘primer’ e condi¢des de PCR pouco
restritas (‘low stringency’). Estas técnicas podem ser
agrupadas de acordo com a regido avo 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 regides do genoma,
enquanto que nas restantes técnicas (BOX-, ERIC-,
REP-, M 13-, ‘microsatellite-primed’-PCR) o * primex’
é dirigido para sequéncias repetidas espal hadas pelo
genoma. Consoante o tipo de sequéncia repetida, as
técnicas adquirem designacdes diferentes. Estas
técnicas apresentam um potencial de discriminacdo
muito elevado anivel deestirpe, tanto em procariotas
como em eucariotas. No entanto, em todas estas
técnicas o contelido informativo fornecido por um
‘primer’ pode ser completamente diferente de uma
espécie para outra, podendo ser mais ou menos
discriminante, jaque depende da presenca, nimero e
localizacdo de sequéncias complementares ao
‘primer’ no genoma dos microrganismos a
caracterizar. S80 varios os trabalhos que utilizaram
RAPDsnatipificago deestirpesde 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 M étodos baseados na andlise de segmentos
do genoma

Sequenciacéo de rDNA 16S

Em 1994, Stackebrandt e Goebel apresentaram um
estudo de correlacdo entre a sequenciacdo de rRNA
16S e a hibridacdo DNA-DNA. De acordo com este
estudo, valoresde homologiaderRNA 16Sinferiores
a97% correspondem avalores de semelhanca DNA-
DNA inferiores a 50%, enquanto valores de
homologia superiores a 97% podem corresponder a
valores de semelhanga DNA-DNA que variam entre
10-100%. Apesar de reconhecerem as vantagens
préticas da sequenciacdo de rRNA em relagdo a
hibridagdo DNA-DNA, estes autores concluem que
0 potencia de aplicacdo da andlise de sequéncias de
rRNA 16S esta na determinagdo do nivel a partir do
qual énecessario realizar ensaiosde hibridagdo DNA-
DNA, quefixam em 97% de homologia. Estesautores
propuseram ainda a inclusdo da sequéncia de rRNA
16S numa descri¢do polifésica de espécie.

Actualmente, a dimensé@o das bases de dados
disponiveis permiteaidentificagdo anivel de espécie
de bactérias por comparacdo de sequéncias de rDNA
16S (para valores de homologia superiores a 97%).
Estametodol ogia permitiu aidentificacdo de estirpes
de O. oeni (Sato et al., 2001; Du Plessis et al., 2004)
e contribuiu para a descricéo 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).

Sequenciacdo de genes ‘ housekeeping’

Em 2002, o comité ad hoc para a reavaliacdo da
definicao de espécie em bacteriologia recomenda a
determinacdo da sequenciacdo parcial de pelo menos
cinco genes ‘housekeeping’ por uma abordagem de
MLST (‘Multi Locus Sequence Typing') como um
dos métodos de diferenciacéo de estirpes aaplicar na
caracterizacéo da variabilidade infraespecifica
(Stackebrandt et al., 2002). DelasRivaset al. (2005)
aplicaram este método a 18 estirpes de O. oeni
provenientes de vinhos de diferentes paises, usando
0s genes gyrB (subunidade B da DNA girase), pgm
(fosfoglucomutase), ddl (D-alanina-D-Dalanina
ligase), recP (transcetolase) e mleA (enzima
malolé&ctica). Segundo os autores, a técnica revelou
um poder discriminante superior ao da ribotipagem.
Mais recentemente, Delaherche et al. (2006)
aplicaram atécnicade ML ST a16 estirpesde O. oeni,
utilizando 9 genes para avaliar a diversidade a nivel
intraespecifico e uma possivel correlacéo entre a
actividade mal ol &ctica e a presenga de mutagBes nos
genes alvo.

Ribotipagem

A ribotipagem € umavariante dos RFL Psque combina
aandlise de fragmentos de restri¢éo com hibridago,
usando sondas especificas para rDNA de modo a
reduzir o nimero de fragmentos a analisar. Tendo
como alvo sequéncias do ‘cluster’ de genes
ribossomais, o poder discriminante destatécnicaesta
limitado pela variabilidade destas sequéncias, pela
sonda utilizada e, principalmente, pela enzima de
restrico seleccionada para um grupo particular de
microrganismos. Tenreiro (1995) aplicou estatécnica
na caracterizacdo de estirpes de O. oeni isoladas de
vinho, utilizando quatro enzimas de restrigéo e uma
sonda dirigida pararDNA 16S, tendo verificado que
esta apresentava um poder discriminante limitado,
permitindo diferenciar apenas 7 a 13% das estirpes,
consoante a enzima de restri¢do. Num estudo
efectuado com estirpes isoladas de vinhos da regi&o
de Chianti, Viti et al. (1996), apds a analise dos
ribotipos obtidos com umasondadirigidapararDNA
16S+23S e comparando-os com os obtidos paraoutras
espéciesde BAL, identificaram as estirpes em estudo
como pertencentes a espécie O. oeni.

PCR-RFLPs

Estatécnicabaseia-se naamplificagdo de umaregido
gendmicapor PCR seguida de digest&io com enzimas
restricdo de corte frequente (4-6 bp). A separacéo dos
fragmentos obtidos é normalmente realizada por
electroforese convencional em gel de agarose.
Quando as regides gendmicas avo pertencem aos
operdes ribossomais, a técnica é designada por
ARDRA (‘Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis’). Devido a pressdo selectiva a que estéo
sujeitos, osgenesribossomai s apresentam um elevado
nivel de conservagdo em todos os organismos. Pelo



contrario, no interior dos operdes rrn e entre genes
ribossomai s adjacentes, existemn sequéncias de DNA
espacador (ITS, ‘ Intergenic Transcribed Spacer’) que
estdo sujeitas a uma menor pressdo selectiva,
apresentando por isso umataxa de mutac&o superior.

Os padrbes de 16S-ARDRA séo, geralmente,
caracteristicos daespécie etornam possivel identificar
a maioria das espécies de BAL isoladas do vinho.
Estatécnicafoi aplicadapor Sato et al. (2001) e Rodas
et al. (2003, 2005) e, mais recentemente por nds num
trabalho de caracterizagéo de bactérias lacticas dos
vinhos da RDD (Inés, 2007). Os padrdes de ITS
ARDRA sdo mais discriminantes e permitem a
tipificacéo de estirpes. Esta técnica foi aplicada por
Rodriguez et al. (2007) na diferenciagéo de estirpes
de Lactobacillus hilgardii.

