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RESUMO

Esta dissertação insere-se no âmbito do tema complexo da selecção de culturas bacterianas

‘starters’ para a realização da fermentação malolática (FML). Neste contexto, o trabalho

realizado consistiu na caracterização fenética e funcional de uma colecção de bactérias do

ácido láctico (BAL) isoladas de vinhos tintos da Região Demarcada do Douro (RDD), que

sofreram a FML espontânea, com o objectivo de seleccionar estirpes autóctones que

pudessem ser usadas como ‘starters’ melhor adaptadas ao processo de vinificação. Numa

abordagem polifásica, e de acordo com uma estratégia de agrupamento e selecção sequencial

de estirpes, foram aplicados métodos fenotípicos e moleculares para avaliação da diversidade

fenética da colecção de BAL e para caracterização de um subconjunto de isolados,

representativo desta diversidade e com perfil de actividades enzimáticas de interesse

enológico. 

No decorrer deste trabalho foi isolada uma colecção de 793 BAL a partir de 193 amostras de

vinho tinto recolhidas em 18 adegas da RDD, em três vindimas consecutivas (1999-2001).

Oenococcus foi o género dominante, com 90,6% dos isolados pertencentes a este género,

6,2% pertencentes ao género Lactobacillus e 3,2% a Pediococcus. Para redução do número de

isolados em estudo foi seleccionada, de forma aleatória, uma amostra de 295 isolados

representativa da colecção original. 

Na caracterização fenética destes isolados foram aplicados métodos quimiotaxonómicos e

moleculares de tipificação (análise de perfis de proteínas celulares totais e M13-PCR

‘fingerprinting’), para a definição de ‘clusters’ a níveis de semelhança elevados e selecção de

estirpes representativas da diversidade subjacente. Em resultado da análise dos perfis de

proteínas celulares totais foram seleccionados 227 isolados para tipificação genómica por

M13-PCR ‘fingerprinting’. De acordo com a análise dos perfis de ‘fingerprinting’ destes isolados

foi possível seleccionar 96 estirpes representantes da diversidade fenética da colecção para

identificação a nível de espécie por análise de rDNA 16S. A análise dos perfis de 16S-ARDRA

destas estirpes permitiu a identificação de 17 restritipos e a selecção de representantes para

sequenciação de rDNA 16S. A identificação a nível de espécie foi realizada por comparação

das sequências parciais obtidas com as disponíveis em bases de dados e por análise integrada

com os resultados de 16S-ARDRA. 

Os 295 isolados de BAL foram identificados nas seguintes espécies: Oenococcus oeni (227);

Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19); Lactobacillus brevis (11);

Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus vaccinostercus (3); Lactobacillus

casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); e Pediococcus parvulus (24). 



A diversidade fenética da colecção de BAL em estudo foi estimada pela aplicação de índices de

diversidade que, globalmente, apontaram para a existência de uma diversidade elevada de

estirpes de BAL associadas ao processo de produção de vinhos tintos com FML espontânea na

RDD, em particular para a espécie Oenococcus oeni. 

Para a caracterização funcional da diversidade subjacente foram estudadas actividades

enzimáticas com relevância enológica, tendo sido efectuado o ‘screening’ da colecção de 295

isolados de BAL para a presença da enzima maloláctica, de ß-glucosidases, das enzimas da via

de degradação da arginina, da descarboxilase de tirosina e da descarboxilase de histidina.

Com base na análise integrada dos dados provenientes deste ‘screening’ fenotípico e da

caracterização fenética dos isolados, seleccionou-se um conjunto de 81 estirpes com

características enológicas desejáveis (mle+, ß-glu+, arg-, tdc-, hdc-) representantes da

diversidade de cada espécie presente na colecção de BAL em estudo. Para este subconjunto

de estirpes procedeu-se à detecção por PCR dos genes associados para confirmação dos

resultados do ‘screening’ fenotípico. 

Para avaliar o comportamento funcional das estirpes seleccionadas pelos ‘screenings’

fenotípico e genotípico, caracterizou-se o seu crescimento em vinho e meios de cultura.

As 63 estirpes caracterizadas nestes ensaios foram agrupadas em 6 ‘clusters’ distintos e,

ainda que se tenham observado diferenças na distribuição das estirpes de cada sub-região,

não se detectou qualquer associação significativa, indicando assim que a diversidade

fisiológica das estirpes de BAL responsáveis pela FML espontânea não parece evidenciar

qualquer padrão geográfico a nível interno da RDD. Paralelamente, efectuou-se uma

caracterização das 41 estirpes de O. oeni, por análise de macrorestrição, para definição do

grupo genómico respectivo. Estas estirpes foram agrupadas de acordo com 13 grupos

genómicos distintos, tendo o grupo genómico prevalente sido detectado nas três sub-regiões

da RDD. 

De acordo com o objectivo principal desta dissertação, e na sequência da estratégia adoptada,

procedeu-se à selecção do subconjunto final de estirpes de O. oeni da RDD que, sendo

representativas desta região de produção, possam constituir uma “carteira” de ‘starters’

regionais para FML controlada. Apesar de não ter sido possível caracterizar o comportamento

das 17 estirpes seleccionadas em ensaios de transcrição em vinho e meios de cultura, os

resultados apresentados, ainda que obtidos a partir de ensaios preliminares, revelam a

importância da realização destes estudos na avaliação do comportamento transcricional de

genes que codificam para enzimas com relevância enológica. Esta avaliação deverá ser

considerada como critério na selecção de estirpes para culturas ‘starter’.

Palavras-Chave: ‘Starter’, Fermentação maloláctica, Bactérias do ácido láctico, Oenococcus

oeni, SDS-PAGE, M13-PCR ‘fingerprinting’, 16S-ARDRA, Macrorestrição, β-glucosidase,

Arginina desaminase, Aminas biogénicas, RT-PCR, Vinho, Região Demarcada do Douro.



ABSTRACT

This thesis arises in the scope of the complex subject of the selection of bacterial starter

cultures for the accomplishment of malolactic fermentation (MLF). Under the main goal of

selecting autochthone strains better adapted to the winemaking process, the work involved

the phenetic and functional characterization of a collection of lactic acid bacteria (LAB)

isolated from red wines of the Demarcated Region of Douro (RDD), which had undergone

spontaneous MLF. Following a narrow-down strategy of grouping and sequential selection of

strains in a poliphasic approach, phenotypic and molecular methods were applied both to

evaluate the phenetic diversity of the BAL collection and to characterize a subgroup of strains,

representative of this diversity and with a profile of enzymatic activities oenologically relevant.

In the course of this work, a collection of 793 BAL was isolated from 193 samples of red wine

collected in 18 wineries of the RDD, in three consecutive vintages (1999-2001). Oenococcus

was the dominant genus (90.6%), followed by Lactobacillus (6.2%) and Pediococcus (3.2%).

To decrease the number of isolates under in study, 295 isolates were selected as a

representative sample. A phenetic characterization of these 295 isolates, based on

chemotaxonomic and molecular methods of strain typing (whole-cell protein profiling and

M13-PCR fingerprinting), was applied for clustering and selection of a set of strains

representative of the underlying diversity. 

Analysis of the whole-cell protein profiles allowed the selection of 227 isolates for genomic

typing by M13-PCR fingerprinting. According to the M13-PCR fingerprinting results, 96 strains

representative of the phenetic diversity of the BAL collection were selected for identification at

species level. The analysis of 16S-ARDRA profiles for these strains allowed the identification of

17 restritypes and the selection of representatives strains for 16S rDNA sequencing. The

identification at the species level was performed by comparison of the obtained partial

sequences with those available in public databases and by integrated analysis with

16S-ARDRA results. 

The 295 BAL isolates were identified as belonging to the following species: Oenococcus oeni

(227); Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19); Lactobacillus brevis (11);

Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus vaccinostercus (3); Lactobacillus

casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); and Pediococcus parvulus (24). 

The evaluation of the phenetic diversity of the BAL collection under study was performed with

diversity indexes, that globally pointed to the existence of a high diversity of BAL strains

associated with spontaneous MLF of red wines in RDD, in particular for the species

Oenococcus oeni. 



For the functional characterization of the underlying diversity, the collection of 295 BAL was

screened for enzymatic activities with oenological relevance: the presence of malolactic

enzyme, β-glucosidases, enzymes involved in arginine degradation pathway, tyrosine

decarboxylase and histidine decarboxylase. The integrated analysis of the data from this

phenotypic screening and previous phenetic characterization allowed the selection of a set of

81 strains with desirable oenological characteristics (mle+, β-glu+, arg-, tdc-, hdc-),

representative of the intra-specific diversity of the BAL collection. Confirmation of phenotypic

screening results was performed for this subset of strains, through PCR detection of genes

associated with the targeted phenotypes. 

The functional behavior of the strains selected by both phenotypic and genotypic screenings

was evaluated by growth in wine and culture media. The 63 strains characterized in these

assays were grouped in 6 distinct clusters and, although differences in strain distribution have

been observed, they did not correlate with sub-regions. This fact indicates that the

physiological diversity of BAL strains responsible for the spontaneous FML does not seem to

follow any geographic pattern at an internal level in RDD. 

In parallel, the genomic groups of 41 O. oeni strains were assessed by macrorestriction

analysis. These strains were grouped in 13 different genomic groups, and the most prevalent

group was detected in the three sub-regions of RDD. 

In accordance with the main goal of this thesis, and in sequence with the adopted strategy, a

group of O. oeni strains from RDD was selected as representative of this region of production

to constitute a "regional wallet" of starters for controlled FML. Although it has not been

possible to characterize the behavior of the 17 selected strains in transcription assays in wine

and culture media, the results presented, though obtained in preliminary assays, disclose the

importance of the accomplishment of these studies in the evaluation of the transcriptional

behavior of genes that codify for enzymes with oenological relevance. This evaluation should

be considered as an additional criterion in the selection of strains for starter cultures. 

Keywords: Starter, Malolactic fermentation, Lactic acid bacteria, Oenococcus oeni,

SDS-PAGE, M13-PCR fingerprinting, 16S-ARDRA, PFGE, β-glucosidase, Arginine desaminase,

Biogenic amines, RT-PCR, Wine, Demarcated Region of Douro.
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PREÂMBULO

O trabalho apresentado nesta dissertação, orientado pela Prof. Cat. Doutora Maria Arlete

Mendes Faia (UTAD) e pelo Prof. Aux. Doutor Rogério Tenreiro (FCUL), esteve inserido na

Linha de Investigação em “Identificação de microrganismos do vinho” (DIA/CGB/UTAD),

direccionada para o isolamento de microrganismos autóctones que, por se encontrarem

adaptados aos vinhos da Região Demarcada do Douro (RDD), apresentam maior potencial

enológico para aplicações biotecnológicas a implementar futuramente nesta região. 

Com a realização de uma dissertação de doutoramento no âmbito da caracterização e

selecção de bactérias do ácido láctico (BAL) isoladas de vinhos da RDD pretendeu-se

contribuir para o tema complexo da selecção de culturas bacterianas ‘starters’ para a

realização da fermentação malolática (FML). A importância da FML nos vinhos do Douro, e o

seu impacto efectivo na qualidade do vinho nalgumas vindimas, justifica um estudo de

caracterização exaustiva e identificação a nível de espécie de BAL autóctones isoladas de

vinhos tintos desta região, no sentido de seleccionar estirpes que possam ser usadas como

‘starters’, melhor adaptadas a este processo de vinificação, para ultrapassar alguns problemas

de qualidade padrão que possam ocorrer em algumas vindimas. 

Neste contexto, o trabalho realizado consistiu na caracterização ecológica e funcional de uma

colecção de isolados provenientes de vinhos da RDD, que sofreram a FML espontânea, por

uma abordagem polifásica que, aliando as metodologias fenotípicas e moleculares da

tipificação de estirpes à caracterização de actividades enzimáticas com interesse enológico,

constitui uma estratégia inovadora de agrupamento e selecção sequencial de estirpes. Com

esta abordagem pretendeu-se: 

(i) caracterizar uma colecção de isolados de vinhos provenientes de uma região demarcada,

representativa da diversidade ecológica de BAL nos vinhos desta região; 

(ii) definir metodologias e critérios para a selecção e monitorização de estirpes candidatas à

utilização como ‘starters’; 

(iii) contribuir com dados resultantes da aplicação de novas metodologias (análise do

transcriptoma) para o esclarecimento do papel das BAL nas características finais do vinho. 

