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RESUMO

A fermentacdo malolactica (FML), prética corrente em vinificagdo, é um processo de desacidificagdo bioldgica, realizado por bactérias do
acido lactico (BAL). A complexidade e diversidade da actividade metabdlica das BAL sugerem que a FML pode afectar positiva ou negativamente
a qualidade do produto final.

Nesta revisdo apresenta-se uma caracterizagdo geral das BAL em termos de taxonomia, metabolismo, habitats e aplica¢des industriais e o
estado-da-arte sobre as BAL do vinho e do seu papel no processo de vinificagio. Os efeitos benéficos (hidrdlise dos glucosideos pela acgio de
B-glucosidases) e nocivos (degradacio da arginina e formacdo de carbamato de etilo; formag@o de aminas biogénicas, nomeadamente histamina,
tiramina e putrescina) das BAL do vinho, bem como a tematica das culturas ‘starter’, sdo igualmente explorados para ilustrar o interesse
enoldgico 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 ?-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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inferior a 50% no seu DNA (Holzapfel e Wood, 1995;

1.1 CARACTERIZACAO GERAL DAS Holzapfel ef al., 2001).

BACTERIAS DO ACIDO LACTICO (BAL)
As bactérias incluidas neste grupo sdo bacilos ou
cocos gram positivos nao moéveis (ou raramente
moveis) e que ndo formam enddsporos. Sdo
microrganismos quimioorganotréficos com
) ) - o metabolismo estritamente fermentativo (Stamer,
1884, que introduziu o termo “Milchsauerbacillus 1979; Kandler, 1983; Holzapfel ¢ Wood, 1995). A

para descrever, em parte, a flora microbiana P P .
h S ETT . caracteristica chave deste grupo € a incapacidade de
responsavel pela acidificagdo do leite e produtos S e
sintetizar grupos porfirinicos (e.g. heme), o que

lacteos (Stamer, 1979). Mais tarde, em 1919, Orla- explica o facto de nas condicdes de cultura utilizadas

Jensen definiu com razodvel precisdo este grupo de Lo .
. P - g /p. em laboratério as BAL serem desprovidas de
bactérias, usando as suas caracteristicas morfolégicas, . A “« P
citocromos e a auséncia de “verdadeira” catalase.

metabdlicas e fisiol6gicas como critérios para ~ o«
. o o Contudo, podem ocorrer excepcoes a esta descricao
estabelecer a sua diferenciag@o taxonémica (Stamer, .. .
geral, j& que algumas estirpes de BAL produzem

1979; Kandler, 1983; Axelsson, 1993). peroxidases ou uma “pseudocatalase” (Axelsson,

O termo “bactérias do acido lactico” (BAL) descreve
um grupo de microrganismos procariotas capazes de
produzir acido lactico como produto final da
fermentag@o de hidratos de carbono. Foi Hueppe, em

A formagcio de 4cido lactico como produto final do 1993; Holzapfel e Wood, 1995). Em meios contendo
metabolismo dos agdcares é uma caracteristica hematina ou compostos similares, algumas estirpes
partilhada com outros grupos de microrganismos, podem produzir catalase ou mesmo citocromos, e em
distinguindo-se as “verdadeiras” BAL por alguns casos constituir uma cadeia de transporte
apresentarem um teor molar de guanina e citosina electrénico funcional (Axelsson, 1993).
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Apesar de serem aerotolerantes, sdo um grupo de
bactérias caracteristico de habitats ndo aerdbios,
muito exigentes do ponto de vista nutritivo e que
suportam valores de pH muito baixos, sendo a
tolerancia a acidez uma caracteristica variavel entre
estirpes. As BAL estdo presentes em ambientes muito
diversos (e.g. alimentos e bebidas fermentados,
plantas, frutos, solo, 4guas residuais) e também fazem
parte da microbiota dos tractos respiratério, intestinal
e genital do homem e de animais (Holzapfel e Wood,
1995; Chambel, 2001).

Numa perspectiva biotecnoldgica, as BAL tém um
potencial de aplicacdo diversificado, desde o controlo
do processo fermentativo na produc@o de alimentos
fermentados até a sua utilizagcdo como probiéticos na
saide humana e animal (Chambel, 2001). No vinho,
este grupo de microrganismos € responsavel por um
processo fermentativo secundério e estd envolvido
na libertacdo de compostos arométicos.
Ocasionalmente, a producdo de metabolitos
indesejaveis por parte destes microrganismos pode
provocar alteracdes das propriedades organolépticas
e das caracteristicas toxicolégicas/higiénicas do
produto final (Lonvaud-Funel, 1999).

1.2 CLASSIFICACAO DAS BAL

A primeira classificacdo das BAL foi efectuada por

Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus,
Betacoccus, Tetracoccus € Microbacterium. As
alteracdes consideraveis ocorridas na taxonomia das
BAL, com a criagdo de novos géneros, espécies e
sua reclassificag@o e reorganizagdo, conduziram a que
destes géneros apenas persista actualmente
Streptococcus, embora ndo incluindo as espécies
transferidas para os novos géneros Enterococcus,
Lactococcus e Vagococus.

A abordagem tradicional na classificacdo das BAL
em diferentes géneros baseava-se fundamentalmente
em caracteres fenotipicos, nomeadamente: (i)
morfoldgicos, das células (forma, enddsporos,
flagelos, reac¢do de Gram) e das coldnias (cor,
dimensdes, forma); (ii) bioquimicos (modo de
fermentac@o da glucose, configuragio do acido lactico
produzido); e (iii) fisiol6égicos (crescimento a
diferentes temperaturas, capacidade de crescer em
elevadas concentragdes de sal, e tolerancia a pH acido
e alcalino) (Curck et al., 1994; Dellaglio et al., 1994;
Vandamme ef al., 1996; Axelsson, 2004).

Ainda que estas caracteristicas continuem a ser usadas
como diferenciais a nivel de alguns géneros de BAL,
tal como se exemplifica no Quadro I, outros métodos
fenotipicos foram introduzidos na classificacdo das
BAL tais como os perfis metab6licos e enziméticos,
a tipagem fagica e bacteriocinica e a serotipagem.

Orla-Jensen em 1919. Este investigador classificou Com o desenvolvimento dos métodos
as BAL nos géneros Betabacterium, quimiotaxonémicos surgiu também a analise de perfis
QUADROI
Caracteristicas diferenciais de alguns géneros de BAL (adaptado de Axelsson, 1993)

Differential characteristics for some LAB genera (adapted from Axelsson, 1993)
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Morfologia celular® B B B, C C C C C C C C
Formacao de tétradas - - - + - - + - +
CO2 a partir da glucose® - + + - - - + - - -
Crescimento a 10°C + + + + + + + + - +
Crescimento a 45°C - + - - + - - + + -
Cresc. em 6,5% de NaCl ND* + + + + - + + - +
Cresc. em 18,0% de NaCl - - - - - - - - - +
Crescimento em pH 4,4 ND + + - + + + + - -
Crescimento em pH 9,6 - - - + + - - - _ +

p D,L,

Acido lactico® bL D, DL L L L D L.DL L L

a. +, positivo; -, negativo; +, resposta varia entre espécies; ND, ndo determinado.

b. B, bacilos; C, cocos.

c. Teste para tipo fermentacio da glucose: negativo e positivo representam homofermentativo e heterofermentativo, respectivamente.

d. Nio foi observado crescimento em 8% de NaCl.

e. Configuracdo do 4cido l4ctico produzido a partir da glucose.
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de 4cidos gordos ou de perfis de proteinas celulares
totais, a andlise de constituintes da parede celular
(tipos de peptidoglicano e 4cidos teicdicos), ou a
andlise do espectro infravermelho de pir6lise pela
transformada de Fourier (Curck et al., 1994; Dellaglio
et al., 1994; Vandamme et al., 1996).