‘Gene-specific’ PCR

A identificacdo dasBAL pode ser redlizada utilizando
‘primers’ dirigidos para regides particulares do
genoma bacteriano. Estas regides, apresentam
sequéncias que sdo especificas daespécie e, por isso,
podem ser usadas paradistinguir estirpes de espécies
diferentes. Por exemplo, a identificagdo a nivel de
espécie de estirpes de O. oeni é possivel utilizando
‘primers’ especificos que tém como regido avo o
rDNA 16S (Bartowsky e Henschke, 1999) ou o gene
mleA (Zapparoli et al., 1998). Outrasespéciesde BAL
com relevancia enoldgica tém 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; Rodriguez et al., 2007), e Pediococcus
damnosus com ‘primers’ dirigidos para o plasmideo
responsavel pela producéo de exopolissacéridos
(Gindreau et al., 2001).

1.7.5 Outros métodos moleculares

Existem ainda métodos moleculares de aplicacéo
directana caracterizagdo de amostras mistas que ndo
necessitam de recorrer ao isolamento e cultura de
microrganismos e que permitem caracterizar a
diversidade microbiana presente nestas amostras.
Estesmétodos permitem, por exempl o, aidentificagdo
e monitorizagdo dos microrganismos associados a
processos fermentativos. As técnicas de PCR-TGGE
(‘ Temperature Gradient Gel Electrophoresis’), PCR-
DGGE (‘' Denaturing Gradient Gel Electrophoresis'),
hibridagéo in situ (‘FISH - Fluorescence in situ
Hybridisation”) e RT-PCR ou gRT-PCR (‘ Real-time
PCR’ e ‘quantitative Real-time PCR’) sdo alguns
exemplos.

PCR-TGGE e PCR-DGGE séo métodos moleculares
que baseiam a discriminacdo das espécies unicamente
sobre as diferencas das sequéncias nucleotidicas de

produtos de amplificagdo de genes alvo. Estes
produtos sdo separados, de acordo com a sua
sequéncia nucleotidica, por electroforese em
condicBes desnaturantes, utilizando um gradiente de
temperatura (TGGE) ou um gradiente quimico
(DGGE). A técnicade PCR-DGGE direccionadapara
orDNA 16Sfoi utilizadapor Lopez et al. (2003) para
caracterizar todos os microrganismos do vinho
(leveduras, bactérias do acido lactico e bactérias
acéticas). Renouf et al. (2006) e Spano et al. (2007)
utilizaram amesmatécnicadirigidaparao generpoB
(sub-unidade catalitica da RNA polimerase) para
caracterizar as BAL do vinho.

A técnica de FISH é amplamente aplicada na
deteccéo, identificacdo e contagem directa ao
microscopio de fluorescéncia, de bactérias e outros
microrganismos. Normalmente utiliza sondas
oligonucleotidicas dirigidas parao rRNA (5S, 16Se
23S) marcadas com fluorocromos. Esta técnica foi
usada na detec¢do e identificacdo de BAL no vinho
por Sohier e Lonvaud-Funel (1998), Blasco et al.

(2003) e Hirschhauser et al. (2005).

PCR em tempo real € um método rapido e fidedigno
parafinsdeidentificacdo e enumeracdo, que também
permite a quantificagdo. A quantificacdo rapida 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 ENOLOGICO DAS BAL DO
VINHO

A complexidade e diversidade das actividades
metabdlicas das BAL no vinho, ilustrada na Figura
5, sugerem que a fermentacdo maloléctica € mais do
gue uma mera descarboxila¢éo, podendo afectar
positiva e/ou negativamente a qualidade do vinho
(Bartowsky, 2005).

1.8.1 A fermentacdo maloléactica

A FML no vinho, considerada uma fermentacéo
secundéria (ou mais correctamente uma
descarboxilac&o), ocorre normamente no final da
fermentacé@o alcoodlica, embora por vezes possa
ocorrer em simultaneo ou ndo ocorrer. Este processo
bioldgico de desacidificacéo é realizado pelas BAL
envolvendo a conversdo do é&cido dicarboxilico L-
malico, um dos principais &cidos organi cos presentes
no vinho, a um &cido monocarboxilico L-l&ctico e
dioxido de carbono, resultando num acréscimo de pH
e decréscimo da acidez titulavel (Figura 6), que se
reflecte na estabilidade microbioldgica e qualidade
organoléptica dos vinhos (Davis et al., 1985; Liu,
2002; Bartowsky, 2005). No vinho, esta
desacidificacdo bioldgica € normamente conduzida
por estirpes de Oenococcus oeni, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus
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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).



spp. e Pediococcus spp..

A FML é considerada indispensavel a qualidade e
até a estabilidade da maioria dos vinhos tintos. Nos
mais acidos € particularmente importante, pela
reducéo da acidez e aumento do pH que provoca. A
substituicdo do &cido malico pelo acido léactico
provoca umamelhoria no sabor dos vinhos, umavez
queo &cido | &ctico € menos agressivo ao paladar. Pelo
contrario, nos de acidez baixa, pretende-se aobtencao
de estabilidade microbiol 6gicae, em ambos os casos,
umamelhoriano aroma e sabor dos vinhos (Mendes-
Faia, 1991).

Esta fermentacéo é mais frequente em vinhos tintos
do que em rosados ou em brancos, diferenca que se
atribui aos teores mais elevados de SO2 utilizados
nos vinhos brancos, & sua maior acidez e, ainda, a
reducéo de nutrientes nos mostos brancos quando se
faz adefecacdo. Embora o desaparecimento do &cido
malico ndo sejabenéfico em termosde caracteristicas
organol épticas nos vinhos de regides quentes, muitas
vezes promove-se a ocorréncia da FML seguida de
umaacidificagdo com acido tartérico. H4, no entanto,
referéncias que indicam que em vinhos pouco acidos
a FML nem sempre provoca uma diminui¢cdo da
qualidade (vinhos daCaliférnia, Africado Sul, Israel
eregido do Douro) (Mendes-Faia, 1991). Nosvinhos
em que a FML é desgjada, esta desacidificacdo
bioldgicadeve ocorrer o mais cedo possivel, sempre
antes do engarrafamento, paraque se possa estabilizar
o vinho.

A descarboxilagdo do &cido L-malico a &cido L-
l&ctico é catalizada pela enzima maloléactica (MLE,
EC 1.1.1.-), dependente de NAD+ e Mn2+. Os genes
gue codificam para a enzima maloléctica (mleA) e
malato permease (mleP) encontram-se organizados
num operéo (Figura6). Transcrito nadirecgdo oposta
amontante do operdo mleAP localiza-se um putativo
gene regulador (mleR) responsavel pela producdo de
uma proteina reguladora da familia tipo-LysR
(Labarre et al., 1996; Galland et al., 2003).