De acordo com estes objectivos, podem ser consideradas quatro fases na realização deste

trabalho: Fase I - isolamento e caracterização sumária da colecção de BAL ; Fase II

- identificação a nível de espécie e avaliação da diversidade; Fase III - selecção de estirpes

com interesse enológico; e Fase IV - análise transcricional da expressão de genes

seleccionados.
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A Fase I consistiu no isolamento da coleccção de BAL e na sua identificação presuntiva a nível

de género por métodos fenotípicos clássicos. Em três vindimas consecutivas foram

amostrados vinhos das diferentes sub-regiões da RDD, a partir dos quais foi possível isolar

uma colecção de cerca 800 estirpes de BAL pertencentes aos géneros

Oenococcus/Leuconostoc, Lactobacillus e Pediococcus. 

A Fase II consistiu na caracterização quimiotaxonómica e molecular de uma amostra

representativa da colecção de isolados (ca. 300) com recurso a perfis de proteínas celulares

totais por SDS-PAGE e PCR direccionada para sequências repetidas. Foram utilizados métodos

de taxonomia numérica para definir grupos de estirpes e avaliar a diversidade genómica. Na

identificação dos isolados foi adoptada uma estratégia baseada no agrupamento de estirpes,

que consistiu na aplicação sequencial das metodologias referidas, seguida da análise dos

perfis de restrição do rDNA 16S (ARDRA) e selecção de um subconjunto reduzido de isolados

para sequenciação do rDNA 16S. 

A Fase III consistiu na definição de critérios e aplicação de metodologias para a selecção de

estirpes de Oenococcus oeni com interesse enológico. Deste modo, foi realizado um

‘screening’ fenotípico dos isolados para actividades enzimáticas com relevância enológica. A

análise cruzada dos dados provenientes deste ‘screening’ e da caracterização dos isolados

realizada durante a Fase II, permitiu seleccionar um subconjunto de estirpes com

características enológicas desejáveis e representativo da diversidade genómica presente na

amostra. Os resultados do ‘screening’ fenotípico de actividades enzimáticas destes isolados

foram confirmados por amplificação por PCR com ‘primers’ específicos para os genes

respectivos (‘gene-specific’ PCR). Estes isolados foram ainda caracterizados por ensaios de

crescimento em vinho e meios de cultura apropriados, e submetidos a uma caracterização

genómica mais detalhada por análise de macrorestrição. A análise integrada dos dados

resultantes das fases anteriores permitiu agrupar, identificar e seleccionar um subconjunto de

estirpes de Oenococcus oeni com interesse enológico.

Na Fase IV realizaram-se alguns ensaios de transcrição de genes associados à produção de

aminas biogénicas e β-glucosidases, com estirpes seleccionadas que foram inoculadas em

vinho proveniente da RDD, vinho sintético e meio de cultura com diferentes valores de pH,

teores de ácido málico e etanol, tendo sido monitorizada paralelamente a viabilidade celular. 

A execução deste trabalho foi suportada por três instituições e co-financiada pela Agência de

Inovação (projecto “Safebactowinebags”, Adi 70/00105). O isolamento, conservação e

identificação presuntiva, a nível de género, dos isolados da colecção de BAL do vinho decorreu

no Laboratório da Secção de Enologia do Departamento de Indústrias Alimentares da UTAD. A

diferenciação e a identificação a nível de espécie de um subconjunto de isolados,

seleccionados a partir da colecção de BAL como amostra representativa, foram realizadas no

Laboratório da Secção de Microbiologia do Departamento de Biologia Vegetal da FCUL. A

selecção de estirpes com interesse enológico envolveu os laboratórios da Secção de Enologia

do Departamento de Indústrias Alimentares da UTAD e da Unidade de Microbiologia,

Biotecnologia e Biologia Molecular do ICAT. Neste último laboratório foi também realizada a

análise transcricional da expressão de genes seleccionados.
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Esta dissertação encontra-se estruturada em quatro capítulos principais e um anexo. Na

Introdução Geral, para além da caracterização geral das BAL em termos de taxonomia,

metabolismo e crescimento, habitats e aplicações industriais, foi apresentada uma revisão

extensa sobre as BAL e o seu papel no processo de vinificação. Em Material e Métodos

apresenta-se a descrição sumária dos procedimentos experimentais utilizados, tendo-se

optado por apresentar em anexo a lista de estirpes de BAL que constituiram a amostra em

estudo. Os principais resultados obtidos, bem como o seu tratamento e discussão são

apresentados em Resultados e Discussão. Neste capítulo, e sempre que justificado são ainda

apresentadas análises comparativas. No último capítulo retiram-se conclusões finais e

apresentam-se perspectivas futuras de continuação do trabalho.
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 1.1  CARACTERIZAÇÃO GERAL DAS BACTÉRIAS DO ÁCIDO LÁCTICO (BAL)

O termo "bactérias do ácido láctico" (BAL) descreve um grupo de microrganismos procariotas

capazes de produzir ácido láctico como produto final da fermentação de hidratos de carbono.

Foi Hueppe, em 1884, que introduziu o termo "Milchsauerbacillus" para descrever, em parte, a

flora microbiana responsável pela acidificação do leite e produtos lácteos (Stamer, 1979). Mais

tarde, em 1919, Orla-Jensen definiu com razoável precisão este grupo de bactérias, usando as

suas características morfológicas, metabólicas e fisiológicas como critérios para estabelecer a

sua diferenciação taxonómica (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Axelsson, 1993).

A formação de ácido láctico como produto final do metabolismo dos açúcares é uma

característica partilhada com outros grupos de microrganismos, distinguindo-se as

“verdadeiras” BAL por apresentarem um teor molar de guanina e citosina inferior a 50% no

seu DNA (Wood e Holzapfel, 1995; Holzapfel et al.,2001).

As bactérias incluídas neste grupo são bacilos ou cocos gram positivos não móveis (ou

raramente móveis) e que não formam endósporos. São microrganismos quimioorganotróficos

com metabolismo estritamente fermentativo (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Wood e Holzapfel,

1995). A característica chave deste grupo é a incapacidade de sintetizar grupos porfirínicos

(e.g. heme), o que explica o facto de nas condições de cultura utilizadas em laboratório as

BAL serem desprovidas de citocromos e a ausência de “verdadeira” catalase. Contudo, podem

ocorrer excepções a esta descrição geral, já que algumas estirpes de BAL produzem

peroxidases ou uma “pseudocatalase”1 (Axelsson, 1993; Wood e Holzapfel, 1995). Em meios

contendo hematina ou compostos relacionados, algumas estirpes podem produzir catalase ou

mesmo citocromos, e em alguns casos constituir uma cadeia de transporte electrónico

funcional (Axelsson, 1993). 

Apesar de serem aerotolerantes, são um grupo de bactérias característico de habitats não

aeróbios, muito exigentes do ponto de vista nutritivo e quesuportam valores de pH muito

baixos, sendo a tolerância à acidez uma característica variável entre estirpes. As BAL estão

presentes em ambientes muito diversos (e.g. alimentos e bebidas fermentados, plantas,

frutos, solo, águas residuais) e também fazem parte da microflora dos tractos respiratório,

intestinal e genital do homem e de animais (Wood e Holzapfel, 1995; Chambel, 2001).

Numa perspectiva biotecnológica, as BAL têm um potencial de aplicação diversificado, desde o

controlo do processo fermentativo na produção de alimentos fermentados até à sua utilização

como probióticos na saúde humana e animal (Chambel, 2001). No vinho, este grupo de

microrganismos é responsável por um processo fermentativo secundário e está envolvido na

libertação de compostos aromáticos. Ocasionalmente, a produção de metabolitos indesejáveis

por parte destes microrganismos pode provocar alterações das propriedades organolépticas e

das características toxicológicas/higiénicas do produto final (Lonvaud-Funel, 1999).

1.  A “pseudocatalase” difere da catalase por não apresentar grupo heme e pela resistência ao cianeto e à azida
(Sharpe, 1979 cit. por Mendes-Faia, 1987).
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 1.2  CLASSIFICAÇÃO DAS BAL

A primeira classificação das BAL foi efectuada por Orla-Jensen em 1919. Este investigador

classificou as BAL nos géneros Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium,

Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus e Microbacterium. As alterações consideráveis

ocorridas na taxonomia das BAL, com a criação de novos géneros, espécies e sua

reclassificação e reorganização,conduziram a que destes géneros apenas persiste actualmente

Streptococcus, embora não incluindo as espécies transferidas para os novos géneros

Enterococcus, Lactococcus e Vagococus (Tabela 1.1).

TABELA 1.1 Comparação entre a classificação das BAL proposta por Orla-Jensen e uma classificação tax-
onómica mais recente (adaptado de Stiles e Holzapfel, 1997; Holzapfel et al., 2001).

A abordagem tradicional na classificação das BAL em diferentes géneros baseava-se

fundamentalmente em caracteres fenotípicos, nomeadamente: (i) morfológicos, das células

(forma, endósporos, flagelos, reacção de Gram) e das colónias (cor, dimensões, forma);

(ii) bioquímicos (modo de fermentação da glucose, configuração do ácido láctico produzido); e

(iii) fisiológicos (crescimento a diferentes temperaturas, capacidade de crescer em elevadas

concentrações de sal, e tolerância a pH ácido e alcalino) (Curck et al., 1994; Dellaglio et al.,

1994; Vandamme et al., 1996; Axelsson, 2004). 

Ainda que estas características continuem a ser usadas como diferenciais a nível de alguns

géneros de BAL, tal como se exemplifica na Tabela 1.2, outros métodos fenotípicos foram

introduzidos na classificação das BAL tais como os perfis metabólicos e enzimáticos, a tipagem

fágica e bacteriocínica e a serotipagem. 

Com o desenvolvimento dos métodos quimiotaxonómicos surgiu também a análise de perfis

de ácidos gordos ou de perfis de proteínas celulares totais, a análise de constituintes da

parede celular (tipos de peptidoglicano e ácidos teicóicos), ou a análise do espectro

Género Forma Catalase
Redução 
de nitrito

Fermentaçãoa

a. Tipo de metabolismo fermentativo - classificação de acordo com os produtos finais originados a partir da fermentação da glucose: (i)
homofermentativo, se produz quase exclusivamente ácido láctico e (ii) heterofermentativo, se produz para além de CO2, lactato e etanol
(Desmazeaud e Roissart, 1994).

Géneros actuais 

Betabacterium Bacilos - - Hetero- Lactobacillus
Weissella

Thermobacterium Bacilos - - Homo- Lactobacillus

Streptobacterium Bacilos - - Homo- e Hetero- Lactobacillus
Carnobacterium

Streptococcus Cocos - - Homo- Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus

Betacoccus Cocos - - Hetero- Leuconostoc
Oenococcus
Weissella

Microbacterium Bacilos + + Homo- Brochothrix

Tetracoccus Cocos + + Homo- Pediococcus
Tetragenococcus
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infravermelho de pirólise pela transformada de Fourier (Curck et al., 1994; Dellaglio et al.,

1994; Vandamme et al., 1996). 

TABELA 1.2 Características diferenciais de alguns géneros de BAL (adaptado de Axelsson, 1993).

A aplicação de técnicas moleculares na classificação e identificação das BAL permitiu substituir

e/ou complementar as metodologias clássicas baseadas no fenótipo. Dos métodos

moleculares destacam-se, entre outros, a sequenciação do rDNA 16S e outros genes, a

determinação do teor molar de guanina e citosina, as hibridações DNA-DNA e DNA-RNA, a

análise de polimorfismos de dimensão de fragmentos de restrição (RFLP), a macrorestrição

(PFGE) e diversas técnicas baseadas em PCR (RAPD, ARDRA, AFLP). Os métodos fenotípicos e

genotípicos usados na identificação, diferenciação e tipificação das BAL, em particular das BAL

isoladas de vinhos, serão abordados com mais pormenor no ponto 1.7. 

Trabalhos exaustivos e extensos de determinação de sequências de RNA e DNA ribossómico,

particularmente do rRNA 16S, têm permitido estabelecer as relações filogenéticas que servem

de base à taxonomia actual das BAL. Por apresentarem um teor molar de G+C inferior a 50%,

as BAL típicas pertencem ao ramo "Clostridium" das bactérias gram positivas (Figura 1.1),

enquanto que o ramo "Actinomycetes' cujo teor em (G+C)% é superior a 50% inclui espécies

do género Bifidobacterium e outros géneros também importantes nas indústrias dos alimentos

e das bebidas (Coenye e Vandamme, 2003).
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Morfologia celularb

b. B, bacilos; C, cocos.