A aplicacdo de técnicas moleculares na classificagao
e identificacdo das BAL permitiu substituir e/ou
complementar as metodologias cldssicas baseadas no
fendtipo. Dos métodos moleculares destacam-se,
entre outros, a sequenciacdo do rDNA 16S e outros
genes, a determinacdo do teor molar de guanina e
citosina, as hibridacdes DNA-DNA e DNA-RNA, a
andlise de polimorfismos de dimensao de fragmentos
de restricio (RFLP), a macrorestricdio (PFGE) e
diversas técnicas baseadas em PCR (RAPD, ARDRA,
AFLP). Os métodos fenotipicos e genotipicos usados
na identificag@o, diferenciag@o e tipificagdo das BAL,
em particular das BAL isoladas de vinhos, serdo
abordados com mais pormenor no ponto 1.7.

Trabalhos exaustivos e extensos de determinagdo de
sequéncias de RNA e DNA ribossémico,
particularmente do rRNA 16S, t€ém permitido
estabelecer as relagdes filogenéticas que servem de
base a taxonomia actual das BAL. Por apresentarem
um teor molar de G+C inferior a 50%, as BAL tipicas
pertencem ao ramo “Clostridium” das bactérias gram
positivas (Figura 1), enquanto que o ramo
“Actinomycetes’ cujo teor em (G+C)% € superior a
50% inclui espécies do género Bifidobacterium e
outros géneros também importantes nas inddstrias dos

Oenacoccus

Streptococcus
Lactococcus
Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus
Vagococcus

Weissella

Carnobacterium
tosphaera

Aerococcus

Lactobacillus

Aloiococcus
Dolosigranulum

% molar de G+C <50% (Ramo Clostridium)

% molar de G+C >50% (Ramo Actinomyceres)

Propionibacterium

10%

Bifidebacterium

Fig. 1 - Arvore consenso, baseada na andlise comparativa de
sequéncias de rRNA 16S, mostrando os principais grupos
filogenéticos das bactérias do acido lactico (BAL) com baixo
teor molar de G+C e os géneros gram positivos nao
directamente relacionados Bifidobacterium e Propionibacterium
(adaptado de Stiles e Holzapfel 1997).

Consensus tree, based on comparative analysis of rRNA 16S
sequences, showing the major phylogenetic groups of lactic acid
bacteria (LAB) with low G+C content and non related gram-
positive genera Bifidobacterium and Propionibacterium
(adapted from Stiles and Holzapfel 1997).
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alimentos e das bebidas (Coenye e Vandamme, 2003).

De uma maneira geral, a maioria dos géneros das BAL
forma grupos filogeneticamente distintos mas, para
alguns, em particular Lactobacillus e Pediococcus,
os ‘clusters’ filogenéticos ndo se correlacionam com
as classificacdes baseadas em caracteres fenotipicos
(Axelsson, 2004). No caso do género Lactobacillus
e numa tentativa de conciliar os dados de
caracterizacao fenotipica com os dados filogenéticos
obtidos da sequencia¢do do rRNA, Hammes e Vogel
(1995) propuseram a seguinte classificacdo:
homofermentativos obrigatérios (grupo A),
heterofermentativos facultativos (grupo B) e
heterofermentativos obrigatérios (grupo C). Dentro
de cada grupo fermentativo as espécies sdo
organizadas de acordo com as suas relacdes
filogenéticas pelos seguintes grupos: a (grupo Lb.
delbrueckii), b (grupo Lb. casei-Pediococcus) € ¢
(grupo Leuconostoc), existindo as seguintes
combinagdes Aa, Ab, Ba, Bb, Cb e Cc.

Para além destas discrepancias filo-fenéticas, a maior
dificuldade que surge ao sumarizar os grupos
taxonomicos de BAL actualmente reconhecidos
prende-se com a prépria defini¢do deste grupo
funcional de bactérias.

De facto, consoante as BAL sdo encaradas como um
grupo de bactérias gram positivas que produzem acido
lactico como unico, principal ou importante produto
da fermentagdo de agicares como mecanismo de
producdo de energia (BAL sensu latu), ou como um
sub-grupo destas que, para além de serem anaerdbias,
micro-aerdfilicas ou aero-tolerantes, possuem um teor
molar de G+C<50%, ndo produzem catalase e ndo
formam end6sporos (BAL sensu strictu), assim varia
o nimero de géneros considerados e a correspondente
diversidade filogénética.

Na Figura 2 apresenta-se a organizagao taxonomica
deste grupo funcional de bactérias, no seu conceito
mais amplo, e recorrendo a informacdo disponivel
no TOBA (“Taxonomic Outline of the Bacteria and
Archaea”, versdo 7.7, 06.Mar¢o.2007, Garrity et al.,
2007) e na LPNSN (“List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature”, Euzéby, 2007), para a
compilacdo dos géneros actualmente reconhecidos
(em termos de publicac¢do valida) e do niimero de
espécies incluidas.

Neste conceito de BAL sensu latu incluiram-se, além
das BAL sensu strictu (Ordem “Lactobacillales”), os
seguintes grupos bacterianos:

(1) o género Bifidobacterium e a espécie Actinomyces
israelii (homofermentativa em condi¢des de
anaerobiose), na sequéncia do descrito por Holzapfel
e Wood (1995);

(ii) as espécies de Bacillus spp. e o género
Sporolactobacillus tal como referido por Fritze e
Claus (1995), com as correspondentes actualizacdes
taxondmicas resultantes da transferéncia de Bacillus