Esta configuragéo genética, de certo modo simples,
parece ser conservada em vérias 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 as células bacterianas actuando
como um mecanismo de transducdo de energia
quimiosmética, gerando ATP adicional, via ATPase
(Cox eHenick-Kling, 1989, 1990, 1995; Olsenet al .,
1991; Salemaet al., 1996). Em resumo, 0 acréscimo
de pH intracelular produz uma forca protomotriz
(??P). Por cadamol éculade malato queentranacélula
e sofre descarboxilacdo, umamolécula de lactato sai
da célulaacompanhada de um H+, que é equivalente
atrandocacdo deum HY parao exterior. A exportacéo
do lactato a favor de um gradiente de concentracéo

fornece a célula energia para transportar os H*. o
aumento da forca protomotriz pode ser usado pela
ATPase membranar paraproducdo de ATP. No vinho
edevido ao seu pH téo reduzido, ndo ocorreaglicdlise
eaFML seraprovavelmente atnicaviaparaO. 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 caracteristicas organolépticas e
aumenta a estabilidade microbioldgica dos vinhos
(Davisetal., 1985; Kunkee, 1991; Versari et al ., 1999;
Arnink e Henick-Kling, 2005). A modificacdo do
aroma observada apés a FML deve-se ao acido
I&ctico, per si, menos agressivo, e a0 aumento deuma
série de outros compostos (Figura 7), nomeadamente,
diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, ésteres (lactato de
etilo, succinato de dietilo) e agunsalcdois superiores
ealibertacdo de agliconas arométicas (M ascarenhas,
1984; Mendes-Faia, 1990; Martineau e Henick-Kling,
1995; Bartowsky et al., 1997; Bartowsky e Henschke,

2000, 2004).

Haum conjunto de actividades enziméticas detectadas
em varias espéciesde BAL que contribuem parauma
maior complexidade do aroma dos vinhos apés a
FML. Dadaarelevanciadas ?>-glucosidasesno aroma,
estas enzimas seréo apresentadas em separado mais
adiante. Outra actividade enzimédtica com relevancia
positiva em termos enol 6gicos é a da enzima tanino-
acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20), vulgarmente designada
por tanase, que catalisa a hidrolise das ligagoes éster
em taninos hidrolisaveis tais como o &cido tanico,
libertando glucose e &cido galico (Lekha e Lonsane,

1997 cit. por Vaguero et al., 2004).

A actividade datanino-acil-hidrolase, apesar de pouco
dispersa entre as BAL, deve ser usada como critério
na seleccdo de culturas malolacticas ‘starter’, uma
vez que confere vantagens no processo devinificagdo
ao reduzir a adstringéncia e turvagdo no vinho
(Vagueroet al., 2004). Num * screening’ realizado por
estesautores 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 as modificacdes 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
enxofrevoléate's, particularmente acido 3-metil sulfanil
propidnico em variosvinhostintos apésaFML. Este
composto, que é caracterizado por odores achocolate
e tostado contribui para a complexidade aromatica
produzida pela FML (Pripis-Nicolau et al., 2004).
Os metabolitos produzidos com caracter negativo
também ilustrados na Figura 7 seréo discutidos no

ponto seguinte desta revisgo.

Relativamente a estabilidade microbiolégica dos
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vinhos atingida apds a FML, esta ocorre através da
deplecdo de nutrientes e libertacdo de substancias
antimicrobianas pelas BAL (Pramateftaki et al.,
2006). Ao metabolizarem compostos que combinam
o dioxido de enxofre (piruvato, oxoglutarato e
acetaldeido) as BAL também contribuem para o
aumento da estabilidade do vinho (Mendes-Faia,

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

A hidrélise dos glucosideos pela acgcéo de
a-glucosidases

Na maioria dos casos, 0s a-glucésidos séo
hidrolisados por &-glucosidases extracelulares ou
associadas a parede celular (Gonzéalez-Candelas et
al., 1989) através de vias metabdlicas semelhantes
as descritas para a lactose pela accédo da
a-galactosidase. Asa-glucosidases ou &-D-glucosideo
glucohidrolases (& G, EC 3.2.1.21) constituem um
grupo de enzimas bem caracterizadas, biologicamente
importantes, que catalizam a transferéncia do grupo
glicosil entre nucledfilos de oxigénio. Esta reaccdo
de transferéncia geralmente resulta na hidrélise de
uma ligacéo -glucosidica que liga residuos de
hidratos de carbono em aril-, amino-, ou
alquil- &-D-glucosideos, glucosideos cianogénicos,
oligossacaridos de cadeiacurtae dissacaridos (Bhatia
et al., 2002). Em mostos e vinhos desempenham um
papel importante na hidrélise dos precursores
glucoconjugados e na libertacdo de compostos
arométicos activos (Palmeri e Spagna, 2007). O
aromadas uvasinclui moléculasvol&eiseodoriferas,
sob a forma livre, especialmente terpenos (linaloal,

geraniol, nerol, citronelol, a-terpinieol, 6xido de
linalool) que conferem o carécter frutado a certas
cultivares. Adicionalmente, estes compostos podem
formar complexos glucosidicos ndo voléteis e sem
aroma, designados por precursores do aroma (Mateo
e Jiménez, 2000; van Rensburg e Pretorius, 2000). A
existéncia destes precursores ndo voléateis é
interessante sob um ponto de vista tecnolégico, até
por ser afracgdo maioritérianos mostos e pela acgéo
sequencia de glucosidases poderem libertar agliconas
arométicas. A hidrdlise enzimética ocorrre em duas
fases, primeiro as ligagdes &-1,6 glucosidicas sdo
clivadas pelaaccéo de &-L -arabinofuranosidases (EC
3.2.1.55), &-L-ramnopiranosidases (EC 2.2.1.40) ou
de &-D-apiofuranosidases (EC 3.2.1.161) e os
monoterpenil- &-D-glucdsidos correspondentes sdo
libertados (arabinose, ramnose, apiose e
a-D-glucosideos). Na segunda fase, ocorre a
libertagdo da aglicona aromética apds a acgdo da
a-glucosidase (Colagrande et al., 1994; Giinata, 1994;
Palmeri e Spagna, 2007).