B B B, C C C C C C C C

Formação de tétradas - - - + - - - + - +

CO2 a partir da glucosec

c. Teste para tipo de fermentação da glucose: negativo e positivo representam homofermentativa e heterofermentativa, respectivamente.

- ± + - - - + - - -

Crescimento a 10°C + ± + + + + + ± - +

Crescimento a 45°C - ± - - + - - ± ± -

Cresc. em 6,5% de NaCl NDd

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

± ± + + - ± ± - +

Cresc. em 18% de NaCl - - - - - - - - - +

Crescimento em pH 4,4 ND ± ± - + ± ± + - -

Crescimento em pH 9,6 - - - + + - - - - +

Ácido lácticoe

e. Configuração do ácido láctico produzido a partir da glucose.

L D, L, 
DL D, DL L L L D L, DL L L



Introdução Geral10

FIGURA 1.1 Árvore consenso, baseada na análise comparativa de sequências de rRNA 16S, mostrando
os principais grupos filogenéticos das BAL com baixo teor molar de G+C e os géneros gram positivos não
directamente relacionados Bifidobacterium e Propionibacterium (adaptado de Holzapfel et al., 2001).

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 não se correlacionam com as classificações baseadas em caracteres fenotípicos

(Axelsson, 2004). No caso do género Lactobacillus e numa tentativa de conciliar os dados de

caracterização fenotípica com os dados filogenéticos obtidos da sequenciação do rRNA,

Hammes e Vogel (1995) propuseram a seguinte classificação: homofermentativos obrigatórios

(grupo A), heterofermentativos facultativos (grupo B) e heterofermentativos obrigatórios

(grupo C). Dentro de cada grupo fermentativo as espécies são organizadas de acordo com as

suas relações filogenéticas pelos seguintes grupos: a (grupo Lb. delbrueckii), b (grupo

Lb. casei-Pediococcus) e c (grupo Leuconostoc), existindo as seguintes combinações Aa, Ab,

Ba, Bb, Cb e Cc. 

Para além destas discrepâncias filo-fenéticas, a maior dificuldade que se apresenta ao tentar

sumarizar os grupos taxonómicos de BAL actualmente reconhecidos prende-se com a própria

definição deste grupo funcional de bactérias. 

De facto, consoante as BAL são encaradas como um grupo de bactérias gram positivas que

produzem ácido láctico como único, principal ou importante produto da fermentação de

açúcares como mecanismo de produção de energia (BAL sensu latu), ou como um sub-grupo

destas que além disso são anaeróbias, micro-aerófilicas ou aero-tolerantes, possuem um teor

molar de G+C<50%, não produzem catalase e não formam endósporos (BAL sensu strictu),

assim varia o número de géneros considerados e a correspondente diversidade filogénética.

Na Figura 1.2 apresenta-se a organização taxonómica deste grupo funcional de bactérias, no

seu conceito mais amplo, e recorrendo à informação disponível no TOBA ("Taxonomic Outline

of the Bacteria and Archaea", versão 7.7, 06.Março.2007) e na LPNSN ("List of Prokaryotic
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Names with Standing in Nomenclature"), para a compilação dos géneros actualmente

reconhecidos (em termos de publicação válida) e do número de espécies incluídas.

FIGURA 1.2 Organização taxonómica das BAL de acordo com o índice taxonómico dos procariotas
(TOBA, versão 7.7 06/03/2007) a lista de nomes procarióticos com nomenclatura reconhecida (LPNSN,
versão 04/09/2007). Os números apresentados referem-se ao total de espécies descritas em cada grupo.

Neste conceito de BAL sensu latu incluíram-se, além das BAL sensu strictu (Ordem

"Lactobacillales"), os seguintes grupos bacterianos:

(i) o género Bifidobacterium e a espécie Actinomyces israelii (homofermentativa em condições

de anaerobiose), na sequência do descrito por Holzapfel e Wood (1995);

Domínio Bacteria

Filo "Firmicutes" 328

Classe "Bacilli" 324

Ordem "Lactobacillales" 302 Ordem Bacillales 22

Família Lactobacillaceae 113 Família "Sporolactobacillaceae" 5
Lactobacillus 103 Sporolactobacillus 5
Paralactobacillus 1
Pediococcus 9 Família Bacillaceae 6

Bacillus coagulans 1
Família "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 staearothermophilus 1
Facklamia 6
Globicatella 2 Família "Paenibacillaceae" 2
Ignavigranum 1 Paenibacillus lentimorbus 1

Paenibacillus popilliae 1
Família "Carnobacteriaceae" 31

Carnobacterium 10 Família "Staphylococcaceae" 1
Agitococcus 1 Gemella morbillorum 1
Alkalibacterium 3
Allofustis 1 Família "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 Família "Lachnospiraceae" 1

Ruminococcus hansenii 1
Família "Enterococcaceae" 46

Enterococcus 33
Atopobacter 1
Catellicoccus 1
Melissococcus 1 Classe Mollicutes 3
Pilibacter 1
Tetragenococcus 4 Ordem Incertae sedis 8 3
Vagococcus 5

Família "Erysipelothricaceae" 3
Família "Leuconostocaceae" 27 Erysipelothrix 3

Leuconostoc 14
Oenococcus 2
Weissella 11

Família Streptococcaceae 67
Streptococcus 61
Lactococcus 5
Lactovum 1

Filo "Actinobacteria" 36

Classe "Actinobacteria" 36

Ordem Bifidobacteriales 28 Ordem Coriobacteriales 7

Família Bifidobacteriaceae 28 Família Coriobacteriaceae 7
Bifidobacterium 28 Atopobium 5

Olsenella 2

Ordem Actinomycetales 1

Família Actinomycetaceae 1
Actinomyces israelii 1

364
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(ii) as espécies de Bacillus spp. e o género Sporolactobacillus tal como referido por Fritze e

Claus (1995), com as correspondentes actualizações taxonómicas resultantes da transferência

de Bacillus 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 incluídas no

género Streptococcus; 

(iv) os géneros Atopobium e Olsenella que, além de incluírem as antigas espécies

Lactobacillus minutus e Lb. rimae (Atopobium) e Lb. uli (Olsenella), se caracterizam

globalmente por produzirem ácido láctico como produto principal da fermentação da glucose

(Dewhirst et al., 2001);

(v) os géneros Listeria, Brochothrix e Erysipelothrix, produtores de ácido láctico 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 distribuídas por 49 géneros

actualmente reconhecidos (não incluindo o género Lactosphaera, cuja única espécie

recohecida foi transferida para o género Trichococcus). 

Entre estas, 302 espécies distribuídas por 36 géneros constituem o grupo das BAL sensu

strictu, mais frequentemente considerado em termos práticos pelos investigadores desta área

científica e que será maioritariamente adoptado nesta dissertação.
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 1.3  METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

 1.3.1 Fermentação da glucose

As BAL subdividem-se em dois grupos segundo a natureza e a concentração 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 CO2, lactato e etanol, pela via hexose-monofosfato ou via

6P-gluconato/fosfocetolase. As espécies do género Bifidobacterium produzem lactato e

acetato na proporção 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 é de apenas 1 ATP e na via

das bifidobactérias é de 2,5 ATP. Estas vias têm em comum o facto de que apenas são

fermentadas hexoses-fosfatos com gluco-configuração. A diferença entre as mesmas reside

no modo como o esqueleto de carbono é cindido conduzindo assim a diferentes produtos finais

(Kandler, 1983).

Via homofermentativa

Nas bactérias homofermentativas (Figura 1.3), ocorre inicialmente a fosforilação 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 interconvertíveis, a di-hidroxiacetona-fosfato e

o gliceraldeído-3-fosfato. Este último é oxidado a 1,3-difosfoglicerato que, por um conjunto de

reacções que envolvem cinases, mutase e enolase, origina o piruvato. Neste caso, o piruvato

funciona como receptor final de electrões gerados na oxidação do gliceraldeído-3-fosfato,

reduzindo-se a lactato (Gottschalk, 1986; Axelsson, 1993). 

Os isómeros de ácido láctico produzidos (L(+) e D(-)) surgem como resultado da

estereoespecificidade da lactato-desidrogenase presente na célula (Kandler, 1983) e são

parâmetros particularmente importantes na identificação das BAL (Wood e Holzapfel, 1995). A

forma racémica (DL) também pode ser formada quando estão presentes ambas as enzimas na

célula, D- e L-lactato-desidrogenase, ou mais raramente, pela acção de uma

L-lactato-racemase induzida, em combinação com uma L-lactato-desidrogenase (Stetter e

Kandler, 1973 cit. por Kandler e Weiss, 1986). 
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FIGURA 1.3 Via metabólica da fermentação da glucose pelas BAL homofermentativas (adaptado de
Axelsson, 1993).

Via heterofermentativa

Nas bactérias heterofermentativas (Figura 1.4), a glucose é fosforilada, formando-se

glucose-6-fosfato que é oxidada a 6-fosfogluconato que, por sua vez, sofre uma

descarboxilação oxidativa, originando ribulose-5-fosfato. Até este momento do processo

metabólico, estão formadas uma mole de CO2 e duas moles de coenzima reduzido-NADH+H+.

Por meio de uma epimerização a ribulose-5-fosfato é convertida em xilulose-5-fosfato, que é

posteriormente cindida em gliceraldeído-3-fosfato e acetil-fosfato, pela

xilulose-5-fosfato-fosfocetolase. O gliceraldeído-3-fosfato é metabolizado do mesmo modo

como na via glicolítica (EMP), referida para as bactérias homofermentativas, resultando uma

mole de lactato e uma de ATP. O acetil-fosfato é reduzido a etanol via acetil-CoA e acetaldeído

(Gottschalk, 1986; Axelsson 1993; Thompson e Gentry-Weeks, 1994). 

Muitas estirpes de bactérias heterofermentativas podem usar o oxigénio como receptor de

electrões através de uma flavoproteína, produzindo CO2, acetato e lactato como produtos

finais a partir da fermentação da glucose, o que se traduz num acréscimo de ATP formado na

conversão de acetil-fosfato a acetato (Brock, 1997).
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FIGURA 1.4 Via metabólica da fermentação da glucose pelas BAL heterofermentativas (adaptado de
Axelsson, 1993).

Via das bifidobactérias

As bifidobactérias metabolizam a glucose por um processo diferente das homo e

heterofermentativas por não possuírem aldolase e a fosfofrutocinase ter uma actividade muito

reduzida. Existe assim uma via específica para estas bactérias metabolizarem os açúcares,

designada por ‘shunt´da frutose-6-fosfato ou via das bifidobactérias (Figura 1.5) . A enzima

chave desta via metabólica, a frutose-6-fosfato-fosfocetolase, em presença de fosfato

inorgânico (Pi), 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 acção de uma transaldolase, dão origem à sedoheptulose-7-fosfato e

gliceraldeído-3-fosfato. Por acção de uma transcetolase formam-se xilulose-5-fosfato e

ribose-5-fosfato. A última é convertida também em xilulose-5-fosfato pela acção de uma

isomerase e epimerase. As duas moles de xilulose-5-fosfato são cindidas em duas moles de

gliceraldeído-3-fosfato e duas de acetil-fosfato pela acção da xilulose-5-fosfato-fosfocetolase.
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O gliceraldeído-3-fosfato pela acção das enzimas da via EMP é transformado em lactato e o

acetil-fosfato é convertido em acetato pela acetato cinase com produção concomitante de ATP

(Thompson e Gentry-Weeks, 1994). No final são assim produzidas 3 moles de acetato, 2

moles de lactato e 5 moles de ATP por 2 moles de glucose consumidas (Gottschalk, 1986). 

FIGURA 1.5 Via metabólica da fermentação da glucose pelas bifidobactérias (adaptado de Gottschalk,
1986).

 1.3.2 Fermentação de outros açúcares

Para além da glucose, outros açúcares são 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 são transportadas por permeases (ATP-dependentes) e/ou

pelo sistema da fosfotransferase (fosfoenolpiruvato-dependente) (Figura 1.6) e são

metabolizadas pelas vias descritas anteriormente, após isomerização e/ou fosforilação

(Axelsson, 1993).
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FIGURA 1.6 Vias de transporte e metabolismo de açúcares pelas bactérias lácticas (adaptado de Thomp-
son 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 está representada a cheio.