Acido Lactico (BAL)
Filo "Firmicutes' 328
Classe"Bacill'
\Ord "Lactobacillales" 302 Ordem Bacillales 22
Familia Lactobacillaceae 113 Familia "'Sporolactobacillaceae" 5
Lactobacillus 103 Sporolactobacillus 5
Paralactobacillus 1
Pediococcus 9 Familia Bacillaceae 6
Bacillus coagulans 1
Familia ""Aerococaceae" 18 Bacillus laevolacticus 1
Aerococcus 6 Bacillus smithii 1
Abiotrophia 1 Bacillus sp. ("racemilacticus") 1
Dolisococcus 1 Bacillus sp. ("vesiculiferous") 1
Eremococcus 1 Geobacillus stacarothermophilus 1
Facklamia 6
Globicatella 2 Familia '"Paenibacillaceae 2
Ignavigranum 1 Paenibacillus lentimorbus 1
Paenibacillus popilliae 1
Familia "Carnobacteriaceae' 31
Carnobacterium 10 Familia ''Staphylococcaceae' 1
Agitococcus 1 Gemella morbillorum 1
Alkalibacterium 3
Allofustis 1 Familia "Listeriaceae' 8
Alloiococcus 1 Listeria 6
Atopococcus 1 Brochothrix 2
Atopostipes 1
Desemzia 1
Dolisogranulum 1
Granulicatella 3 (Classe "Clostridia™ 1
Isobaculum 1
(Lactosphaera) 0 Ordem Clostridiales 1
Marinilactibacillus 2
Trichococcus 5 Familia '"Lachnospiraceae' 1
Ruminococcus hansenii 1
Familia '"Enterococcaceae" 46
Enterococcus 33
Atopobacter 1
Catellicoccus 1
Melissococcus U ClaseMoliws 3
Pilibacter 1
Tetragenococcus 4 Ordem Incertae sedis 8 &
Vagococcus 5
Familia ""Erysipelothricaceae' 3
Familia '"Leuconostocaceae' 27 Erysipelothrix 3
Leuconostoc 14
Oenococcus 2
Weissella 11
Familia Streptococcaceae 67
Streptococcus 61
Lactococcus 5
Lactovum 1
Filo ""Actinobacteria' 36
(Classe "Actinobacteria” 6
‘Ordem Bifidobacteriales 28 Ordem Coriobacteriales 7
Familia Bifidobacteriaceae 28 Familia Coriobacteriaceae 7
Bifidobacterium 28 Atopobium 5
Olsenella 2
Ordem Actinomycetales 1
Familia Actinomycetaceae 1
Actinomyces israelii 1

Fig. 2 - Organizacio taxonémica das BAL de acordo com o fndice taxonémico dos procariotas (TOBA, versio 7.7 06/03/2007; Garrity et
al., 2007) e a lista de nomes procariéticos com nomenclatura reconhecida (LPNSN, versao 04/09/2007; Euzéby, 2007). Os nimeros referem-
se ao total de espécies descritas em cada grupo.

Taxonomic organization of LAB according to the Taxonomic Outline of the Bacteria and Archaea (TOBA, version 7.7 06/03/2007) and the
List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPNSN, version 04/09/2007). The numbers refer to the total number of species
described in each group.
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stearotermophilus para o novo género Geobacillus,
e de B. lentimorbus e B. popilliae para o novo género
Paenibacillus;

(iii) as espécies Gemella morbillorum e
Ruminococcus hansenii, anteriormente incluidas no
género Streptococcus;

(iv) os géneros Atopobium e Olsenella que, além de
incluirem as antigas espécies Lactobacillus minutus
e Lb. rimae (Atopobium) e Lb. uli (Olsenella), se
caracterizam globalmente por produzirem acido
lactico como produto principal da fermentacdo da
glucose (Dewhirst et al., 2001);

(v) os géneros Listeria, Brochothrix e Erysipelothrix,
produtores de acido lactico e com alguma
proximidade filogenética das BAL sensu strictu
(Robertson e McCullough, 1968; Jones, 1992; Jones
e Seeliger, 1992).

Deste modo, o grupo das BAL sensu latu inclui 364
espécies distribuidas por 49 géneros actualmente
reconhecidos (ndo incluindo o género Lactosphaera,
cuja Unica espécie reconhecida foi transferida para o
género Trichococcus). Entre estas, 302 espécies estao
distribuidas por 36 géneros que constituem o grupo
das BAL sensu strictu, mais frequentemente
considerado em termos praticos pelos investigadores
desta drea cientifica e que serd maioritariamente
adoptado nesta revisdo.

1.3. METABOLISMO DE HIDRATOS DE
CARBONO

1.3.1 Fermentacao da glucose

As BAL subdividem-se em dois grupos segundo a
natureza e a concentracdo dos produtos finais
produzidos a partir da glucose: as homofermentativas
que produzem quase exclusivamente lactato, pela via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) e as
heterofermentativas que produzem, para além de CO,,
lactato e etanol, pela via hexose-monofosfato ou via
6P-gluconato/fosfocetolase. As espécies do género
Bifidobacterium produzem lactato e acetato na
propor¢ao de (1:1,5) pela via frutose-6P-fosfocetolase
(Desmazeaud e Roissart, 1994).

A via homofermentativa tem um rendimento
energético de 2 ATP por mole de glucose oxidada,
enquanto que na via heterofermentativa este
rendimento € de apenas 1 ATP e na via das
bifidobactérias é de 2,5 ATP. Estas vias tém em
comum o facto de apenas serem oxidadas as
moléculas com gluco-configuragio. A diferenca entre
as mesmas reside no modo como a molécula
fosforilada € cindida, conduzindo assim a diferentes
produtos finais (Kandler, 1983).

Via homofermentativa

Nas bactérias homofermentativas, ocorre inicialmente
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afosforilagao da glucose e posteriormente da frutose-
6-fosfato originando frutose-1-6-difosfato, que é
cindida através da frutose-1,6-difosfato-aldolase em
duas trioses interconvertiveis, a di-hidroxiacetona-
fosfato e o gliceraldeido-3-fosfato. Este dltimo é
oxidado a 1,3-difosfoglicerato que, por um conjunto
de reac¢des que envolvem cinases, mutase e enolase,
origina o piruvato. Neste caso, o piruvato funciona
como receptor final de electrdes gerados na oxidacgao
do gliceraldeido-3-fosfato, reduzindo-se a lactato
(Gottschalk, 1986; Axelsson, 1993).

Os isémeros de acido lactico produzidos (L(+) e D(-
)) surgem como resultado da estereoespecificidade
da lactato-desidrogenase presente na célula (Kandler,
1983) e sdo parametros particularmente importantes
na identificacdo das BAL. A forma racémica (DL)
também pode ser formada quando estdo presentes
ambas as enzimas na célula, D- e L-lactato-
desidrogenase, ou mais raramente, pela ac¢ao de uma
L-lactato-racemase induzida, em combinag¢do com
uma L-lactato-desidrogenase (Stetter e Kandler, 1973
cit. por Kandler e Weiss, 1986).

Via heterofermentativa

Nas bactérias heterofermentativas, a glucose
fosforilada, é oxidada a 6-fosfogluconato que, por
uma descarboxilagdo oxidativa, origina ribulose-5-
fosfato. Até este momento do processo metabdlico,
estdo formadas uma mole de CO, e duas moles de
coenzima reduzido-NADH+H". Por meio de uma
epimerizacio a ribulose-5-fosfato é convertida em
xilulose-5-fosfato, que € posteriormente cindida em
gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato, pela xilulose-
5-fosfato-fosfocetolase. O gliceraldeido-3-fosfato é
metabolizado do mesmo modo como na via glicolitica
(EMP), referida para as bactérias homofermentativas,
resultando uma mole de lactato e uma de ATP. O
acetil-fosfato € reduzido a etanol via acetil-CoA e
acetaldeido (Gottschalk, 1986; Axelsson 1993;
Thompson e Gentry-Weeks, 1994). Muitas estirpes
de bactérias heterofermentativas podem usar o
oxigénio como receptor de electrdes através de uma
flavoproteina, produzindo COZ, acetato e lactato como
produtos finais a partir da fermentag@o da glucose, o
que se traduz num acréscimo de ATP formado na
conversao de acetil-fosfato a acetato (Brock, 1997).