Com o objectivo de realcar a fraccdo aromética dos
vinhos tém sido estudadas vérias -glucosidases
provenientes de diversos microrganismos, incluindo
os relacionados com o ambiente vinico (Matthews et
al., 2004). Foram pesquisadas e detectadas
a-glucosidases em leveduras, Saccharomyces
cerevisiae e principalmente em espécies nao
Saccharomyces (Gunataet al., 1990; Rosi et al., 1994,
1995; MacMahon et al., 1999; Mendes-Ferreira et
al., 2001; Strausset al., 2001; Rodriguez et al., 2004),



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 parcia menteinibidas pel as condi¢des
devinificaco (Matthews et al., 2004). Barbagallo et
al., (2004) observaram que as estirpes de O. oeni
mantinham actividade -glucosidasica em condicdes
enoldgicas (pH, temperaturae etanol) e apresentavam
elevada actividade maloléctica apds inoculagdo em
vinho. De acordo com estes autores, asBAL parecem
expressar 0 conjunto de glucosidases necessarias para
hidrolisar muitos dos glucésidos encontrados no
vinho, aumentando a frac¢do do aroma livre. Para
além do efeito no aroma, hd a sdlientar a actividade
antocianasica que algumas a-glucosidases podem
apresentar. Estas enzimas hidrolisam as antocianinas
ligadas aos acUcares, libertando as respectivas
antocianidinas, que sdo menos estavel s, e que por isso,
se convertem espontaneamente em compostos
castanhos ou descorados. Apesar da sua accdo em
vinhostintos poder ser indesgjavel, estasenzimastém
sido propostas como meio de reduzir a intensidade
dacor nosvinhos brancos ou rosés produzidos apartir
de uvas tintas (Matthews et al., 2004). Sao ja
conhecidas algumas sequéncias dos genes que
codificam para as a-glucosidases de espécies
enoldgicas, nomeadamente de O. oeni (AY 489108)
e de Lb. plantarum (AY 489109).

1.8.3 Os efeitos nocivos das BAL no vinho

Paraalém dos aspectos benéficos dapresencade BAL
no vinho, estes microrganismos (em particular certas
estirpes) podem exercer um efeito depreciativo na
qualidade do vinho, se a sua proliferagdo ocorrer no
tempo errado durante o processo de vinificagéo (du
Toit e Pretorius, 2000). No Quadro Il s&o
apresentadas as alteracBes mais frequentes
provocadas pelas BAL em vinhos, que incluem a
producdo de véarios metabolitos indesgjavels, maus
odores e turvagdo. Dos processos de deterioracdo
referidos, serdo apenas abordados com mais
pormenor, a formac8o de carbamato de etilo e a
producdo de aminas biogénicas (particularmente
histamina, tiramina e putrescina) por constituirem
assuntos do trabalho experimental.

O metabolismo dos aminoéacidos

A utilizacdo dos aminoécidos pelas BAL pode ter
implicacdes a nivel da qualidade e da seguranca
alimentar dos produtosfermentados. Paraasbactérias
esta utilizagdo permite aumentar a sua capacidade de
obtenc&o de energia, particularmente em meios com
limitagdo de nutrientes e supostamente como resposta
a0 stress acido (Marquis et al., 1987; Cotter e Hill,
2003).
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A degradacdo da arginina e formacdo de carbamato
deetilo

As principais vias metabdlicas de degradagéo de L-
arginina utilizadas por microrganismos sao: (i) avia
daarginase-urease; (i) aviadaargininatransamidase;
(iii) a via da arginina descarboxilase; e (iv) aviada
arginina desaminase (Abdelal, 1979 cit. por Liu,
1993).

A via da arginina desaminase esta amplamente
distribuidaem procariotase, concretamente, encontra-
sepresente nalgumas BAL. Por estaviaumamolede
L-argininaé convertidanumamoledeornitinaenuma
mole de dioxido de carbono e duas moles de NH3.
Esta via envolve trés 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)
(Mirade Orduna et al., 2001; Liu, 2002; Manca de

Nadra et al., 2003).

A argininaéum dos amino&cidos presente em maiores
concentragdes no mosto e no vinho. A sua utilizagdo
originacitrulina e carbamoil fosfato, precursores do
carbamato de etilo, composto potencialmente
carcinogénico. Este composto resulta duma reaccéo
quimicaesponténea envol vendo etanol e precursores
gueincluem aureia, citrulina, carbamoil fosfato, N-
carbamil, 4 e &-aminoécidos e dantoina(Ough et al .,
1988). A reaccéo de etandlise 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 admissiveis nos
vinhos estao regulamentados em alguns paises. Para
vinhosdemesaéde 301 g/L, naUnido Europeiaeno
Canad4, enquanto quenosE.U.A. osvaloressdo mais
restritivos, sendo 151 g/L para vinhos de mesa e 60
i g/L para vinhos fortificados (Arena e Manca de
Nadra, 2005; Uthurry et al., 2006).

O catabolismo da arginina, originando ornitina,
amoniae Co, (ratio 1:2:1), providenciaavariasBAL
um processo adicional de obtencdo de energia por
fosforilagdo a nivel do substrato (Abdelal, 1979 cit.
por Konings, 2006). Alias, estaéaunicaviacatabdlica
de aminoécidos conhecida nas BAL que resulta na
producdo deATPviafosforilacgo anivel do substrato
(Christensen et al., 1999). O ATP produzido pelavia
ADI pode ser usado noutros processos metabdlicos
gue requerem energia na célula, conferindo as
bactérias capazes de obter energia por este processo
adicional, umavantagem competitiva num ambiente
t8o hostil como € o vinho, devido ao seu pH &cido e
conteido em etanol. O aumento do pH, resultante da
producédo de amonia, representaaindaum mecanismo
de homeostasia de pH, semel hante ao que ocorre nas
descarboxilagbes dos aminoacidos (Liu e Pilone,
1998; Tonon e Lonvaud-Funel, 2002).

A presenca das trés enzimas da via da ADI parece



QUADRO I

AlteracBes provocadas pelas BAL nos vinhos

Changes in wine caused by LAB

X Microrganismos
Deterioragoes . Referéncias bibliogrificas
responsaveis
“Amargor” Lactobacillus cellobiosus

formagdo de acroléina a partir da

degradagio do glicerol

“Aroma a manteiga”,
devido a produgdo excessiva de diacetilo

Crescimento floculento

“Fermentagdo manitica”
reducdo da frutose a manitol

Formagdo de fenodis  volateis  (4-
etilguaiacol e 4-etilfenol) por degradagio
de acidos fenolicos principalmente acido
fertlico e acido p-cumdrico

Formagdo de glioxal e metilglioxal

“Gordura”
produgdo de polissacaridos extracelulares
que aumentam a viscosidade do vinho

“Odor a gerdnio”

redugdo do acido sorbico a 2.4-
hexadienol que esterifica com o etanol
originado 2-etoxihexa-3,5-dieno,
responsdvel pelo odor a gerdnio

“Odor a rato” ou a acetamida, produgdo
de tetrahidropiridinas

“Produgio de aminas  biogénicas”
(histamina, tiramina, putrescina, etc,
descarboxilagio de aminodcidos

“Produgio de precursores de carbamato
de etilo

“Pico lactico™

fermentagio  lactica  dos  aglcares;
produgdo de dcido D-Lactico e produgdo
excessiva de acido acético implicado nos
amuos de fermentagdo

“Volta”
degradagio do écido tartarico; deprecia a
qualidade sensorial

Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus parvulus

Lactobacillus plantarum
Oenococcus oeni
Pediococcus spp.