Relativamente às pentoses, quase todas as estirpes heterofermentativas têm capacidade de

as fermentar, embora existam algumas pentose-negativas. As pentoses são geralmente

transportadas para o interior da célula através de permeases. No interior, as pentoses são

fosforiladas e convertidas a D-xilulose-5-fosfato por enzimas apropriadas (epimerases ou

isomerases) (Kandler, 1983). Este composto dá origem a quantidades equimolares de lactato

e acetato pelas reacções que ocorrem na parte final da via heterofermentativa, já descrita

(reacções 5 a 11 e 15, Figura 1.4).
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 1.4  HABITATS E APLICAÇÕES INDUSTRIAIS DAS BAL

As BAL constituem provavelmente o grupo mais numeroso de bactérias relacionadas com os

seres humanos. Estas bactérias encontram-se naturalmente associadas às superfícies das

mucosas, particularmente nos tractos gastrointestinal, respiratório e genital do homem e de

outros animais (Axelsson, 1993; Makarova et al., 2006), e são também indígenas em habitats

muito diversos, desde produtos alimentares (leite e derivados; vegetais, frutos e cereais;

carne; peixe; vinho) a solo, água, estrume e águas residuais (Konings et al., 2000; Hansen,

2002; Makarova e Koonin, 2007).

Os alimentos fermentados, originários do Oriente, datam de tempos pré-históricos. As

fermentações alcoólica, láctica e acética eram efectuadas empiricamente no passado, no

sentido de preservar alimentos. Hoje em dia, com o desenvolvimento de sistemas eficientes

de refrigeração e de esterilização por calor, poder-se-ia pensar que a fermentação teria

perdido a sua importância como método de preservação nos países industrializados

(Buckenhüskes, 1993). Tal não aconteceu porque cada vez mais a aplicação controlada de

microrganismos é efectuada no sentido de preservar ou até melhorar as características

físico-químicas e organolépticas dos alimentos. Os alimentos fermentados tornaram-se uma

classe independente de géneros alimentícios (Figura 1.7). Estima-se que 25% da dieta dos

europeus e 60% da dieta muitos países em desenvolvimento seja constituída por alimentos

fermentados (Holzapfel e Hames, 1989; Stiles 1996; Leroy e DeVuyst, 2004).

FIGURA 1.7 Variedade de alimentos fermentados (adaptado de Gudmundsdóttir, 1993).
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Relativamente ao aroma, sabor, aparência visual, textura, consistência, durabilidade e

segurança, estes produtos diferentes apresentam propriedades peculiares comparativamente

às matérias primas ou outros alimentos semelhantes. Por exemplo, a acidificação da carne

picada, durante a produção de enchidos secos, pode ser atingida pela aplicação de aditivos

químicos (glucono-delta-lactona) ou por fermentação. Em ambos os casos, a durabilidade, a

segurança e a textura do enchido serão alcançadas, porém, o sabor e o aroma característicos

de um produto de qualidade só serão obtidos por fermentação (Buckenhüskes, 1993).

Todas as classes de microrganismos são, regra geral, usadas na fermentação de alimentos

(Tabela 1.3). Na Europa, as bactérias e as leveduras são mais utilizadas que os fungos

filamentosos. Entre as bactérias, as BAL (Tabela 1.4) são as mais importantes (Buckenhüskes,

1993; Hansen, 2002), não só por serem indispensáveis na produção de certos alimentos e

bebidas, dotando-os de uma míriade de atributos sensoriais únicos e desejáveis, mas também

pela sua actividade antimicrobiana, inibindo microrganismos patogénicos e de deterioração

que afectariam a segurança e qualidade dos mesmos (Daeschel, 1993). 

TABELA 1.3 Alimentos fermentados disponíveis no mercado europeu produzidos por um processo que
envolva fermentação láctica realizada por outros microrganimos (adaptado de Buckenhüskes, 1993). 

De acordo com Klaenhammer et al. (2002), genericamente as aplicações das BAL na indústria

alimentar recaiem em seis géneros/espécies chave benéficas e não patogénicas: Lactococcus

(leite), Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais), Leuconostoc (vegetais, leite),

Pediococcus (vegetais, carne), Oenococcus oeni (vinho) e Streptococcus thermophilus (leite).

Alimento Matéria prima
Microrganismosa 

a. BACT: bactérias para além das BAL; BAC: bactérias acéticas; MIC: micrococos e estafilococos; PRO: propionibactérias. LEV: leveduras;
FF: fungos filamentosos; STAR: uso de culturas ‘starter’; + raramente; ++ frequentemente; +++ sempre; D: depende do país de
produção.

BACT LEV FF STAR

Chucrute Couve branca +

Vegetais variados +

Azeitonas (verdes e pretas) +

Sumos Vegetais variados ++

Produtos de soja

(tipo iogurte ou tipo queijo) Proteína de soja +++

molho de soja Soja x x

Pão ácido Farinha de trigo e de centeio
x

Cacau BAC x

Café x

Vinho Uvas x +++

Cerveja Malte x +++

Enchidos secos Carne de vários animais MIC D

Leite coalhado Leite +++

Iogurte Leite +++

Manteiga Nata +++

Queijo Leite PRO +++

Queijo Leite x +++
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TABELA 1.4 BAL usadas em fermentações de alimentos (adaptado de BRIDGE, 1990).

Para além do papel fundamental das BAL na biopreservação de uma grande variedade de

alimentos fermentados, permitindo o seu consumo seguro1, devem-se ainda referir os seus

potenciais benefícios nutricionais resultantes da biodisponibilidade de minerais, produção de

aminoácidos e vitaminas, aumento da digestibilidade da lactose e eliminação de toxinas

endógenas e de compostos antinutricionais de alimentos de origem vegetal (Buckenhüskes,

2001). 

Produtos BAL típicas envolvidasa

a. Lb, Lactobacillus; Lc, Lactococcus; Pc, Pediococcus.

Queijos e leites fermentados Lactococcus lactis subsp. lactis 
Lc. lactis subsp. cremoris 
Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis 
Streptococcus thermophilus 
Lactobacillus helveticus 
Lb. acidophilus 
Lb. casei 
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
Leuconostoc cremoris

Produtos de carne Lb. plantarum
Lb. pentosus 
Lb. sake 
Lb. curvatus 
Pediococcus pentosaceus 
Pc. acidilactici

Produtos vegetais Lb. plantarum 
Lb. bavaricus 
Lb. casei 
Pc. pentosaceus 
Leuc. mesenteroides

Vinho Oenococcus oeni 
Pediococcus spp.
Lb. delbrueckii

Molho de soja Lb. delbrueckii 
Pc. soyae

Preparações probióticas Lb. acidophilus 
Lb. casei 
Bifidobacterium bifidum

Produtos de panificação Lb. plantarum

Biscoitos de soda Lb. casei 
Lb. brevis

Pão ácido Lb. sanfranciscensis 
Lb. brevis 
Lb. plantarum 
Lb. fermentum

Alimentos indígenas várias BAL 

1.  O que conferiu a estas bactérias um estatuto GRAS (“Generally Recognized As Safe”). As BAL normalmente não
provocam patologias, embora já tenham sido observados casos pontuais em que algumas estirpes se comportaram
como agentes patogénicos oportunistas em indivíduos com o sistema imunitário debilitado (Olano et al., 2001; Zé-Zé
et al., 2004).
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É também de salientar o seu efeito no controlo de microrganismos patogénicos presentes no

intestino por exclusão competitiva, a sua actividade anticarcinogénica e o seu papel no

sistema imunológico, bem como na redução do nível do colesterol (Fernandes et al., 1987;

Gilliland, 1990; Brink e Veld, 1992; Hammes e Tichaczek, 1994; Klaenhammer et al., 2002;

Leroy e DeVuyst, 2004). Algumas espécies têm sido alvo de estudo e posterior aplicação como

probióticos para o homem e animais. A sua utilização em espécies pecuárias tornou-se ainda

mais premente e relevante, a partir de 01/01/2006, após a proibição pela União Europeia da

utilização de antibóticos para o mesmo fim, devido aos riscos inerentes.

As BAL também têm sido usadas na produção industrial de produtos biológicos e químicos,

incluindo biopolímeros (Leuconostoc spp.), enzimas (Lactobacillus brevis), etanol e ácido

láctico (Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis) (Gold et al., 1992;

Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000 cit. por Klaenhammer et al., 2002), compostos aromáticos

e substâncias antimicrobianas como as bacteriocinas, peróxido de hidrogénio e reuterina

(Vanderbergh, 1993; Sybesma et al., 2006). Adicionalmente deve ainda referir-se o potencial

das BAL como produtoras de proteínas com aplicação em cuidados de saúde ou para o

desenvolvimento de novas vacinas (Sybesma et al., 2006). 
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 1.5  AS BAL NO PROCESSO DE PRODUÇÃO DE VINHO

 1.5.1 Fases do processo em geral e intervenção das BAL

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

inclusivé anterior à produção de pão (Ribéreau-Gayon, 1985), e actualmente pode ser

considerada como um dos processos biotecnológicos mais prósperos em termos comerciais.

Os avanços na segunda metade do século XX mostraram claramente que a fermentação do

mosto de uvas e a produção de vinhos de qualidade não é tão simples como Pasteur, o

fundador da enologia moderna, sugeriu há mais de um século. Na última década foram

realizados progressos consideráveis no conhecimento da bioquímica e das interacções de

leveduras, bactérias lácticas e outros microrganismos durante o processo de vinificação

(Moreno-Arribas e Polo, 2005). 

O processo biológico da vinificação é assim o resultado de uma série de transformações

bioquímicas, pela acção de várias enzimas de diferentes microrganismos, nomeadamente de

leveduras (principalmente Saccharomyces cerevisiae), que são responsáveis pela

fermentação alcoólica (FA), principal parte do processo, e de bactérias lácticas

(predominantemente Oenococcus oeni), que são responsáveis por um processo secundário, a

fermentação maloláctica (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 vinificação, as populações indígenas de BAL variam quantitativa e

qualitativamente (Wibowo et al., 1985). Esta variação traduz-se numa sucessão de espécies e

estirpes antes, durante e após a FA (Fleet et al., 1984). De acordo com os dados obtidos por

Lafon-Lafourcade et al., (1983) no final da maturação das uvas oas BAL isoladas são bastante

reduzidas em número e pouco diversificadas (100 a 101 ufc/ml), aumentando ligeiramente

após a prensagem, encontrando-se no mosto ca. de 102 a 104 ufc/ml de BAL (Wibowo et al.,

1985; Lonvaud-Funel, 1995; Lonvaud-Funel, 1999). As principais espécies de BAL já

referenciadas por diversos investigadores como tendo sido isoladas nesta fase do processo de

vinificação são: 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 Zuñiga 1992; Fleet, 1993;

Fugelsang, 1997). Normalmente estas populações sofrem um declíneo rápido de cerca de 1 a

2 log (Figura 1.8) e permanecem em números reduzidos (<102 ufc/ml), podendo não se

desenvolver até ao final da FA (Fugelsang, 1997). Excepcionalmente, em ocasiões

particulares, pode ocorrer uma proliferação ligeira de algumas espécies neste período

(Wibowo et al., 1985). Após esta fase de latência, cuja duração é dependente das

características do vinho, as células sobreviventes começam a multiplicar-se e entram na fase

exponencial de crescimento, atingindo populações de 106 a 108 ufc/ml, quase exclusivamente

constituídas por estirpes de Oenococcus oeni, espécie que domina nesta fase e realiza a FML. 
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Reguant e Bordous (2003) observaram uma grande diversidade de estirpes de O. oeni no

início da FML, enquanto que no final apenas uma ou duas predominavam. Contudo, em

algumas situações, 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.

FIGURA 1.8 Evolução da população de BAL durante o processo de vinificação: na fermentação alcoólica e
na fermentação maloláctica (adaptado de Fugelsang, 1997).

Na Tabela 1.5 apresenta-se uma listagem das espécies de BAL isoladas de uvas, mostos e

vinhos com FML espontânea ou vinhos com alterações, oriundos de diversas regiões

vitivinícolas do mundo. Como se pode verificar, as espécies isoladas a partir deste tipo de

amostras pertencem aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus e Pediococcus. 

Para além da morfologia, o carácter fermentativo é um factor decisivo na sua classificação. As

bactérias do género Pediococcus são homofermentativas e as dos géneros Leuconostoc e

Oenococcus são heterofermentativas. Os lactobacilos podem apresentar os dois

comportamentos e são 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 não fermentam pentoses1, e formam duas

moléculas de lactato a partir de uma molécula de glucose pela via glicolítica (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 são fermentadas em lactato e acetato pela via heterofermentativa

das pentoses fosfato. As bactérias do grupo C não possuem a frutose 1,6-difosfato aldolase

que é característica da via EMP, fermentando a glucose a CO2, 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). 