Via das bifidobactérias

As bifidobactérias por ndo possuirem aldolase e
apresentarem reduzida actividade da fosfofrutocinase,
metabolizam a glucose por um processo diferente.
Existe assim uma via especifica para estas bactérias
metabolizarem os acucares, designada por ‘shunt” da
frutose-6-fosfato ou via das bifidobactérias. A enzima
chave desta via metabdlica, a frutose-6-fosfato-
fosfocetolase, em presenca de fosfato inorganico (P1),
cinde a frutose-6-fosfato em eritrose-4-fosfato (C4)



e acetil-fosfato (C2) (Thompson e Gentry-Weeks,
1994). O acetil-fosfato é convertido a acetato, tal
como referido para as heterofermentativas, e a
eritrose-4-fosfato mais uma molécula adicional de
frutose-6-fosfato, pela accdo de uma transaldolase,
dao origem a sedoheptulose-7-fosfato e gliceraldeido-
3-fosfato. Por ac¢@o de uma transcetolase formam-
se xilulose-5-fosfato e ribose-5-fosfato. A dltima é
convertida também em xilulose-5-fosfato pela acgdo
de uma isomerase e epimerase. As duas moles de
xilulose-5-fosfato s@o cindidas em duas moles de
gliceraldeido-3-fosfato e duas de acetil-fosfato pela
accdo da xilulose-5-fosfato-fosfocetolase. O
gliceraldeido-3-fosfato pela accdo das enzimas da via
EMP ¢ transformado em lactato e o acetil-fosfato é
convertido em acetato pela acetato cinase com
producdo concomitante de ATP (Thompson e Gentry-
Weeks, 1994). O balango deste trajecto metabdlico é
o seguinte: a partir de 2 moles de glucose formam-se
3 moles de acetato, 2 moles de lactato e 5 moles de
ATP por consumidas (Gottschalk, 1986).

sacarose
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2,3-butanodiol Acetil-P
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1.3.2 Fermentacao de outros aciicares

Para além da glucose, outros acucares sdo
metabolizados pelas BAL, nomeadamente a frutose,
a galactose, a manose, a sacarose, a lactose, a maltose
e pentoses (Gottschalk,1986). A maior parte das
hexoses sdo transportadas por permeases (ATP-
dependentes) e/ou pelo sistema da fosfotransferase
(fosfoenolpiruvato-dependente) (Figura 3) e sdo
metabolizadas pelas vias descritas anteriormente,
apos isomerizacdo e/ou fosforilagdo(Axelsson, 1993).
Relativamente as pentoses, quase todas as estirpes
heterofermentativas tém capacidade de as utilizar,
embora existam algumas pentose-negativas. As
pentoses sdo geralmente transportadas para o interior
da célula através de permeases. No interior, as
pentoses sdo fosforiladas e convertidas a D-xilulose-
5-fosfato por epimerases e/ou isomerases (Kandler,
1983). Este composto da origem a quantidades
equimolares de lactato e acetato pelas reaccdes que
ocorrem na parte final da via heterofermentativa,
anteriormente descrita.

maltose

lactose lactose

glucbse

galactose

glucosamina
glucose
frutose
manose

- +
Lactato (nH)

Etanol

Fig. 3 - Vias de transporte e metabolismo de agticares pelas bactérias licticas (adaptado de Thompson e Gentry-Weeks, 1994). A letra p
designa os sistemas de transporte activos por permeases. PTS designa o sistema de transporte por fosfotransferase. A via EMP estd
representada a negrito.

Transport and metabolic sugar pathways of lactic bacteria (adapted from Thompson and Gentry-Weeks, 1994). p means active transport
systems by permeases. PTS means phosfotransferase system. The EMP pathway is shown in bold.



1.4 HABITATS E APLICACOES INDUSTRIAIS
DAS BAL

As BAL constituem provavelmente o grupo mais
numeroso de bactérias relacionadas com os seres
humanos. Estas bactérias encontram-se naturalmente
associadas as superficies das mucosas,
particularmente nos tractos gastrointestinal,
respiratdrio e genital do homem e de outros animais
(Axelsson, 1993; Makarova et al., 2000), e sdo
também indigenas em habitats muito diversos, desde
produtos alimentares (leite e derivados; vegetais,
frutos e cereais;carne; peixe; vinho) a solo, 4gua,
estrume e dguas residuais (Konings et al., 2000;
Hansen, 2002; Makarova e Koonin, 2007).

Os alimentos fermentados, originirios do Oriente,
datam de tempos pré-histéricos. As fermentacgdes
alcodlica, lactica e acética eram efectuadas
empiricamente no passado, no sentido de preservar
alimentos. Hoje em dia, com o desenvolvimento de
sistemas eficientes de refrigeracao e de esterilizacao
por calor, poder-se-ia pensar que a fermentacio teria
perdido a sua importancia como método de
preservacdo nos pafses industrializados
(Buckenhiiskes, 1993). Tal ndo aconteceu porque cada
vez mais a aplicacdo controlada de microrganismos
é efectuada no sentido de preservar ou até melhorar
as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas dos
alimentos. Os alimentos fermentados tornaram-se uma
classe independente de géneros alimenticios. Estima-
se que 25% da dieta dos europeus e 60% da dieta de
muitos paises em desenvolvimento seja constituida
por alimentos fermentados (Holzapfel et al., 1995;
Stiles 1996; Leroy e DeVuyst, 2004).

Relativamente ao aroma, sabor, aparéncia visual,
textura, consisténcia, durabilidade e seguranca, estes
produtos diferentes apresentam propriedades
peculiares comparativamente as matérias primas ou
outros alimentos semelhantes. Por exemplo, a
acidificacao da carne picada, durante a produgdo de
enchidos secos, pode ser atingida pela aplicacao de
aditivos quimicos (glucono-delta-lactona) ou por
fermentacdo. Em ambos os casos, a durabilidade, a
segurancga e a textura do enchido serdo alcangadas,
porém, o sabor e o aroma caracteristicos de um
produto de qualidade sé serdo obtidos por
fermentacdo (Buckenhtiskes, 1993).

Todas as classes de microrganismos sdo, regra geral,
usadas na fermentacdo de alimentos. Na Europa, as
bactérias e as leveduras sdo mais utilizadas que os
fungos filamentosos. Entre as bactérias, as BAL sdo
as mais importantes (Buckenhiiskes, 1993; Hansen,
2002), ndo s6 por serem indispensaveis na producio
de certos alimentos e bebidas, dotando-os de uma
miriade de atributos sensoriais Unicos e desejaveis,
mas também pela sua actividade antimicrobiana,
inibindo microrganismos patogénicos e de
deteriora¢@o que afectariam a seguranca e qualidade
dos mesmos (Daeschel, 1993).