Lactobacillus trichodes

Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus spp.
Pediococcus spp.

Qenococcus oeni

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus damnosus
Pediococcus pentosaceus

Qenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni
Pediococcus damnosus

Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchnerii
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus nagelii
Oenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum

Davis et al, 1988; Sponholz, 1993;
Bartwosky e Henscke 1995; Fugelsang,
1997; Claisse e Lonvaud-Funel 2001

Martineau e Henick-Kling 1995

Amerine e Kunkee 1968

Sponholz, 1993

Cavin ef al., 1993, 1997; Chatonnet ef al.,
1997: Barthelmebs et al. 2000, 2001

De Revel e Bertrand, 1993

Sponholz, 1993; Manca de Nadra e
Strasser de Saad, 1995; Giendreau ef al.,
2001; Wallng et al., 2001

Crowell e Guymont
Splittstoesser 1986

1975; Edinger e

Sponholz,  1993;  Fugelsang, 1997,

Costello ef al., 2001, 2002

Lonvaud-Funel e Joyeux 1994; Rollan et
al., 1995; Coton et al., 1998a,1998b;
Leitdo et al., 2000; Moreno-Arribas e
Lonvaud-Funel 1999, 2001; Arena e
Manca de Nadra, 2001; Moreno-Arribas
et al., 2000, 2003; Guerrini et al., 2002

Liu e Pilone 1998; Liu 2002; Azevedo er
al., 2002

Ingledew e Kunkee, 1985; Sponholz,
1993; Edwards er al., 1998a, 1998b, 2000;

Sponholz, 1993; Martineau e Henick-
Kling 1995
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verificar-se na maioria dos lactobacilos
heterofermentativos, leuconostocs e oenococos,
embora estas ja tenham sido detectadas em espécies
homofermentativas de BAL isoladas de vinho.
Contudo, a degradacdo da arginina por esta via, em
todas as espécies, parece ser um fendétipo estirpe
dependente (Spano et al., 2006). Osgenesenvolvidos
nadegradacdo da argininaencontram-se organizados
no operéo arc. Apesar de este operdo apresentar
variagdes de estrutura entre diferentes espécies de
BAL, estdo 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/arcD?2), transami-nases (arcT), tRNA
sintetases (arcS) e proteinas reguladoras (arcR)
(Dival et al., 2003). Este operdo ja foi descrito em
estirpesde Lactobacillushilgardii (Arenaet al., 1999,
2002), Oenococcus oeni (Mirade Ordunaet al., 2001;
Tonon et al., 2001a, 2001b, Nehmé et al., 2006),
Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004, 2006),
Lactobacillus sake (Zuniga et al., 1998, 2002) e
Enterococcus faecalis (Barcelona-Andres et al.,
2002).

No vinho, o contacto prolongado das BAL (viaveise
vidveis mas ndo cultivaveis) com as borras residuais
das leveduras deve ser considerado como um factor
de risco significativo para a formacdo 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, ndo €
aconselhavel a utilizagdo de estirpes de Oenococcus
oeni que excretem citrulina como culturas ‘starter’.
Algunsdestes 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 excluidas num processo

de seleccdo de ‘starters paraareaizacdo da FML.

A formacdo de aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo
peso molecular, que podem ser produzidas e
degradadas durante a actividade metabdlica normal
dosanimais, das plantas e dos microrganismos (Arena
e Manca de Nadra, 2001). No homem, estas
substancias podem desempenhar um papel metabdlico
importante, relacionado com o crescimento
(poliaminas) ou com fungdes dos sistemas nervoso e
circulatorio (histaminaetiramina). Quando ingeridas
em excesso, podem provocar hipotensdo, hipertensdo,
pal pitagdes cardiacas (aminas vasoactivas), dores de
cabeca (aminas psicoactivas) e varias reaccfes
alérgicas (Lonvaud-Funel, 2001; DelasRivaset al.,
2005). As aminas biogénicas sdo essencialmente
formadas apartir dadescarboxilagéo dos aminoacidos
precursores (ten Brink et al., 1990 cit. por Guerrini
et al., 2002; Lonvaud-Funnel, 1999; Marcobal et al.,
20063, 2006b). Deste modo, as aminas histamina,
tiramina, triptamina, serotonina, 2-feniletilamina,
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Fig. 8 - Algumas aminas biogénicas e aminoécidos precur-
sores (adaptado de Buckenhuskes, et al., 1993). (D)
Descarboxilagdo; (R) Espermidina é formada pela reacgdo da
putrescina com um residuo propilamina que provém da
metionina. (), alifética; (*) aromética; (") heterociclica.
Some biogenic amines and their precursors (adapted from
Buckenhiiskes, et al., 1993). (D) Decarboxylation. (R)
Spermidineis  formed by a reaction of putrescine with a
propylamine residue which descends from methionine. (),
aliphatic; (*) aromatic; (™) heterocyclic.

agmatinae cadaverina(Figura8) sdo formadasapartir
dos aminoécidos histidina, tirosina, triptofano,
hidroxitriptofano, fenilalanina, arginina e lisina
respectivamente (Buckenhtiskes, 1993; Silla Santos,
1996; Kalac e Krieek, 2003). A putrescina pode ser
formada a partir da ornitina ou da agmatina, e a
espermidina e espermina sdo formadas a partir da
putrescina pela ligagdo de grupos aminopropil
catalizada pela espermidina sintase e espermina
sintase (Teti et al., 2002).