1.  Lactobacillus vini apesar de ser uma espécie homofermentativa estrita utiliza pentoses (ribose e/ou L-arabinose),
com produção exclusiva de ácido láctico), e apresenta mobilidade (Rodas et al., 2006).
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TABELA 1.5 Espécies de BAL isoladas a partir de uvas, mostos e vinhos, distribuídas de acordo com o
seu carácter fermentativo.

Num estudo recente, Bae et al. (2006) isolaram estirpes de Enterococcus spp., Weissella spp.

e Lactococcus spp. a partir da superfície dos bagos de várias castas cultivadas na Austrália.

Este resultados são surpreendentes atendendo a que estes géneros de BAL normalmente não

estão associados a este nicho ecológico particular. Encontraram-se ainda referências ao

isolamento de duas estirpes de Lactococcus lactis em amostras de vinho tinto: uma isolada a

partir de vinho da região espanhola de Rioja (Navarro et al., 2000) e outra isolada de um

vinho italiano (Spano et al., 2002).

Tipo de fermentação / Espécies Referências bibliográficasa

a. 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. (1991);
11. Edwards et al. (1993); 12. Edwards et al. (1998); 13. Edwards et al. (2000);14. Fleet et al. (1984); 15. Fornachon (1965); 16. Fulge-
sang (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 Zuñiga (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 e Dicks (2002); 42. Suárez et al. (1994); 43. Weiller e Radler (1970); 44. Claisse et al. (2007); 45. Navarro
et al. (2000); 46. Yurdugül e Bozoglu (2002).

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

Lactobacillus delbrueckii
Lb. jensenii
Lb. mali
Lb. vini

35, 36, 44, 45
3, 9, 14, 23, 44, 45
44
9
5, 9, 34, 44
3, 23, 24, 32, 40, 42, 44, 45
31

7, 18, 23, 46
3
4, 32, 33, 44
34

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

5, 22, 40, 44
32
38
16
8, 26, 32, 33, 44, 45
33
5, 11, 22, 32, 33, 38, 39, 41, 44, 45
16, 44
41
13
44

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

2, 3, 6, 8, 11, 18, 22, 24, 28, 32, 33, 38, 42, 44, 45
3, 5, 7, 24, 44
4, 32, 33, 44
3, 5, 24, 44
4, 11, 27, 25, 30, 46
3, 4, 6, 7, 8, 11, 18, 22, 23, 25, 28, 32, 33, 40, 44
12
44
31

19
2, 42
14, 15, 22, 32, 44, 45, 46
31

25
25

1, 2, 6, 10, 14, 17, 20-23, 25, 27-29, 32-33, 37-38, 40, 42, 44, 45
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 1.5.3 Factores que afectam o crescimento/sobrevivência das BAL no vinho

O sucesso no isolamento das diferentes espécies representativas da diversidade das BAL do

vinho pode ser condicionado pelas técnicas de isolamento e meios de cultura utilizados e,

principalmente, pela dinâmica da sucessão de estirpes e espécies de BAL ao longo do processo

de vinificação, que depende fortemente de diversos factores. Os factores que influenciam a

sobrevivência e crescimento das BAL no vinho podem ser agrupados em três categorias:

(i) características do vinho, (ii) factores associados com a vinificação; e (iii) interacções entre

as BAL e outros microrganismos. 

Características do vinho

Relativamente às características do vinho destacam-se os seguintes parâmetros: pH, dióxido

de enxofre, teor alcoólico, temperatura, oxigénio e dióxido de carbono. O pH é um dos

parâmetros mais importantes que afecta o comportamento das BAL no vinho, influenciando a

duração da fase de latência, a taxa de crescimento e consequentemente a duração da FML, as

espécies que crescem no vinho, o seu comportamento metabólico e a sua sobrevivência. 

Normalmente observa-se que em vinhos com pH inferior a 3,5, predomina a espécie

Oenococcus oeni, não ocorrendo o crescimento de estirpes de Lactobacillus spp. e de

Pediococcus spp.. 

As espécies destes dois géneros têm maior incidência em vinhos com pH próximo de 4,0,

podendo realizar a FML ou comportarem-se como agentes de deterioração após a FML

efectuada por Oenococcus oeni (Wibowo et al., 1985). A maior tolerância 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 maloláctica e

os substratos transformados e metabolitos produzidos (Serpa-Pimentel et al., 1994). Apesar

da enzima maloláctica purificada apresentar o máximo de actividade a pH óptimo de 5,9, na

célula a actividade máxima observa-se a valores de pH entre 3,0 e 3,2, ou seja na gama de

valores normalmente observados em vinhos. O período de duração da FML nos vinhos

reduz-se à medida que o pH aumenta. 

De um modo geral as BAL, particularmente O. oeni, assimilam em primeiro lugar o ácido

málico e posteriormente os açúcares.

O dióxido de enxofre (SO2) é um aditivo alimentar (conservante E220) vulgarmente utilizado

na indústria enológica pelas suas propriedades antisépticas, antioxidantes e antioxidásicas1

(Fugelsang, 1997; Carreté et al., 2002; Ribérau-Gayon et al., 2006). 

1.  Inibição de enzimas oxidativas (e.g. tirosinase, lacase).
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Durante a solubilização do SO2 estabelecem-se os equilíbrios:

(1.1)

(1.2)

Em função do pH do vinho, o SO2 total encontra-se em equílibrio sob as formas de SO2 livre

(forma molecular, iões sulfito e bisulfito) e SO2 combinado (com compostos carbonados)1. A

20ºC, os pKs correspondentes às reacções de dissociação são 1,81 e 6,91, respectivamente

(Ribérau-Gayon et al., 2006). Estes valores justificam que a forma ácida H2SO3 não exista em

solução e que nos valores de pH do vinho o SO2 livre esteja predominantemente sob a forma

de ião bisulfito. A forma activa é a forma molecular e a percentagem a que corresponde pode

ser calculada, em função do pH do vinho, pela fórmula de Sudraud e Chauvaet (1985)2:

(1.3)

Por exemplo, a pH 3,2 a percentagem de SO2 activo é de 3,91%, a pH 3,5 é de 2,00% e a pH

3,8 é de 1,01%. Concentrações de 100-150 mg/L de SO2 total, de 50-100 mg/L SO2

combinado ou de 1-10 mg/L SO2 livre são suficientes para inibir as BAL e provocar uma

paragem da FML (Wibowo et al., 1985). Regra geral as BAL têm dificuldade em

desenvolver-se na presença de concentrações de SO2 total e livre superiores a 100 mg/L e 10

mg/L, respectivamente (Reguant et al., 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006). Esta será a dose

recomendada para estabilizar os vinhos após a FML ou para a evitar naqueles em que não for

desejada (Mendes-Faia, 1987). 

A sensibilidade ao SO2 varia com a espécie e com a estirpe. Os cocos são 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 SO2 é atribuído à fracção de SO2 livre que entra na célula por difusão e, no seu

interior, é convertida em ião bisulfito (HSO3-), que reage com proteínas, ácidos nucleicos e

alguns cofactores, inibindo enzimas e consequentemente conduzindo à morte das células

(Romano e Suzzi, 1992). Recentemente, Carreté et al. (2002) observaram um decréscimo na

actividade maloláctica e na viabilidade de O. oeni associada à inibição da actividade da ATPase

pela acção do dióxido de enxofre.

O etanol, metabolito principal resultante da FA por Saccharomyces cerevisiae ou adicionado

no caso dos vinhos fortificados, também afecta os parâmetros de crescimento das BAL e a sua

1.  Por exemplo: aldeídos, cetonas, ácido pirúvico, ácido -cetoglutárico e açucares, entre outros. O acetaldeído é o
composto que preferencialmente reage com o SO2 (Mendes-Faia, 1987).

2.  Cit. por Ribérau-Gayon et al. (2006).
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actividade maloláctica. A capacidade de sobrevivência e crescimento das BAL decresce à

medida que as concentrações 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 tolerância ao etanol do que leuconostocs, oenococos e

pediococos. Os cocos podem tolerar cerca de 12 a 14% de etanol. Relativamente aos

lactobacilos, já foram isoladas estirpes de Lactobacillus fructivorans, Lb. brevis e Lb. hilgardii

em vinhos fortificados com teores alcoólicos de 16 a 20% (Radler e Hartel, 1984; Couto e

Hogg, 1994; Ribérau-Gayon et al., 2006). Esta variabilidade é o resultado de modificações

estruturais (composição em ácidos gordos, fosfolípidos e proteínas) e funcionais da membrana

celular (Ribérau-Gayon et al., 2006). 

É de salientar que a tolerância ao etanol é muito menor quando as estirpes são cultivadas em

laboratório comparativamente ao seu crescimento em vinho. Fernandes et al. (1991)

observaram um efeito estimulante do etanol a baixas concentrações (2 a 4%) nas taxas de

crescimento de BAL, e sugerem a utilização do etanol nestas concentrações na formulação de

meios de cultura para isolamento e para multiplicação de fermentos. A tolerância ao etanol é

fortemente afectada pela temperatura e pH, decrescendo à medida que a temperatura

aumenta e o pH decresce (Lafon-Lafourcade, 1975). 

A temperatura, tal como o pH influencia os parâmetros de crescimento das BAL e

consequentemente a velocidade da FML. Este é o factor mais facilmente monitorizado e

controlado no processo de vinificação. As temperaturas óptimas de crescimento das BAL

isoladas dos vinhos variam entre 20-30ºC em meios de cultura e entre 20-23ºC no vinho. A

temperatura ideal para que durante o processo de vinificação ocorra o crescimento das BAL,

nomeadamente de O. oeni, e a degradação do ácido málico é aproximadamente 20ºC. Valores

inferiores atrasam e prolongam a FML, enquanto que valores superiores a 25ºC afectam a

biomassa produzida e a qualidade do produto final pela maior produção de ácido acético

levando à sua depreciação ou deterioração (Ribérau-Gayon et al., 2006). 

Relativamente aos efeitos do oxigénio e dióxido de carbono no crescimento e sobrevivência

das BAL, os resultados obtidos por diferentes investigadores têm sido bastante contraditórios.

Efeitos estimulantes no crescimento e na actividade malolática das BAL têm sido observados,

quer em condições de anaerobiose ou microaerofilia (Kunkee, 1967; Stamer, 1979), quer em

condições de algum arejamento (Ribérau-Gayon et al., 2006). O efeito estimulante do CO2 no

crescimento das BAL, descrito por alguns autores (van der Westhuizen et al., 1981; Mayer,

1974 citado por Wibowo et al., 1985), não foi observado nos ensaios de optimização das

condições de cultura de BAL realizados por Tenreiro (1995). 

Factores associados com a vinificação

Estes factores englobam operações tecnológicas como a clarificação, contacto com as

películas, trasfega, termovinificação e adição de substâncias preservantes (conservantes). A

estabilização por frio, a troca iónica e a pasteurização são ainda exemplos de outros

procedimentos utilizados em vinificação que também podem influenciar a sobrevivência das

BAL e consequentemente comprometer a realização da FML (Wibowo et al. 1985).
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A operação de clarificação de mostos ou vinhos efectuada por sedimentação, filtração ou

centrifugação, pode remover um número considerável de BAL bem como nutrientes

imprescíndiveis ao seu crescimento, e deste modo reduzir a probabilidade da ocorrência da

FML pela flora indígena. Normalmente, o contacto com as películas e o atraso na trasfega ou

contacto com as borras após fermentação alcoólica também estimula a FML, pela libertação de

substâncias estimulantes da película e nutrientes provenientes da autólise das leveduras. Os

vinhos obtidos pela técnica de termovinificação são menos susceptíveis à ocorrência da FML,

por uma maior retenção de SO2 (Wibowo et al., 1985). Para além do SO2, outros

conservantes, como o ácido fumárico, o ácido sórbico (sob a forma de sorbato de potássio) e

o pirocarbonato de metilo1, têm sido utilizados na indústria enológica. Alguns destes aditivos

alimentares têm 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 desagradáveis. Tal é o caso do ácido sórbico (ácido

2,4-hexadienóico) que é reduzido a 2,4-hexadienol e que, esterificando com o etanol, origina

2-etoxihexa-3,5-dieno, composto responsável pelo odor a gerânio (Crowell e Gymont, 1975).