De acordo com Klaenhammer er al. (2002), as
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aplicacdes das BAL na industria alimentar recaem
genericamente em seis géneros/espécies chave
benéficas e ndo patogénicas: Lactococcus (leite),
Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais),
Leuconostoc (vegetais, leite), Pediococcus (vegetais,
carne), Oenococcus oeni (vinho) e Streptococcus
thermophilus (leite).

Embora j4 tenham sido observados casos pontuais
em que algumas estirpes se comportaram como
agentes patogénicos oportunistas em individuos com
o sistema imunitario debilitado (Olano et al., 2001;
Z€é-7Z€ et al., 2004), as BAL sdo maioritariamente
consideradas organismos GRAS (“Generally
Recognized As Safe”) e desempenham um papel
fundamental na biopreserva¢do de uma grande
variedade de alimentos fermentados, permitindo o seu
consumo com seguranga. S0 ainda de referir os seus
potenciais beneficios nutricionais resultantes da
biodisponibilidade de minerais, producdo de
aminodcidos e vitaminas, aumento da digestibilidade
da lactose e eliminacdo de toxinas enddgenas e de
compostos antinutricionais de alimentos de origem
vegetal (Buckenhiiskes, 2001).

E também de salientar o seu efeito no controlo de
microrganismos patogénicos presentes no intestino
por exclusdo competitiva, a sua actividade
anticarcinogénica e o seu papel no sistema
imunolégico, bem como na reducio do nivel do
colesterol (Fernandes er al., 1987; Gilliland, 1990;
Brink e Veld, 1992; Hammes e Tichaczek, 1994,
Klaenhammer et al., 2002; Leroy e DeVuyst, 2004),
por isso algumas espécies tém sido utilizadas como
probidticos para 0 homem e animais. A sua utilizagdo
em espécies pecudrias tornou-se ainda mais premente
e relevante, a partir de 01/01/2006, apds a proibicao
pela Unido Europeia da utiliza¢@o de antibéticos para
o mesmo fim, devido aos riscos inerentes.

As BAL também tém sido usadas na producao
industrial de produtos biolégicos e quimicos,
incluindo biopolimeros (Leuconostoc spp.), enzimas
(Lactobacillus brevis), etanol e acido lactico
(Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb.
brevis) (Gold et al., 1992; Hofvendahl e Hahn-
Hagerdal, 2000 cit. por Klaenhammer et al., 2002),
compostos arométicos e substancias antimicrobianas
como as bacteriocinas, peréxido de hidrogénio e
reuterina (Vanderbergh, 1993; Sybesma et al., 2006).
Deve ainda referir-se o potencial das BAL como
produtoras de proteinas com aplicacdo em cuidados
de sadde ou para o desenvolvimento de novas vacinas
(Sybesma et al., 2006).

1.5 AS BAL NO PROCESSO DE PRODUCAO
DE VINHO

1.5.1 Fases do processo em geral e intervencao das
BAL

A producdo de vinho pode ser vista como uma das
tecnologias mais antigas da humanidade, inclusivé



anterior a produ¢@o de pao (Ribéreau-Gayon, 1985),
e actualmente pode ser considerada como um dos
processos biotecnoldgicos mais présperos em termos
comerciais. Os avancos na segunda metade do século
XX mostraram claramente que a fermentagdo do
mosto de uvas e a produc@o de vinhos de qualidade
ndo ¢ tdo simples como Pasteur, o fundador da
enologia moderna, sugeriu ha mais de um século. Na
ultima década foram realizados progressos
considerdaveis no conhecimento da bioquimica e das
interac¢oes de leveduras, bactérias l4cticas e outros
microrganismos durante o processo de vinificacdo
(Moreno-Arribas e Polo, 2005).

O processo bioldgico da vinificagdo € assim o
resultado de uma série de transformacdes
bioquimicas, pela ac¢do de varias enzimas de
diferentes microrganismos, nomeadamente de
leveduras (principalmente Saccharomyces
cerevisiae), que sdo responsaveis pela fermentacao
alcodlica (FA), principal parte do processo, e de
bactérias lacticas (predominantemente Oenococcus
oeni), que sdo responsdveis por um processo
secunddrio, a fermentacdo malolictica (FML) (van
Rensburg e Pretorius, 2000; Alexandre et al., 2004;
Moreno-Arribas e Polo, 2005; Renouf et al., 2007).

1.5.2 As BAL do vinho

Durante o processo de vinificagdo, as populacdes
indigenas de BAL variam quantitativa e
qualitativamente (Wibowo et al., 1985). Esta variacdo
traduz-se numa sucessio de espécies e estirpes antes,
durante e apds a FA (Fleet ef al., 1984). De acordo
com os dados obtidos por Lafon-Lafourcade et al.,
(1983) no final da maturagdo das uvas as BAL
isoladas s@o bastante reduzidas em nimero e pouco
diversificadas (10° a 10" ufc/ml), aumentando
ligeiramente apds a prensagem, encontrando-se no
mosto ca. de 107 a 10* ufc/ml de BAL (Wibowo et
al., 1985; Lonvaud-Funel, 1995; Lonvaud-Funel,
1999). As principais espécies de BAL ja referenciadas
por diversos investigadores como tendo sido isoladas
nesta fase do processo de vinificagdo sdo:
Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, Lb.
brevis, Lb. confusus, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus damnosus e Oenococcus oeni (Costello
et al., 1983; Lafon-Lafourcade et al., 1983; Fleet et
al., 1984; Pardo e Zuiiiga 1992; Fleet, 1993;
Fugelsang, 1997). Normalmente estas populacdes
sofrem um declineo rapido de cerca de 1 a 2 log e
permanecem em nimeros reduzidos (<107 ufc/ml),
podendo ndo se desenvolver até ao final da FA
(Fugelsang, 1997). Excepcionalmente, em ocasides
particulares, pode ocorrer uma proliferagdo ligeira
de algumas espécies neste periodo (Wibowo et al.,
1985). Apds esta fase de laténcia, cuja duracdo é
dependente das caracteristicas do vinho, as células
sobreviventes comecam a multiplicar-se e entram na
fase exponencial de crescimento, atingindo
populacdes de 10¢a 10% ufc/ml, quase exclusivamente
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constituidas por estirpes de Oenococcus oeni, espécie
que domina nesta fase e realiza a FML.

Reguant e Bordous (2003) observaram uma grande
diversidade de estirpes de O. oeni no inicio da FML,
enquanto que no final apenas uma ou duas
predominavam. Contudo, em algumas situacdes, em
vinhos com pH mais elevado (pH 3,5 a 4,0) podem-
se desenvolver estirpes de Pediococcus spp. e de
Lactobacillus spp. que também podem efectuar a
FML.

No Quadro IT apresenta-se uma listagem das espécies
de BAL isoladas de uvas, mostos e vinhos com FML
espontdnea ou vinhos com alteragdes, oriundos de
diversas regides vitivinicolas do mundo. Como se
pode verificar, as espécies isoladas a partir deste tipo
de amostras pertencem aos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus € Pediococcus.