Durante os processos de fermentacéo de vérias
matérias primas para a obtencdo de alimentos e
bebidas, como por exemplo, queijo, enchidos,
vegetais fermentados, cerveja e vinho pode ocorrrer
aformacao de aminas biogénicas pelasBAL. Muitas
bactérias apresentam actividades descarboxilésicas,
que favorecem o seu crescimento e sobrevivénciaem
meios acidicos, pelo acréscimo do pH. No vinho,
varios aminoécidos podem ser descarboxilados e,
consequentemente, podem ser encontradas aminas
biogénicas, predominando a histamina, atiramina, a
putrescina, a isopentilamina e a a-feniletilamina
(Radler e Fath, 1991; Bodmer et al., 1999; L onvaud-
Funel, 2001; Moreno-Arribas et al., 2003). Embora
algumas aminas biogénicas possam provir
directamente das uvas e outras sejam resultantes da



actividade metabdlica das leveduras Saccharomyces
e ndo Saccharomyces e das bactérias acéticas,
normal mente as aminas biogénicas aumentam apés a
FML (Vida-Carouetal., 1990; Le Jeuneet al., 1995;
Soufleroset al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001; Torrea
Goni eAncin-Azpilicueta, 2001; Gardini et al., 2005;
Landeteet al., 2005; Pramateftaki et al., 2006). Entre
as BAL, a actividade descarboxilasica é especifica
da estirpe e dentro das diferentes espécies de
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e
Oenococcus esta distribuida aleatoriamente.

No vinho, contudo, os seusteores sdo muitoinferiores
aosdescritos paraoutros alimentos, aindaque o etanol

possa potenciar o efeito toxico da histamina, pela
inibic&o das amino oxidases. Actualmente, amaioria
dos paises da U.E., o Canada recomendam teores de
histamina ndo superiores a 10 mg/L, enquanto na
Alemanhao limite €de 2 mg/L. Osefeitos potenciais
nas transagBes comerciais de vinhos resultantes da
imposicdo destes limites e a procura pelos
consumidores cadavez maior de produtos saudavels,
isentos de substancias toxicas, devem constituir uma
preocupacdo paraos produtores nacionais. Paraaém
da suatoxicidade, as aminas biogénicas, quando em
concentracfes elevadas, podem conferir alteractes
desagradaveis detectéveis 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 a existéncia de aminoacidos
precursores, de estirpes com actividade
descarboxilasica, de factores que afectam o
crescimento dessas estirpes, bem como algumas
préticas enol 6gicas (L onvaud-Funel, 2001; Gonz& ez-
Marco eAncin-Azpilicueta, 2006; Martin-Alvarez et
al., 2006) como por exemplo o contacto prolongado
com asborras (Lonvaud-Funel, 2001) eaté o processo
fermentativo. Os vinhos tintos apresentam um teor
deaminasgeralmente superior ao dosvinhosrosados,
brancos e fortificados (Landete et al., 2005; Leitéo
et al., 2005; Bover-Cid et al., 2006).

A histamina

A histaminaéaaminabiogénicamaisfrequentemente
associada a intoxicagdes alimentares devido a sua
elevada actividade bioldgica, provocando dores de
cabeca, hipotensdo e problemas digestivos (Fernandez
et al., 2006a). E encontrada em diversos alimentos,
nomeadamente, em peixes e derivados, enchidos,
queijos, cerveja, vinhos e outros produtos
fermentados (Slomkowskae Ambroziak, 2002; Kalac
e Krieek, 2003; Fernandez et al., 2006).

A histidina descarboxilase (HDC, EC 4.1.1.22) é a
enzima que converte a histidina a histamina e CO.,.
Existem duas classes distintas de histidina
descarboxilases: (i) asque requerem piridoxal fosfato
como cofactor, presentes nos eucariotas e nas
bactérias gram negativas, e (ii) as que utilizam um
mecanismo catalitico diferente, baseado num grupo
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piruvoil ligado covalentemente ao centro activo,
caracteristicas das bactérias gram positivas (Huynh e
Snell, 1985; Vaaler et al., 1986; van Poelje e Snell,
1990 cit. por Lucas et al., 2005). Paraalém daviada
histidina descarboxilase, outra via envolvida na
degradacdo da histidina, a via da histidina aménia-
liase (EC.4.3.1.3), tem sido descrita em bactérias. A
histidina aménia-liase catalisa a primeirareacgéo de
uma via de degradacdo que conduz a formacdo de
glutamato. Contudo dentro do grupo das BAL apenas
foi detectada em estirpes de Sreptococcus pyogenes
e parcialmente em Streptococcus thermophilus
(Fernandez e Zuiiga, 2006).

O gene que codifica para a histidina descarboxilase
(hdcA) ja foi caracterizado nas seguintes estirpes/
espécies de BAL: Lactobacilllus sp. estirpe 30a
(Vanderdlice et al., 1986; Copeland et al., 1989),
Lactobacillus buchneri (Martin et al., 2005),
Lactobacillus hilgardii (Lucas et al., 2005),
Oenococcus oeni (Coton et al., 1998a; 1998b) e
Tetragenococccus muriaticus (GenBank AB125629,
ABO04087). Este gene esta localizado no operao
hdcAB, onde apresenta a jusante o gene hdcB de
funcéo desconhecida. O gene que codifica para o
transportador histidina/histamina (hdcP) esta
localizado a montante deste operdo e, em
Lactobacillushilgardii, o gene que codificaparauma
histidil-tRNA sintetase (hisRS) esté localizado a
jusante. A comparacdo destes ‘clusters de genes
revela uma elevada semelhanca quer na organizac&o
guer na sequéncia em aminoéacidos. Este facto,
conjuntamente com adistribuicdo raraealocalizagéo
dos genes hdc num plasmideo em Lactobacillus
hilgardii, sugere que algumas estirpes adquiriram
estes genes por transferéncia horizontal (Fernéndez
e Zuhiga, 2006).

A combinaggo do transportador histidina’histamina
edahistidinadescarboxilase formaumaviatipicade
descarboxilac@o em bactérias. O transportador
permite a entrada do substrato (precursor) para o
interior da célula onde é descarboxilado e,
simultaneamente, a excrecdo do produto para o
exterior. Assim, a entrada do substrato e a excregdo
do produto séo eventos acoplados (troca precursor/
produto). Vias semelhantes foram descritas para
outrosaminoécidos e paradi- etricarboxilatos (Lucas
et al., 2005). Estas vias produzem uma forcga
protomotriz por um mecanismo indirecto, designado
por geracdo de forga protomotriz secundéria. Osdois
componentes da forga protomotriz so gerados em
passos separados. O potencial de membrana é gerado
pelo transportador devido a diferenca de carga entre
0 precursor e o produto, i.e. histidina monovalente e
histamina divalente. O gradiente de pH é gerado
através do consumo de protdes na reacgdo de
descarboxilacéo catalizada pela descarboxilase. A
producdo de uma forca protomotiz pela
descarboxilagdo da histidina e troca electrogénicade
histidinalhistaminafoi demonstradaem Lactobacillus
buchneri (Molenaar et al., 1993).