Embora o uso de SO2 pela indústria enológica durante a produção dos diferentes tipos de

vinhos esteja estritamente regulamentado, devido aos seus efeitos indesejáveis

(características sensoriais negativas e problemas alergénicos), têm sido investigados vários

compostos alternativos, mas que permitam a estabilização dos vinhos e garantam a sua

qualidade final. Assim a utilização 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 laboratório, uma acção 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 é 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 à

relutância na aplicação da nisina no controlo das BAL indesejáveis no vinho, a pesquisa e

detecção de outras bacteriocinas em BAL de origem enológica torna-se assim relevante e

promissora. São 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 substâncias semelhantes produzidas por Leuconostoc mesenteroides

(Yurdugiel e Bozoglu, 2002).

Interacções entre as BAL e outros microrganismos

Durante o processo de vinificação, a existência de culturas mistas (leveduras, fungos

filamentosos, bactérias acéticas e lácticas, “bacteriófagos”) promove o estabelecimento de

1.  A utilização do pirocarbonato de metilo (=dicarbonato de metilo) foi regulamentada pela Resolução O.I.V. Oeno
05/2001. Este composto susbtituiu o pirocarbonato de dietilo (DEPC) cuja utilização foi proibida pela Resolução O.I.V.
16/70, devido ao seu potencial carcinogénico.
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relações antagonísticas e sinergísticas entre os diferentes microrganismos (Wibowo et al.,

1985; Fleet, 2003; Arnick e Henick-Kling, 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006). 

As leveduras, por competirem pelos nutrientes e por produzirem substâncias inibidoras

(etanol, SO2, ácidos 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 maloláctica: Capucho e San Romão (1994) verificaram que os ácidos decanoíco e

dodecanoíco em concentrações inferiores a 12,5 e 2,5 mg/L, respectivamente , estimulavam a

actividade maloláctica e o crescimento das BAL. Após a FA, durante a autólise das leveduras

são excretadas e libertadas vitaminas, bases azotadas, péptidos e aminoácidos que estimulam

o crescimento das BAL (Ribérau-Gayon et al., 2006) e que podem explicar a sucessão das

espécies de BAL observada durante a FA.

Adicionalmente, algumas estirpes de BAL, pela produção de substâncias antimicrobianas

como peróxido de hidrogénio, ácidos orgânicos 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

negligenciável segundo Ribérau-Gayon et al. (2006), contudo não há estudos sistemáticos

sobre este assunto.

A observação de FML incompletas ou irregulares associadas à presença de bacteriófagos foi

descrita por vários autores (Sozzi et al., 1982; Cazelles e Gnaegi, 1982; Davis et al., 1985;

Henick-Kling et al., 1986; Jarvis, 1989 - citados por Fleet, 2003). Num ‘screening’ de

fagotipagem de uma coleccção de estirpes de O. oeni, realizado por Poblet-Icart et al., (1998),

foi detectado que aproximadamente 90% das estirpes eram lisogénicas. Estes autores

observaram também, pelos perfis de restrição obtidos, que os fagos isolados não eram

idênticos, o que confirmava que várias estirpes de O. oeni coexistem durante a FML. Assim, de

acordo com a sensibilidade ao ataque dos fagos ,as diferentes estirpes sucedem-se umas às

outras, ou seja, a eliminação de uma estirpe por um fago é provavelmente seguida pela

multiplicação de outras estirpes. Segundo Ribérau-Gayon et al. (2006), só se deve recear uma

FML anulada por bacteriófagos em circunstâncias excepcionais, quando as duas populações

atingem o mesmo número. Outros autores referem ainda que os fagos são inactivados pelo

baixo pH e dióxido de enxofre presente no vinho. Contudo, os bacteriófagos devem ser

considerados na selecção de culturas ‘starter’, para evitar perdas de culturas a grande escala

(Poblet-Icart et al., 1998). Culturas ‘starter’ constituídas por várias estirpes com diferentes

sensibilidades a fagos e a rotação destas culturas podem ser soluções para garantir uma FML

sem problemas desta natureza (Buckenhüskes, 1993; Ribérau-Gayon et al. 2006).
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 1.6  ISOLAMENTO E CULTURA DAS BAL DO VINHO

O isolamento das BAL a partir de amostras de uvas, de mostos e de vinhos, pode ser

efectuado recorrendo a um dos seguintes procedimentos: (i) enriquecimento prévio da

amostra em meio líquido, seguida da sementeira desta cultura em meio sólido; (ii) filtração

por membranas da amostra, seguida de incubação da membrana em meio sólido; e

(iii) inoculação directa da amostra em meio sólido. As duas primeiras técnicas pressupõem a

existência de um número reduzido deste grupo de bactérias, por isso, recorre-se a um

enriquecimento ou a uma concentração das BAL nas amostras de vinho que na terceira

técnica é conseguida por uma centrifugação e diluições apropriadas quando o número de BAL

é elevado. Esta última técnica é a mais utilizada, uma vez que permite a obtenção de colónias

isoladas, passíveis de contagem, a caracterização pela sua morfologia e a utilização para

posterior identificação. 

Como microrganismos nutricionalmente fastidiosos, as BAL são cultivadas com melhores

resultados em meios enriquecidos com sumos de vegetais ou de frutos. Apesar de existirem

varias formulações de meios de cultura para o isolamento e cultivo das BAL de vinhos, os

meios de cultura mais frequentemente utilizados são: MRS agar (de Man, Rogosa Sharpe), TJ

agar (Tomato Juice), MRS:TJ agar (1:1), Irrmann agar, ou formulações adaptadas de MRS

agar adicionadas de sumo de uva, sumo de tomate, cisteína, ácido málico e vários açúcares

(Wibowo et al., 1985). Num estudo comparativo de meios de cultura utilizados no isolamento

de BAL a partir de amostras de vinho, Pan et al. (1982) concluíram que nenhum dos meios,

quando utilizado isoladamente, garantia a recuperação (isolamento) de todas as espécies

presentes numa amostra, recomendando a utilização simultanea de MRS, TJ e Irrmann agar

para obter dados ecológicos mais fidedignos. Como forma de ultrapassar as dificuldades de

em laboratório utilizar por rotina os vários meios, Fleet (1993) sugere a utilização de MRS

agar suplementado com 20% de sumo de tomate e pH ajustado a 5,5, garantindo a obtenção

de bons resultados. Tenreiro (1995) num estudo detalhado sobre diversos meios de cultura

usados no isolamento de BAL do vinho, propõe um meio que permite o isolamento de todos os

grupos de bactérias lácticas presentes no vinho: meio MTJ1 pH 5,0-5,5 suplementado com

vancomicina.

Maiores eficiências e rendimentos no isolamento de BAL a partir de amostras de uvas, de

mostos e de vinhos podem ser conseguidas: (i) pela adição de antibióticos ao meio de

isolamento (100 mg/L de cicloheximida ou 50 mg/L de pimaricina) para inibição do

crescimento de leveduras e bolores e (ii) incubação em atmosfera modificada, rica em CO2 ou

azoto que promove um crescimento mais rápido das BAL e também impede o

desenvolvimento de bactérias acéticas e de fungos filamentosos (Lafon-Lafourcade e Joyeux,

1979; van der Westhuizen et al., 1981; Pan et al., 1982; Kelly et al., 1989) .

1.  MTJ: mistura de MRS (meio de De Mann, Rogosa e Sharpe, Difco) e TJB (Tomato Juice Broth, Difco) numa proporção
de 1:1.
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 1.7  IDENTIFICAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DAS BAL DO VINHO

Na área alimentar são de extrema importância prática a identificação correcta e a

diferenciação ou tipificação dos microrganismos envolvidos nas diferentes etapas de

processamento, desde a matéria prima até ao produto final, incluindo quer os responsáveis

por processos fermentativos quer os contaminantes ou os microrganismos de deterioração. 

Os métodos que podem ser utilizados na discriminação dos diferentes taxa (géneros, espécies

e estirpes) de microrganismos podem ser classificados em: (i) fenotípicos (clássicos e

quimiotaxonómicos), se estão direccionados para o fenótipo e (ii) genotípicos (ou

moleculares), se têm como alvo os ácidos nucleicos. Os métodos fenotípicos clássicos

baseiam-se em caracteres morfológicos, bioquímicos e fisiológicos; os métodos

quimiotaxonómicos são direccionados para a célula e componentes celulares que não os

ácidos nucleicos, alvo dos métodos moleculares. 

O poder discriminante de um método de diferenciação ou tipificação define a sua capacidade

para discriminar entre isolados muito semelhantes da mesma espécie, reconhecendo cada

isolado não relacionado como único, e depende da variabilidade do alvo para o qual está

direccionado no grupo particular de microrganismos em estudo.

O potencial identificativo de um método de caracterização é determinado pela sua capacidade

de permitir o posicionamento de isolados não identificados numa classificação pré-existente,

i.e. permitir a discriminação dos isolados de uma determinada espécie relativamente a

isolados pertencentes a espécies próximas. O potencial identificativo de um método depende

assim do grupo de microrganismos em estudo e do sistema de classificação subjacente

(Tenreiro, 1995; Chambel, 2001). 

Um determinado método pode ter potencial identificativo e/ou poder discriminante a nível

infraespecífico (Figura 1.9). Assim, a selecção dos métodos a aplicar deve ser feita tendo em

consideração o seu poder discriminante no grupo particular de microrganismos em estudo e o

fim a que se destinam, identificação ou diferenciação.

Tradicionalmente, as BAL são classificadas pelas suas características morfológicas e

bioquímicas. Contudo, os resultados obtidos são frequentemente ambíguos e os métodos

utilizados são morosos. Outros métodos mais robustos, que têm sido aplicados com sucesso

na identificação de BAL associadas ao vinho, incluem perfis de proteínas celulares totais, tipo

de peptidoglicano da parede celular e perfis isoenzimáticos da lactato desidrogenase (Tracey e

Britz, 1987; Dicks e van Vuuren, 1988). 

As técnicas moleculares têm sido utilizadas para a identificação das BAL do vinho e os

resultados obtidos são menos controversos do que para outros métodos (Zapparoli et al.,

1998; Sohier et al., 1999)
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FIGURA 1.9 Resolução taxonómica de alguns métodos de identificação e/ou diferenciação aplicados
actualmente (adaptado de Vandamme et al., 1996).

 1.7.1 Métodos fenotípicos

Métodos clássicos

Os métodos fenotípicos clássicos direccionados para caracteres morfológicos, fisiológicos e

bioquímicos são usados em esquemas de identificação de microrganismos na maioria dos

laboratórios de microbiologia. Estes métodos constituem a base para a descrição formal de

diferentes taxa: desde espécie e subespécie até género e família e são usados na identificação

e diferenciação das BAL (Vandamme et al., 1996). Os caracteres morfológicos referem-se às

características das células (forma, Gram, mobilidade) e das colónias (cor, forma). Os

caracteres fisiológicos avaliam o crescimento em diferentes condições de cultura

(temperatura, concentração de sal e tolerância a pH ácido e alcalino), como referido no ponto

1.2. Os caracteres bioquímicos são direccionados para a produção de diversos metabolitos e

enzimas específicos, e incluem a fermentação da glucose (carácter homo e

heterofermentativo) bem como os isómeros do ácido láctico produzido, perfis metabólicos
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resultantes da hidrólise de outros açúcares, hidrólise da arginina e da esculina, entre outros.

Os testes miniaturizados de fermentação de açúcares na galeria API 50CH são largamente

utilizados na identificação das BAL isoladas de vinho (Wibowo et al., 1985; Davis et al., 1988),

embora a sua utilização tenha sido questionada por alguns investigadores (Pardo et al., 1988;

Jensen e Edwards, 1991). É importante salientar que dentro de uma espécie, as reacções de

fermentação não são iguais para todas as estirpes. Já foram observadas variabilidades

significativas nas reacções fermentativas de estirpes de O. oeni e de Pc. parvulus (Davis et al.,

1988; Fleet, 1993). 

Tipagem fágica e bacteriocínica

Estes métodos de tipificação são utilizados para diferenciar estirpes a nível infraespecífico. A

tipagem fágica é baseada nas diferenças de sensibilidade das estirpes a um conjunto de

bacteriófagos. Este teste é de extrema importância na seleccção de estirpes ‘starter’ para a

indústria alimentar. Num estudo efectuado por Tenreiro (1995), usando 19 fagos em 30

estirpes de O. oeni, esta técnica revelou uma capacidade de tipificação de 47%, embora se

tenha conseguido a discriminação total das estirpes tipificáveis quando se consideraram as

eficiências de plaqueamento, A tipificação baceriocínica baseia-se na sensibilidade às

bacteriocinas (substâncias de natureza proteica que têm um efeito bactericida sobre outras

bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes) e permite diferenciar estirpes muito

próximas (Curk et al., 1994). 