Para além da morfologia, o cardcter fermentativo é
um factor decisivo na sua classificac@o. As bactérias
do género Pediococcus sao homofermentativas e as
dos géneros Leuconostoc e QOenococcus Sao
heterofermentativas. Os lactobacilos podem
apresentar os dois comportamentos e sao divididos
em 3 grupos: homofermentativos estritos (grupo A),
heterofermentativos facultativos (grupo B) e
heterofermentativos estritos (grupo C) (Kandler e
Weiss, 1986). Os lactobacilos do grupo A nao
fermentam pentoses (com excepg¢ao de Lb. vini; Rodas
et al., 2005) formam duas moléculas de lactato a
partir de uma molécula de glucose pela via glicolitica
(EMP). Nos do grupo B, uma molécula de glucose,
tal como no caso do grupo A, conduz a duas moléculas
de lactato, mas as pentoses sdo fermentadas em
lactato e acetato pela via heterofermentativa das
pentoses fosfato. As bactérias do grupo C nao
possuem a frutose 1,6-difosfato aldolase que é
caracteristica da via EMP, fermentando a glucose a
CO,, lactato, acetato, e etanol pela via das pentoses,
e pentoses em lactato e acetato do mesmo modo que
os lactobacilos do grupo B (Ribérau-Gayon et al.,
2006).

Num estudo recente, Bae et al. (2006) isolaram
estirpes de Enterococcus spp., Weissella spp. e
Lactococcus spp. a partir da superficie dos bagos de
vdrias castas cultivadas na Austrélia. Este resultados
sdo surpreendentes atendendo a que estes géneros de
BAL normalmente nao estdo associados a este nicho
ecolégico particular. Encontraram-se ainda
referéncias ao isolamento de duas estirpes de
Lactococcus lactis em amostras de vinho tinto: uma
isolada a partir de vinho da regido espanhola de Rioja
(Navarro et al., 2000) e outra isolada de um vinho
italiano (Spano et al., 2002).

1.5.3 Factores que afectam o crescimento/
sobrevivéncia das BAL no vinho

O sucesso no isolamento das diferentes espécies



QUADRO I

Espécies de BAL isoladas a partir de uvas, mostos e vinhos, distribuidas de acordo com o seu cardcter fermentativo
LAB species isolated from grapes, musts and wines, distributed according to its fermentative character

Tipo de fermentacio / Espécies

Referéncias bibliograficas®

Homofermentativos
Pediococcus acidilactici
Pc. damnosus
Pc. dextrinicus
Pc. inopinatus
Pc. parvulus
Pc. pentosaceus
Pediococcus spp.

Lactobacillus delbrueckii
Lb. jensenii

Lb. mali

Lb. vini

Heterofermentativos facultativos
Lactobacillus casei
Lb. coryniformis
Lb. curvatus
Lb. homohoichii
Lb. paracasei
Lb. pentosus
Lb. plantarum
Lb. sakei
Lb. zeae
Lb. nagelli
Lb. diolivorans

Heterofermentativos
Lactobacillus brevis
Lb. buchnerii
Lb. collinoides
Lb. fermentum
Lb. fructivorans
Lb. hilgardii
Lb. kunkeei
Lb. sanfrancisensis
Lactobacillus spp

Leuconostoc citrovorum

Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum
Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides
Leuconostoc spp.

Weissella confusa
W. paramesenteroides

Oenococcus oeni
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14, 15, 22, 32, 44, 45, 46
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25
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1,2,6,10, 14,17, 20-23, 25, 27-29, 32, 33, 37, 38, 40, 42, 44, 45

1 Beelman et al. (1977); 2. Chalfan et al. (1977); 3. Costello et al. (1983); 4. Couto e Hogg (1994); 5. Davis et al. (1986); 6. Dicks e van
Vuuren (1988); 7. Du Plessis e Van Zyl (1963); 8. Du Plessis et al. (2004); 9. Edwards e Jensen (1992); 10. Edwards et al. (2000); 11.
Edwards et al. (1991); 12. Edwards et al. (1993); 13. Edwards et al. (1998); 14. Fleet et al. (1984); 15. Fornachon (1965); 16. Fulgesang
(1996); 17. Guerrini et al. (2003); 18. Ingraham et al. (1960); 19. Kunkee (1967); 20. Lafon-Lafourcade et al. (1983); 21. Li et al. (2006);
22. Lonvaud-Funel (1999); 23. Manca de Nadra e Strasser de Saad (1987); 24. Pan et al. (1982); 25. Pardo e Zuniga (1992); 26. Patarata
et al. (1994); 27. Peynaud e Domercq (1968); 28. Peynaud e Domercq (1970); 29. Pilone et al. (1991); 30. Radler e Hartel (1984); 31.
Rankine (1977); 32. Rodas et al. (2003); 33. Rodas et al. (2005); 34. Rodas et al. (2006); 35. Rojo-Bezares et al. (2006); 36. Rojo-
Bezares et al. (2007); 37. Sato et al. (2001); 38. Sieiro et al. (1990); 39. Spano et al. (2002); 40. Strasser de Saad e Manca de Nadra
(1987); 41. Stratiotis A.L. e Dicks, L.M.T. (2002); 42. Sudrez et al. (1994); 43. Weiller e Radler (1970); 44. Claisse et al. (2007); 45.

Navarro et al. (2000); 46. Yurdugil e Bozoglu 2002;

representativas da diversidade das BAL do vinho pode
ser condicionado pelas técnicas de isolamento e meios
de cultura utilizados e, principalmente, pela dinimica
da sucessao de estirpes e espécies de BAL ao longo
do processo de vinificacdo, que depende fortemente
de diversos factores. Os factores que influenciam a

sobrevivéncia e crescimento das BAL no vinho podem
ser agrupados em trés categorias: (i) caracteristicas
do vinho, (ii) factores associados com a vinificagdo;
e (iii) interac¢des entre as BAL e outros

microrganismos.
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Caracteristicas do vinho

Relativamente as caracteristicas do vinho destacam-
se os seguintes parametros: pH, diéxido de enxofre,
teor alcodlico, temperatura, oxigénio e diéxido de
carbono. O pH € um dos parametros mais importantes
que afecta o comportamento das BAL no vinho,
influenciando a duracio da fase de laténcia, a taxa de
crescimento e consequentemente a duragdo da FML,
as espécies que crescem no vinho, o seu

comportamento metabdlico e a sua sobrevivéncia.

Normalmente observa-se que em vinhos com pH
inferior a 3,5, predomina a espécie Oenococcus oeni,
ndo ocorrendo o crescimento de estirpes de
Lactobacillus spp. e de Pediococcus spp..

As espécies destes dois géneros tém maior incidéncia
em vinhos com pH préximo de 4,0, podendo realizar
a FML ou comportarem-se como agentes de
deteriorac@o ap6s a FML efectuada por Oenococcus
oeni (Wibowo et al., 1985). A maior tolerancia da
espécie O. oeni explica o isolamento quase exclusivo
desta espécie a partir de vinhos com pH inferior a 3,5
(Davis et al., 1988).

Para além de afectar o crescimento das BAL, o pH
também afecta a actividade malol4ctica e os substratos
transformados e metabolitos produzidos (Serpa-
Pimentel ez al., 1994). Apesar da enzima malolactica
purificada apresentar o maximo de actividade a pH
optimo de 5,9, na célula a actividade maxima observa-
se a valores de pH entre 3,0 e 3,2, ou seja na gama de
valores normalmente observados em vinhos. O
periodo de duracdo da FML nos vinhos reduz-se a
medida que o pH aumenta.