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; Ferndndez et al .,
2006b, 2007). Diversos problemastoxicol 6gicostém
sido associados a ingestao destes alimentos,
resultantes das propriedades vasoactivas e
psicoactivas desta amina

A tirosina descarboxilase (TDC, EC 4.1.1.25) é a
enzimaresponsavel pela descarboxilacdo datirosina
atiramina. A TDC pertence ao grupo das enzimas
dependentesdefosfato 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),
Lactobacilllusbrevis (Lucase L onvaud-Funel, 2002;
Lucas et al., 2003) e Lactococcus lactis IPLABG55
recentemente reclassificada como Enterococcus
durans IPLAG55 (Fernandez et al., 2004 e 2007).
Lucaset al. (2003), num estudo de caracterizacdo do
locus tyrDC em Lactobacillus brevis, identificaram
quatro genes contiguos, transcritos namesmadireccéo
e que codificam para uma tirosil-tRNA sintetase
(tyrRS), uma tirosina descarboxilase (tyrDC) e dois
genes que codificam para transportadores
secundarios, um transportador de tirosina putativo
(tyrP) eum transportador ‘ antiporter’ Nat+/H+ (nhaC).

De acordo com Wolken et al. (2006), a combinagdo
dos genes da tirosina descarboxilase e do transporte
da tirosina poderiam codificar para uma via
secundériade producéo de forgcaprotomotriz, por um
mecanismo equivalente ao apresentado para a
histidina descarboxilase. Aliéds, este mecanismo de
gerar energia metabodlica por descarboxilacéo é
comum a uma variedade de descarboxilases
(Christensen et al., 1999), podendo o gradiente
electroquimico gerado ser usado pela célula para
reacgOes que consomem energiatal como o transporte
de nutrientes ou paragerar ATPviaATPase (Konings
et al. 1997).

Héaaindaasaientar aimportancia que a deteccéo da
tirosina descarboxilase ja teve como critério
taxonémico na diferenciacdo de espécies de
enterococos. Considerava-se que apenas as estirpes
de Enterococcus faecalis e ndo as de Enterococcus
faecium tinham capaci dade de formagdo de tiramina
apartir datirosina (tdc+). Contudo, Marcobal et al.
(2004) detectaram esta actividade em estirpes de
Enterococcus faecium e propuseram a ateracdo do
esguema vigente de identificacdo das espécies de
enterococos do “Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology”.

A putrescina
A putrescinaé conjuntamente com a histaminae com
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atiraminaumadas aminas mais abundantes no vinho
(Gloria et al., 1998; Lonvaud-Funnel, 2001; Leitdo
et al., 2005; Mangani et al., 2005) e com efeitos
relevantes na salde 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
daornitinaetambém apartir daarginina(Guerrini et

al., 2002; Mangani et al., 2005).

A ornitina descarboxilase (ODC, EC 4.1.1.17) é a
enzimaresponsavel peladescarboxilagéo daornitina
aputrescina. Esta enzimarequer fosfato de piridoxal
como cofactor. Marcobal et al. (2004) identificaram
0 gene que codifica para esta enzimanumaestirpe de
O. oeni. A partir dearginina, aproducéo 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 producéo de
putrescina surge em estirpes que possuem o sistema
enzimatico completo para converter a arginina a
putrescina ou pode resultar de uma associacéo
metabidtica, 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 produgéo de putrescina por
esta associagdo ocorre apds a FML, enquanto que a
conversdo da ornitina a putrescina, por uma estirpe
com ornitinadescarboxilase, ocorre simultaneamente
com a degradacéo do &cido malico. A producéo de
putrescina a partir de agmatina néo envolve
descarboxilagdo de aminoacidos ou formagdo deureia

(Arenae Mancade Nadra, 2001; Alberto et al., 2006).

1.8.4 A seleccdo de ‘starters

AsBAL tém sido usadas empiricamente na produgéo
de alimentos desde h& milhares de anos. Contudo, s6
recentementefoi reconhecido o papel destas bactérias
na conservacéo e preservacdo de alimentos. De
fermentacdes espontaneas ndo controladas, no
passado, passou-se a utilizagdo de culturas ‘ starter’
com a finalidade de obter produtos de elevada
qualidade. Uma cultura ‘starter’ pode ser definida
COmMo uma preparacdo constituida por um ndmero
€levado de células de pel o 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 aplicagéo, estando
disponiveis em liquido, congeladas ou em pé
(liofilizadas), em diferentes concentraces, que
permitem quer o uso directo no produto final ou apds
reactivacao.

Actualmente, as culturas ‘starter’ sao utilizadas de



uma forma regular em diversos alimentos, sendo a
industriados lacticiniosamaior utilizadora (Hansen,
2002). Nos vinhos, apesar damaior vulgarizagdo das
culturas’ starter’ deleveduras, jaexistem disponiveis
no mercado europeu e americano (Canadde E.U.A.),
desde 1980, culturas comerciais de ‘starter’ de BAL
para promoverem/realizarem a FML (Henick-Kling,
1995). A espécie predominante € obviamente O. oeni,
contudo existem algumas culturas ‘starter’ de
Pediococcus sp., Lactobacillus plantarum, Lb.
hilgardii eLb. brevis. As preparagdes sao constituidas
apenas por uma estirpe ou por diferentes estirpes
(Davis et al., 1985; Henick-Kling, 1995; Alegria et
al., 2004; Vaquero et al., 2004).

Alguns dos critérios aplicados na seleccao de

bactérias lacticas para inoculagdo de vinhos sdo
apresentados no Quadro 1V. Recentemente, outros
critériostém sido sugeridos por vériosinvestigadores,
dosquais se destacam, ando producdo de precursores
de carbamato de etilo (du Toit e Pretorius, 2000), a
presenca e actividade de algumas enzimas, como
tanases (Vaguero et al., 2004) e &-glucosidases
(Grimaldi et al., 2005a,b), para respectivamente
reduzir aadstringénciae aumentar afracgéo aromética
dos vinhos.