Análise serológica

As técnicas serológicas avaliam o potencial antigénico dos constituintes celulares. A

serotipagem tem como objectivo detectar diferenças de expressão dos antigénios de estirpes

de uma mesma espécie. Esta técnica, ainda que apresentando algumas limitações, está

descrita como sendo mais reprodutível e discriminante que a fagotipagem (Maslow et al.,

1993 citado por Tenreiro, 1995). Nas bactérias lácticas esta técnica é realizada de acordo com

o método de Lancefield (Curk et al., 1994).

 1.7.2 Métodos quimiotaxonómicos

Diversos componentes da célula bacteriana têm sido usados em sistemas de tipificação para

caracterizar as estirpes bacterianas a nível infraespecífico. Outros métodos analíticos mais

sofisticados (e.g. pirólise acoplada a espectrometria de massa e análise do espectro

infravermelho pela transformada de Fourier) permitem avaliar a composição química total das

células bacterianas (Vandamme et al., 1996). Independentemente do método aplicado é

essencial a padronização de todo o procedimento experimental desde as condições de cultura

das células (meio de cultura, temperatura de incubação) até às condições de extracção e

separação analítica. 
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Perfis de ésteres metílicos de ácidos gordos

Na maioria das bactérias gram positivas os ácidos gordos podem ser obtidos por

transesterificação a partir dos lípidos da membrana citoplasmática. A separação e

identificação da mistura destes ésteres metílicos de ácidos gordos (FAMEs, Fatty Acid Methyl

Esthers) é efectuada por cromatografia em fase gasosa com espectrometria de masssa

(GC-MS) (Kroppenstedt, 1985). Estes lípidos membranares são um grupo diverso de

moléculas que podem ser usados como marcadores para a classificação e identificação de

microrganismos. Para isso é importante que os extractos sejam produzidos em condições

padronizadas. Esta técnica foi aplicada na caracterização e identificação de Leuconostoc spp.,

Weissella spp. e Oenococcus oeni (Tracey e Britz, 1989 cit. por Rodas et al., 2005; Björkroth e

Holzapfel, 2003 cit. por Koort, 2006; Guerrini et al., 2003).

Análise de proteínas celulares totais 

A expressão global de um genoma bacteriano resulta na síntese de cerca de 2000 proteínas

diferentes. Estas moléculas constituem uma fonte de informação de elevado potencial para a

caracterização, classificação, identificação e tipificação de bactérias (Jackman, 1985). A

separação de uma mistura de proteínas celulares totais por electroforese desnaturante em gel

de poliacrilamida (SDS-PAGE) produz um perfil complexo (electroforegrama) que pode ser

considerado como um ‘fingerprint’ característico de cada estirpe bacteriana (Curk et al., 1994;

Costas, 1990 cit. por Tenreiro, 1995). Vários estudos têm encontrado uma boa correlação

entre os resultados de hibridação DNA-DNA e a análise dos perfis de proteínas celulares totais

(Chambel, 2001; Semedo, 2005). A aplicação desta técnica para identificação e diferenciação

de estirpes de BAL do vinho foi descrita por diversos autores (Couto e Hogg, 1994; Patarata et

al., 1994, Dicks et al., 1995a; Dicks et al., 1995b; Tenreiro, 1995)

Mobilidade electroforética de lactato desidrogenases 

A mobilidade electroforética das L(+) e D(-) lactato desidrogenases (LDH) foi descrita como

uma característica importante na classificação das BAL, nomeadamente na diferenciação de

algumas espécies do género Leuconostoc (Garvie, 1986). Tenreiro (1995) observou que a

mobilidade electroforética da D-LDH de estirpes de O. oeni em gel de amido era cerca de 70 a

90% inferior relativamente à de estirpes pertencentes a espécies do género Leuconostoc e

que os perfis electroforéticos desta enzima apresentavam um elevado polimorfismo naquela

espécie. Estes polimorfismos foram também observados por outros autores (Dicks et al.,

1995; Sato et al., 2001).
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Análise da composição da parede celular

A estrutura da mureína é considerada um marcador taxonómico importante para a

caracterização de bactérias gram positivas. Entre espécies bacterianas, a estrutura química do

peptidoglicano difere apenas na composição das cadeias laterais peptídicas, nas quais 3

aminoácidos são constantes (L-alanina, ácido D-glutâmico e D-alanina) (Dellaglio et al.,

1994). A título exemplificativo apresentam-se na Tabela 1.6 alguns tipos de peptidoglicano

que se podem encontrar em espécies de BAL do vinho.

TABELA 1.6 Tipo de mureína encontrado em algumas espécies de bactérias lácticas do vinho (adaptado
de Dellagglio et al., 1994;Vandamme et al., 1996)

 1.7.3 Métodos baseados na análise do genoma total

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

Este foi um dos primeiros métodos moleculares usados em taxonomia bacteriana, sendo

normalmente recomendado para a descrição de novas espécies e géneros. No Manual de

Sistemática Bacteriana de Bergey são incluídos estes valores para todas as espécies. Embora

esta percentagem deva ser considerada, não apresenta potencial de identificação per si. Entre

procariotas, o teor molar de G+C varia entre 20 e 80 mol%. Apesar deste parâmetro não

reflectir a sequência de nucleótidos do genoma, teoricamente, moléculas de DNA com

diferenças de teor molar de G+C entre 20-30 mol% podem não ter nenhuma sequência em

comum. Actualmente aceita-se que organismos que apresentem diferenças superiores a

10-12 mol% não pertencem ao mesmo género e que 5 mol% é a variação comum dentro de

uma espécie (Priest e Austin, 1993; Rosselló-Mora e Amann , 2001).

Metabolismo fermentativo
Grupo 

filogenético Espécies do vinho Peptidoglicano

Homofermentativos estritos Aa Lb delbrueckii Lys-D-Asp

Ab Lb mali mDAP

Heterofermentativos facultativos Bb Lb. plantarum mDAP

Bb Lb paracasei Lys-D-Asp

Heterofermentativos estritos Cb Lb brevis Lys-D-Asp

Cb Lb fermentum Orn-D-Asp

Heterofermentativos NAa

a. NA: Não aplicável.

Leuc. mesenteroides Lys-L-Ser-L-Ala2

Heterofermentativos NA O. oeni Lys-Ala-Ser

Homofermentativos NA Pediococcus spp. L-Lys-L-Ala-D-Asp
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Hibridação DNA-DNA 

A determinação da semelhança DNA-DNA é actualmente a técnica de referência1 (‘gold

standard’) mais utilizada para descrever novas espécies de procariotas, devido ao elevado

grau de correlação observado entre semelhanças genómicas e semelhanças fenotípicas. É

geralmente aceite que um grupo de estirpes da mesma espécie devem partilhar um grau de

semelhança DNA-DNA igual ou superior a 70% (Rosselló-Mora e Amann, 2001). Esta foi uma

das técnicas utilizadas por diversos investigadores, que permitiu evidenciar as diferenças

entre as espécies de Leuconostoc, e que levaram Dicks et al. (1995b) a propor a

reclassificação de Leuconostoc oenos em Oenococcus oeni e Endo e Okada (2006) a definir a

nova espécie deste género, Oenococcus kitaharae.

Análise de macrorestrição por PFGE

A macrorestrição baseia-se na restrição do DNA genómico com enzimas de corte pouco

frequente (6-8 bp), seguida da separação dos fragmentos resultantes por electroforese em

campo pulsado (PFGE, ‘Pulsed-Field Gel Electrophoresis’). A utilizaçao deste tipo de

electroforese permite a separação de fragmentos de DNA com dimensões até 10 Mb. Este

poder de separação de fragmentos de tão elevado peso molecular, comparativamente à

electroforese convencional (20 a 50 Kb), resulta da utilização alternada de campos eléctricos

em duas direcções, que originam a reorientação das moléculas em resposta à mudança de

direcção do campo eléctrico. Dado que o tempo de reorientação das moléculas é proporcional

à sua dimensão, a gama de massas moleculares resolvidas num determinado gel depende do

tempo de aplicação do campo eléctrico em cada direcção (tempo de pulso). Os perfis de

macrorestrição (constituídos por 5 a 20 bandas entre 10 a 800 Kb) obtidos após electroforese

em campo pulsado, representam um ‘fingerprint’ identificativo que pode ser usado na

diferenciação de estirpes bacterianas (Tenreiro, 1995). Esta técnica molecular tem-se

revelado um dos métodos de tipificação com maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995;

Chambel, 2001), sendo normalmente considerada como técnica ‘gold standard’ entre os

métodos moleculares de tipificação (Olive e Bean, 1999). Estes factos justificam a sua

aplicação na avaliação da diversidade intraespecífica em O. oeni por vários autores (Tenreiro

et al., 1994; Zavaleta et al., 1997; Zapparoli et al., 2000; Sato et al.,2001; Guerrini et al.,

2003).

RFLP (‘Restriction Fragment Length Polymorphisms’) 

A análise de polimorfismos de dimensão de fragmentos de restrição baseia-se na digestão de

DNA genómico com enzimas de corte frequente (4-6 bp) e na separação do elevado número

de fragmentos obtidos por electroforese convencional. Quando se analisam directamente os

perfis electroforéticos obtidos a técnica designa-se por RFLPs directos ou REA (‘Restriction

Endonuclease Analysis’). Embora esta análise seja dificultada pelo elevado número de

1.  O Comité ad hoc para a reconciliação de abordagens à Sistemática Bacteriana propôs, em 1987, a hibridação DNA-DNA
como técnica ‘gold standard’ para determinação da semelhança genómica dentro da espécie.
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fragmentos obtidos, Tenreiro (1995) num estudo com 30 estirpes de O. oeni, refere a utilidade

desta técnica na confirmação da identidade de sub-grupos de estirpes não discriminados por

outras técnicas de tipificação genómica (ribotipagem e análise de macrorestrição) e sugere a

sua utilização como método final de discriminação.

PCR ‘fingerprinting’

PCR ‘fingerprinting’ é uma designação genérica aplicada a metodologias baseadas em PCR e

que originam um ‘fingerprint’ (impressão digital) de cada microrganismo. Existe uma grande

diversidade de técnicas de PCR f’ingerprinting’, sendo comum a todas o facto de se basearem

na amplificação de diferentes regiões do genoma por PCR, utilizando apenas um ‘primer’ e

condições de PCR pouco restritas (‘low stringency’). Estas técnicas podem ser agrupadas de

acordo com a região alvo do ‘primer’ no genoma. Assim, nas técnicas de RAPD (‘Random

Amplified Polimorphic DNA’) e AP-PCR (‘Arbitrarely Primed PCR’) o ‘primer’ utilizado liga-se

aleatoriamente em diferentes regiões do genoma, enquanto que nas restantes técnicas

(BOX-, ERIC-, REP-, M13-, ‘microsatellite-primed’-PCR) o ‘primer’ é dirigido para sequências

repetidas espalhadas pelo genoma. Consoante o tipo de sequência repetida, as técnicas

adquirem designações diferentes. Estas técnicas apresentam um potencial de discriminação

muito elevado a nível de estirpe, tanto em procariotas como em eucariotas. No entanto, em

todas estas técnicas o conteúdo informativo fornecido por um ‘primer’ pode ser

completamente diferente de uma espécie para outra, podendo ser mais ou menos

discriminante, já que depende da presença, número e localização de sequências

complementares ao ‘primer’ no genoma dos microrganismos a caracterizar. São vários os

trabalhos que abordam a tipificação de estirpes de O. oeni por RAPDs (Zavaleta et al., 1997;

Zapparoli et al., 2000; Reguant e Bourdon, 2003; Lechiancole et al., 2006; Li et al., 2006). 