De um modo geral as BAL, particularmente O. oeni,
assimilam em primeiro lugar o dcido malico e
posteriormente os aguicares.

O didxido de enxofre (SO,) € um aditivo alimentar
(conservante E220) vulgarmente utilizado na inddstria
enoldgica pelas suas propriedades antisépticas,
antioxidantes e antioxidasicas (Fugelsang, 1997;
Carreté et al., 2002; Ribérau-Gayon et al., 2000).

Durante a solubilizagdo do SO, estabelecem-se os
equilibrios:

K
: HSO;™ 4+ HY (1.1)

SOz + HO

Ks
)

HSO,™ z=== SO.*~ + H*t (1.2)

Em fungéo do pH do vinho, o SO, total encontra-se
em equilibrio sob as formas de SO, livre (forma
molecular, ides sulfito e bisulfito) e SO, combinado
(com compostos carbonados, nomeadamente
aldeidos, cetonas, acido pirdvico, acido ?-
cetoglutdrico ou acucares). A 20°C, os pKs
correspondentes as reacgdes de dissociacdo sdo 1,81
€ 6,91, respectivamente (Ribérau-Gayon et al., 2006).
Estes valores justificam que a forma dcida H,SO, ndo
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exista em solu¢@o e que nos valores de pH do vinho o
SO, livre esteja predominantemente sob a forma de
ido bisulfito. A forma activa é a forma molecular e a
percentagem a que corresponde pode ser calculada,
em fungdo do pH do vinho, pela férmula de Sudraud
e Chauvaet (1985; citado por Ribérau-Gayon et al.,
2006):

Por exemplo, a pH 3,2 a percentagem de SO, activo
é de 3,91%, a pH 3,5 é de 2,00% e a pH 3,8 € de
1,01%. Concentragdes de 100-150 mg/L de SO, total,
de 50-100 mg/L SO, combinado ou de 1-10 mg/L
SO, livre sio suficientes para inibir as BAL e provocar
uma paragem da FML (Wibowo et al., 1985). Regra
geral as BAL tém dificuldade em desenvolver-se na
presenga de concentragdes de SO, total e livre
superiores a 100 mg/L e 10 mg/L, respectivamente
(Reguant et al., 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006).
Esta sera a dose recomendada para estabilizar os
vinhos apds a FML ou para a evitar naqueles em que
nao for desejada (Mendes-Faia, 1987).

A sensibilidade ao SO, varia com a espécie e com a
estirpe. Os cocos s@3o menos resistentes que os
lactobacilos e entre os cocos as espécies pertencentes
aos géneros Leuconostoc e Oenococcus apresentam
maior sensibilidade do que as do género Pediococcus.
O efeito bactericida do SO, € atribuido a fracgéo de
SO, livre que entra na célula por difusdo e, no seu
interior, € convertida em ido bisulfito (HSO;’), que
reage com proteinas, acidos nucleicos e alguns
cofactores, inibindo enzimas e consequentemente
conduzindo a morte das células (Romano e Suzzi,
1993). Recentemente, Carreté er al. (2002)
observaram um decréscimo na actividade malolactica
e na viabilidade de O. oeni associada a inibig¢do da
actividade da ATPase pela ac¢do do diéxido de
enxofre.

O etanol, metabolito principal resultante da FA por
Saccharomyces cerevisiae ou adicionado no caso dos
vinhos fortificados, também afecta os parimetros de
crescimento das BAL e a sua actividade malol4ctica.
A capacidade de sobrevivéncia e crescimento das
BAL decresce a medida que as concentracdes de
etanol aumentam (Wibowo et al., 1985).

A sensibilidade ao etanol varia entre as espécies de
BAL. De um modo geral, os lactobacilos
heterofermentativos apresentam maior tolerancia ao
etanol do que leuconostocs, oenococos e pediococos.
Os cocos podem tolerar cerca de 12 a 14% de etanol.
Relativamente aos lactobacilos, ja foram isoladas
estirpes de Lactobacillus fructivorans, Lb. brevis e
Lb. hilgardii em vinhos fortificados com teores
alcoodlicos de 16 a 20% (Radler e Hartel, 1984; Couto
e Hogg, 1994; Ribérau-Gayon et al., 2006). Esta
variabilidade € o resultado de modificagdes estruturais



(composicdo em 4dcidos gordos, fosfolipidos e
proteinas) e funcionais da membrana celular (Ribérau-
Gayon et al., 2006).

E de salientar que a tolerncia ao etanol é muito menor
quando as estirpes sdo cultivadas em laboratério
comparativamente ao seu crescimento em vinho.
Fernandes et al. (1991) observaram um efeito
estimulante do etanol a baixas concentracdes (2 a 4%)
nas taxas de crescimento de BAL, e sugerem a
utilizacdo do etanol nestas concentracdes na
formulag¢do de meios de cultura para isolamento e
para multiplicagdo de fermentos. A tolerancia ao
etanol é fortemente afectada pela temperatura e pH,
decrescendo a medida que a temperatura aumenta e
o pH decresce (Lafon-Lafourcade, 1975).

A temperatura, tal como o pH influencia os parametros
de crescimento das BAL e consequentemente a
velocidade da FML. Este € o factor mais facilmente
monitorizado e controlado no processo de vinificacao.
As temperaturas Optimas de crescimento das BAL
isoladas dos vinhos variam entre 20-30°C em meios
de cultura e entre 20-23°C no vinho. A temperatura
ideal para que durante o processo de vinificacdo
ocorra o crescimento das BAL, nomeadamente de O.
oeni, e a degradacdo do d4cido malico ¢
aproximadamente 20°C. Valores inferiores atrasam e
prolongam a FML, enquanto que valores superiores
a 25°C afectam a biomassa produzida e a qualidade
do produto final pela maior producio de acido acético
levando a sua depreciag@o ou deterioragdo (Ribérau-
Gayon et al., 2006).

Relativamente aos efeitos do oxigénio e diéxido de
carbono no crescimento e sobrevivéncia das BAL,
os resultados obtidos por diferentes investigadores
tém sido bastante contraditérios. Efeitos estimulantes
no crescimento e na actividade malolatica das BAL
tém sido observados, quer em condigdes de
anaerobiose ou microaerofilia (Kunkee, 1967; Stamer,
1979), quer em condi¢des de algum arejamento
(Ribérau-Gayon et al., 2006). O efeito estimulante
do CO, no crescimento das BAL, descrito por alguns
autores (van der Westhuizen ez al., 1981; Mayer, 1974
citado por Wibowo et al., 1985), ndo foi observado
nos ensaios de optimizag@o das condicdes de cultura
de BAL realizados por Tenreiro (1995).

Factores associados com a vinificag¢do

Estes factores englobam operagdes tecnoldgicas como
a clarificagdo, contacto com as peliculas, trasfega,
termovinificagdo e adi¢cdo de conservantes. A
estabilizacdo por frio, a troca idnica e a pasteurizagio
sdo ainda exemplos de outros procedimentos
utilizados em vinificacdo que também podem
influenciar a sobrevivéncia das BAL e
consequentemente comprometer a realizagdo da FML
(Wibowo et al. 1985).