Culturas ‘starter’ universais versus regionalidade

A utilizago de culturas ‘starter’ universais para
produzir produtos diferentestem sido questionada por
vérios autores, face a manutencdo da tipicidade dos

QUADRO I
Critérios usados na seleccéo de BAL parainduzir a FML no vinho (adaptado de: Davis et al.,1985; Buckenhiiskes, 1993; Henick-Kling,

Selection criteria for LAB for induction MLF in wine (adapted from Buckenhiiskes, 1993)

Critérios de 1* ordem

Resisténcia a pH baixo (capacidade em crescer a valores de pH entre 3,0 ¢ 5,0)

Resisténcia ao etanol

Tolerincia a baixas temperaturas (capacidade em crescer a temperaturas entre 10 e 15°C)

Metabolismo limitado das hexoses e pentoses

Critérios de 2* ordem

Contagem de organismos vivos apos propagagio num meio padronizado

Tempo para propagagdo num meio padronizado
Rendimento por propagagdo num meio padronizado

Cinética de sobrevivéncia num vinho padronizado

Cinética da degradagio do malato numa solugio tampdo de dcido tartarico (pH 4,5) e num vinho

padronizado

Tolerincia a liofilizagao

Critérios de 3* ordem

Interacgoes limitadas com as leveduras da fermentagio alcodlica

Resisténcia aos fagos

Resisténcia ao SO2 (concentragdes de 50 mg/L)
Resisténcia aos pesticidas

Nio produgio de aminas biogénicas

Metabolismo do citrato em condigdes aerdbias e anaerdbias

Potencial para formar diacetilo e acetoina

Potencial limitado para formar acidos voldteis a partir das hexoses e pentoses

Reduzida ou nio formagio de acido acético

Metabolismo limitado de acidos organicos do vinho (e.g. succinato)

Nio degradagdo do glicerol
Nio produgdo de gostos desagradiveis

Nio produgdo de mucilagens

Alteragdes sensoriais do vinho (produgdo de boas caracteristicas organolépticas, por exemplo aumentando sabores frutados)




produtos obtidos. Por exemplo, 0 uso das mesmas
culturas' starter’ comerciais parafabrico de diferentes
tipos de queijo pode conduzir a produtos finais que
s80 demasiado semelhantes (Gonzalez et al., 2003;
Topisirovic et al., 2006). Neste contexto seria
preferivel o uso de culturas ‘starter’ autdctones
seleccionadas, permitindo a melhoria da qualidade
microbiologica sem alterar significativamente as
caracteristicasdetipicidade (Topisirovic et al., 2006).

Também nosvinhos, algunsinvestigadores defendem
a utilizacdo de leveduras seleccionadas
regionalmente. Estas desempenham um papel
fundamental, enaltecendo as propriedades sensoriais
dos vinhos regionais tipicos, comparativamente as
culturas ‘starter’ universais desenvolvidas
essencialmente para produzirem elevados teores
alcodlicos, sem producdo de sabores desagradaveis
e garantirem produtos estéveis (De Bortoli et al.,
2007). Estes autores salientam a preocupagéo de nos
projectos mai s recentes de sel eccéo deleveduras para
vinificagdo, se dar relevo as estirpes autocténes
ecotipicas, tentando preservar a biodiversidade nas
areasde sel eccdo e a0 mesmo tempo garantir no vinho
caracteristicas ligadas a regido de proveniéncia.

Algo semelhante se pode extrapolar para as BAL.
Num estudo sobre a dindmica de populacdes de
bactérias malolacticas indigenas numa adega grega
durante trés vindimas consecutivas, Pramateftaki et
al. (2006) observaram a prevaléncia de uma estirpe
indigenacom caracteristicas desgjaveis, indicandoum
elevado grau de adaptabilidade as condicdes de
vinificagdo, o que de acordo com os autores devera
ser um critério ausar na selec¢do de estirpes parauso
comercial. Zapparoli et al. (2004), baseados nos
resultados obtidos em ensaios de microvinificacéio
conduzidos por estirpesde O. oeni indigenasdaregido
italiana de Valpolicella, defendem a utilizacdo de
‘starter’ regionais em alternativa aos ‘starter’
comerciais universai's menos eficientes.

Os métodos de ‘fingerprinting’ e a rastreabilidade

A rastreabilidade dos alimentostornou-se um assunto
de grande relevancia em relacdo a condicfes de
seguranca, qualidade e tipicidade. Estas questdes
ganham ainda mais énfase quando em causa estéo
produtos tipicos de Denominacdo de Origem
Protegida (DOP). Com 0 objectivo de assegurar a
genuidade dos produtos, evitar adulteracdes e proteger
produtores e consumidores de fraudes surge a
necessidade de usar ferramentas analiticas capazes
de caracterizar verdadeiramente os produtos tipicos
e tracar as suas areas de producdo (Bonizzi et al.,

2007).

A aplicacdo de métodos de‘ fingerprinting’, dirigidos
quer para o fenétipo quer para o genétipo, na
caracterizacdo do microbiota autéctone podera
congtituir uma alternativa aos métodos de quimica
analitica (e.g. andlise de razdes isotépicas). A
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abordagem classica deisolamento e cultura, aliadaa
meétodos de diferenciacdo de estirpes, permite uma
caracterizagdo dos produtos em funcdo dos
microrgani smos cultivavei s associados e aexploragéo
do potencial biotecnol 6gico destes microrganismos.
O ‘fingerprinting’ das comunidades microbianas que
congtituem o microbiota associado a cada produto,
por uma abordagem molecular directa, podera
congtituir uma forma alternativa de conseguir a sua
rastreabilidade.

Lopes et al. (1999), recorrendo a aplicacéo de redes
neuronais, propuseram a utilizagdo dos perfis
metabdlicos de estirpes isoladas de dois produtos
tradicionai s (queijo de ovel hae chourico) produzidos
em diferentes regides de Portugal, paradiscriminar a
origem dos produtos, i.e. definir asregiGes de origem
protegida DOP. Bonizzi et al. (2007) propdem a
técnica de ITS-PCR ‘fingerprinting’, aplicada as
comunidades microbianas que constituem o
microbiota dos queijos, como a ferramenta mais
apropriadaparatragar (delinear) aorigem geogréfica
do queijo Mozzarella

O estudo da expressao génicanaseleccdo de ' starters

Diversosinvestigadorestém estudado os mecani smos
de tolerancia aos factores de stress induzidos pelo
vinho. Umamelhor compreensdo dos mecanismosde
tolerancia a multiplos factores de stress devera
permitir conhecer a base das respostas adaptativas e
preparar asBAL paraosprocessosindustriais (Spano
e Massa, 2006). Sao varios os exempl os de trabal hos
que, através de RT-PCR, RT-gPCR e Western-blot,
detectam a expresséo de genes ou a presenca de
proteinas, produzidas nas condi¢des de stress
impostas pel o 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
abidticos destressdo vinho (pH, temperatura, etanol,
sulfuroso) sobre a regulagéo da expresséo de genes
que codificam paraenzimas com interesse enol 6gico,
nomeadamente &-glucosidase (Spano et al., 2005;
Inés, 2007), histidinadescarboxilase (L andete, 2005)
e enzimas da via da arginina desaminase
(Bourdineaud, 2006; Inés, 2007). Este tipo de
abordagem ser4 uma mais valia na selecccéo de

estirpes a utilizar como culturas ‘ starter’ em vinhos.
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