A operagdo de clarificagdo de mostos ou vinhos
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efectuada por sedimentagdo, filtragcdo ou
centrifugacdo, pode remover um nimero consideravel
de BAL bem como nutrientes imprescindiveis ao seu
crescimento, e deste modo reduzir a probabilidade
da ocorréncia da FML pela flora indigena.
Normalmente, o contacto com as peliculas e o atraso
na trasfega ou contacto com as borras apds
fermentag@o alcodlica também estimula a FML, pela
libertacdo de substancias estimulantes da pelicula e
nutrientes provenientes da autélise das leveduras. Os
vinhos obtidos pela técnica de termovinifica¢do sido
menos susceptiveis a ocorréncia da FML, por uma
maior retengdo de SO, (Wibowo et al., 1985). Para
além do SOQ, outros conservantes, como o acido
fumarico, o 4cido sérbico (sob a forma de sorbato de
potdssio) e o pirocarbonato de metilo, tém sido
utilizados na industria enoldgica. Alguns destes
aditivos alimentares t€ém o inconveniente de
apresentarem um efeito fungicida forte e limitada
actividade sobre as BAL, podendo inclusivamente ser
metabolizados por este grupo de bactérias e dar
origem a compostos desagradaveis. Tal € o caso do
acido sérbico (4cido 2,4-hexadiendico) que é
reduzido a 2,4-hexadienol e que, esterificando com o
etanol, origina 2-etoxihexa-3,5-dieno, composto
responsavel pelo odor a geranio (Crowell e Guymont,
1975).

Embora o uso de SO, pela industria enoldgica durante
a producgdo dos diferentes tipos de vinhos esteja
estritamente regulamentado, devido aos seus efeitos
indesejdveis (caracteristicas sensoriais negativas e
problemas alergénicos), tém sido investigados varios
compostos alternativos, que permitam a estabilizacido
dos vinhos e garantam a sua qualidade final. Assim a
utilizacdo de lisozima tem-se revelado eficiente no
controlo das BAL de mostos e vinhos (Gerbaux et
al., 1997; Delfini et al., 2004) e de outros alimentos
nomeadamente de queijos.

Apesar da nisina ter revelado, em laboratério, uma
accdo inibidora do crescimento das BAL isoladas de
vinho (Mendes-Faia e Radler, 1990; Cortez, 1993;
Daeschel et al., 1991; Rojo-Bezares et al., 2007), até
recentemente, ¢ apenas aplicada em queijos, cerveja
e enlatados, onde desempenha um papel eficaz no
controlo de bactérias patogénicas como Clostridium
botulinum, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, entre outros. Face a relutancia na
aplicacdo da nisina no controlo das BAL indesejaveis
no vinho, a pesquisa e detec¢do de outras
bacteriocinas em BAL de origem enoldgica torna-se
assim relevante e promissora. Sdo exemplos a
pediocina N5p produzida por Pediococcus
pentosaceus (Strasser de Saad e Manca de Nadra,
1993), a pediocina PD-1 produzida por Pc. damnosus
NCFB 1832 (Nel et al., 2002; Bauer et al., 2005) e a
plantaricina produzida por Lactobacillus plantarum
(Navarro et al., 2000) ou substancias semelhantes
produzidas por Leuconostoc mesenteroides
(Yurdugiel e Bozoglu, 2002).



Interacgoes entre as BAL e outros microrganismos

Durante o processo de vinificagdo, a existéncia de
culturas mistas (leveduras, fungos filamentosos,
bactérias acéticas e lacticas, “bacteri6fagos”)
promove o estabelecimento de relagdes antagonisticas
e sinergisticas entre os diferentes microrganismos
(Wibowo et al., 1985; Fleet, 2003; Arnick e Henick-
Kling, 2005; Ribérau-Gayon et al., 2000).

As leveduras, por competirem pelos nutrientes e por
produzirem substancias inibidoras (etanol, SOZ,
dcidos gordos de cadeia média) retardam o
crescimento das BAL durante a FA (Wibowo et al.,
1985; Carreté et al., 2002; Carreté et al., 2006;
Ribérau-Gayon et al., 2006). Contudo, as leveduras
também podem ter um papel estimulante no
crescimento das BAL e na actividade maloléctica.
Capucho e San Romao (1994) verificaram que os
acidos decanoico e dodecanoico em concentracdes
inferiores a 12,5 e 2,5 mg/L, respectivamente ,
estimulavam a actividade malolactica e o crescimento
das BAL. Apds a FA, durante a autdlise das leveduras
sdao excretadas e libertadas vitaminas, bases azotadas,
péptidos e aminoacidos que estimulam o crescimento
das BAL (Ribérau-Gayon et al., 2006) e que podem
explicar a sucessao das espécies de BAL observada
durante a FA.

Adicionalmente, algumas estirpes de BAL, pela
produgdo de substincias antimicrobianas como
per6oxido de hidrogénio, 4cidos organicos e
bacteriocinas podem inibir outras estirpes da mesma
ou de diferentes espécies de BAL. Relativamente a
fungos e bactérias acéticas, mais frequentes em uvas
danificadas, o seu efeito sobre o crescimento das BAL
parece ser negligenciavel segundo Ribérau-Gayon et
al. (2006).

A observagdo de FML incompletas ou irregulares
associadas a presenca de bacteri6fagos foi descrita
por varios autores (Sozzi et al., 1982; Cazelles e
Gnaegi, 1982; Davis et al., 1985; Henick-Kling e?
al., 1986; Jarvis, 1989 - citados por Fleet, 2003). Num
‘screening’ de fagotipagem de uma coleccgdo de
estirpes de O. oeni, realizado por Poblet-Icart et al.,
(1998), foram detectadas aproximadamente 90% de
estirpes lisogénicas. Estes autores observaram pelos
perfis de restricao obtidos, que os fagos isolados ndo
eram idénticos, o que confirmava a coexisténcia de
vérias estirpes de O. oeni durante a FML. Assim, de
acordo com a sensibilidade ao ataque dos fagos, as
diferentes estirpes sucedem-se umas as outras, ou seja,
a eliminacdo de uma estirpe por um fago ¢é
provavelmente seguida pela multiplicacdo de outras
estirpes. Segundo Ribérau-Gayon et al. (2006), sé se
deve recear uma FML anulada por bacteriéfagos em
circunstancias excepcionais, quando as duas
populagdes atingem o mesmo nimero. Outros autores
referem ainda que os fagos sao inactivados pelo baixo
pH e di6éxido de enxofre presente no vinho. Contudo,
os bacteriéfagos devem ser considerados na selecgdo
de culturas ‘starter’, para evitar perdas de culturas a
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grande escala (Poblet-Icart er al., 1998). Culturas
‘starter’ constituidas por vdrias estirpes com diferentes
sensibilidades a fagos e a rotagcdo destas culturas
podem ser solucdes para garantir uma FML sem
problemas desta natureza (Buckenhiiskes, 1993;
Ribérau-Gayon et al. 2000).
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