 1.7.4 Métodos baseados na análise de segmentos do genoma

Sequenciação de rDNA 16S

Em 1994, Stackebrandt e Goebel apresentaram um estudo de correlação entre a

sequenciação de rRNA 16S e a hibridação DNA-DNA. De acordo com este estudo, valores de

homologia de rRNA 16S inferiores a 97% correspondem a valores de semelhança DNA-DNA

inferiores a 50%, enquanto valores de homologia superiores a 97% podem corresponder a

valores de semelhança DNA-DNA que variam entre 10-100%. Apesar de reconhecerem as

vantagens práticas da sequenciação de rRNA em relação à hibridação DNA-DNA, estes autores

concluem que o potencial de aplicação da análise de sequências de rRNA 16S está na

determinação do nível a partir do qual é necessário realizar ensaios de hibridação DNA-DNA,

que fixam em 97% de homologia. Estes autores propuseram ainda a inclusão da sequência de

rRNA 16S numa descrição polifásica de espécie.

Actualmente, a dimensão das bases de dados disponíveis permite a identificação a nível de

espécie de bactérias por comparação de sequências de rDNA 16S (para valores de homologia

superiores a 97%). Esta metodologia permitiu a identificação de estirpes de O. oeni (Sato et
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al., 2001; Du Plessis et al., 2004) e contribuiu para a descrição de novas espécies de BAL, v.g.

Lactobacillus kunkeei (Edwards et al., 1998), Lactobacillus nagelii (Edwards et al., 2000) e

Oenococcus kitaharae (Endo e Okada, 2006).

Sequenciação de genes ‘housekeeping’

Em 2002, o comité ad hoc para a reavaliação da definição de espécie em bacteriologia

recomenda a determinação da sequenciação parcial de pelo menos cinco genes

‘housekeeping’ por uma abordagem de MLST (‘Multi Locus Sequence Typing’) como um

métodos de diferenciação de estirpes a aplicar na caracterização da variabilidade

infraespecífica (Stackebrandt et al., 2002). De las Rivas et al. (2005) aplicaram este método a

18 estirpes de O. oeni provenientes de vinhos de diferentes países, usando os genes gyrB

(subunidade B da DNA girase), pgm (fosfoglucomutase), ddl (D-alanina-D-Dalanina ligase),

recP (transcetolase) e mleA (enzima maloláctica). Segundo os autores, a técnica revelou um

poder discriminante superior ao da ribotipagem. Mais recentemente, Delaherche et al. (2006)

aplicaram a técnica de MLST a 16 estirpes de O. oeni, utilizando 9 genes para avaliar a

diversidade a nível intraespecífico e uma possível correlação entre a actividade maloláctica e a

presença de mutações nos genes alvo.

Ribotipagem

A ribotipagem é uma variante dos RFLPs que combina a análise de fragmentos de restrição

com hibridação, usando sondas específicas para rDNA de modo a reduzir o número de

fragmentos a analisar. Tendo como alvo sequências do ‘cluster’ de genes ribossomais, o poder

discriminante desta técnica está limitado pela variabilidade destas sequências, pela sonda

utilizada e, principalmente, pela enzima de restrição seleccionada para um grupo particular de

microrganismos. Tenreiro (1995) aplicou esta técnica na caracterização de estirpes de O. oeni

isoladas de vinho, utilizando quatro enzimas de restrição e uma sonda dirigida para rDNA 16S,

tendo verificado que esta apresentava um poder discriminante limitado, permitindo

diferenciar apenas 7 a 13% das estirpes, consoante a enzima de restrição. Num estudo

efectuado com estirpes isoladas de vinhos da região de Chianti, Viti et al. (1996), após a

análise dos ribotipos obtidos com uma sonda dirigida para rDNA 16S+23S e em comparação

com os obtidos para outras espécies de BAL, identificaram as estirpes em estudo como

pertencentes à espécie O. oeni.

PCR-RFLPs

Esta técnica baseia-se na amplificação de uma região genómica por PCR seguida de digestão

com enzimas restrição de corte frequente (4-6 bp). A separação dos fragmentos obtidos é

normalmente realizada por electroforese convencional em gel de agarose. Quando as regiões

genómicas alvo pertencem aos operões ribossomais (Figura 1.10), a técnica é designada por

ARDRA (‘Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis’). Devido à pressão selectiva a que

estão sujeitos, os genes ribossomais apresentam um elevado nível de conservação em todos

os organismos. Pelo contrário, no interior dos operões rrn e entre genes ribossomais
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adjacentes, existem sequências de DNA espaçador (ITS, ‘Intergenic Transcribed Spacer’) que

estão sujeitas a uma menor pressão selectiva, apresentando por isso uma taxa de mutação

superior. 

FIGURA 1.10 Estrutura do operão rrn em procariotas (modificado de Rademaker et al., 2005)

Os padrões de 16S-ARDRA são, geralmente, característicos da espécie e tornam possível

identificar a maioria das espécies de BAL isoladas do vinho. Esta técnica foi aplicada por Sato

et al. (2001) e Rodas et al. (2003, 2005) em bactérias isoladas de vinho e é também utilizada

no presente trabalho. Os padrões de ITS-ARDRA são mais discriminantes e permitem a

tipificação de estirpes. Esta técnica foi aplicada por Rodríguez et al. (2007) na diferenciação

de estirpes de Lactobacillus hilgardii.

‘Gene-specific’ PCR

A identificação das BAL pode ser realizada utilizando ‘primers’ dirigidos para regiões

particulares do genoma bacteriano. Estas regiões, apresentam sequências que são específicas

da espécie e, por isso, podem ser usadas para distinguir estirpes de espécies diferentes. Por

exemplo, a identificação a nível de espécie de estirpes de O. oeni é possível utilizando

‘primers’ específicos que têm como região alvo o rDNA 16S (Bartowsky e Henschke, 1999) ou

o gene mleA (Zapparoli et al., 1998). Outras espécies de BAL com relevância enológica têm

sido identificadas recorrendo a esta técnica, nomeadamente, Lactobacillus brevis com

‘primers’ dirigidos para o gene rDNA 16S (Guarneri et al., 2001), Lb. plantarum, Lb.

paraplantarum, Lb. pentosus e Lb. hilgardii com ‘primers’ dirigidos para o gene recA (Quere et

al., 1997; Torriani et al., 2001; Spano et al., 2002; Rodríguez et al., 2007), e Pediococcus

damnosus com ‘primers’ dirigidos para o plasmídeo responsável pela produção de

exopolissacáridos (Gindreau et al., 2001).

 1.7.5 Outros métodos moleculares

Existem ainda métodos moleculares de aplicação directa na caracterização de amostras

mistas que não necessitam de recorrer ao isolamento e cultura de microrganismos e que

permitem caracterizar a diversidade microbiana presente nestas amostras. Estes métodos

permitem, por exemplo, a identificação e monitorização dos microrganismos associados a

processos fermentativos. As técnicas de PCR-TGGE (‘Temperature Gradient Gel

Electrophoresis’), PCR-DGGE (‘Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’), hibridação in situ

(‘FISH - Fluorescence in situ Hybridisation’) e RT-PCR ou qRT-PCR (‘Real-time PCR’ e

‘quantitative Real-time PCR’) são alguns exemplos.

Genes

Produtos

Promotores Terminadores

Genes

Produtos

Promotores Terminadores
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PCR-TGGE e PCR-DGGE são métodos moleculares que baseiam a discriminação das espécies

unicamente sobre as diferenças das sequências nucleotídicas de produtos de amplificação de

genes alvo. Estes produtos são separados, de acordo com a sua sequência nucleotídica, por

electroforese em condições desnaturantes, utilizando um gradiente de temperatura (TGGE) ou

um gradiente químico (DGGE). A técnica de PCR-DGGE direccionada para o rDNA 16S foi

utilizada por Lopez et al. (2003) para caracterizar todos os microrganismos do vinho

(leveduras, bactérias do ácido láctico e bactérias acéticas). Renouf et al. (2006) e Spano et al.

(2007) utilizaram a mesma técnica dirigida para o gene rpoB (sub-unidade catalítica da RNA

polimerase) para caracterizar as BAL do vinho.

A técnica de FISH é amplamente aplicada na detecção, identificação e contagem directa ao

microscópio de fluorescência, de bactérias e outros microrganismos. Normalmente utiliza

sondas oligonucleotídicas dirigidas para o rRNA (5S, 16S e 23S) marcadas com fluorocromos.

Esta técnica foi usada na detecção e identificação de BAL no vinho por Sohier e Lonvaud-Funel

(1998), Blasco et al. (2003) e Hirschhäuser et al. (2005). 

PCR em tempo real é um método rápido e fidedigno para fins de identificação e enumeração,

que também permite a quantificação. A quantificação rápida de O. oeni e das outras espécies

de BAL do vinho por esta técnica pode ser utilizada no controlo da FML, permitindo medidas

correctivas para regular o crescimento bacteriano (Delaherche et al., 2004; Pinzani et al.,

2004; Neeley et al., 2005).
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 1.8  INTERESSE ENOLÓGICO DAS BAL DO VINHO

A complexidade e diversidade das actividades metabólicas das BAL no vinho, ilustrada na

Figura 1.11, sugere que a fermentação maloláctica é mais do que uma mera descarboxilação,

podendo afectar positiva e/ou negativamente a qualidade do vinho (Bartowsky, 2005).

FIGURA 1.11 Sumário global das alterações bioquímicas que ocorrem durante a fermentação maloláctica
e metabolismo de Oenococcus oeni (adaptado de Bartowsky, 2005). ADI: arginina desaminase; AG: àci-
dos gordos; AT: acidez total; AV: acidez volátil; 4-EF: 4-etilfenol; 4-EG: 4-etilguaicol.

 1.8.1 A fermentação maloláctica 

A FML no vinho, considerada uma fermentação1 secundária, ocorre normalmente no final da

fermentação alcoólica, embora por vezes possa ocorrer simultanemente. Este processo

biológico de desacidificação é realizado pelas BAL envolvendo a conversão do ácido

dicarboxílico L-málico, um dos principais ácidos orgânicos presentes no vinho, a um ácido

monocarboxílico L-láctico e dióxido de carbono, resultando num acréscimo de pH e decréscimo

da acidez titulável (Figura 1.12), que se reflecte na estabilidade microbiológica e qualidade

organoléptica dos vinhos (Davis et al., 1985; Liu, 2002; Bartowsky, 2005). No vinho, esta

desacidificação biológica é normalmente conduzida por estirpes de Oenococcus oeni,

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus spp. e Pediococcus spp..

1.   Numa perspectiva bioquímica o termo fermentação é incorrecto, uma vez que a a conversão do ácido málico em
ácido láctico não ocorre por um processo fermentativo, mas sim por uma descarboxilação (Moreno-Arribas e Polo,
2005).
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A FML é considerada indispensável à qualidade e até à estabilidade da maioria dos vinhos

tintos. Nos mais ácidos é particularmente importante, pela redução da acidez e aumento do

pH que provoca. A substituição do ácido málico pelo ácido láctico provoca uma melhoria no

sabor dos vinhos, uma vez que o ácido láctico é menos agressivo ao paladar. Pelo contrário,

nos de acidez baixa, pretende-se a obtenção de estabilidade microbiológica e, em ambos os

casos, uma melhoria no aroma e sabor dos vinhos (Mendes-Faia, 1991). 

Esta fermentação é mais frequente em vinhos tintos do que em rosados ou brancos, diferença

que se atribui aos teores mais elevados de SO2 utilizados nos vinhos brancos, à sua maior

acidez e, ainda, à redução de nutrientes nos mostos brancos quando se faz a defecação.

Embora o desaparecimento do ácido málico não seja benéfico em termos de características

organolépticas nos vinhos de regiões quentes, muitas vezes promove-se a ocorrência da FML

seguida de uma acidificação com ácido tartárico. 

Contudo, existem referências bibliográficas que em vinhos pouco ácidos a FML nem sempre

provoca uma diminuição da qualidade (vinhos da Califórnia, África do Sul, Israel e região do

Douro) (Mendes-Faia, 1991). Nos vinhos em que a FML é desejada, esta desacidificação

biológica deve ocorrer o mais cedo possível, sempre antes do engarrafamento, para que se

possa estabilizar o vinho. 

FIGURA 1.12 (a) As três principais consequências da FML: (i) A FML confere estabilidade microbiológica
ao vinho pela remoção de  uma possível fonte de carbono (ácido málico) para outros microrganismos; (ii)
desacidificação do vinho pelo aumento no pH [0,1-0,2] e decréscimo na acidez titulável [AT]; e (iii)  con-
fere modificações sensoriais (aroma e paladar) ao vinho. (b) A descarboxilação do ácido L-málico a ácido
L-láctico envolve o transporte activo do ácido málico para o interior da célula, descarboxilação, e o trans-
porte de ácido láctico para o exterior da célula para o meio envolvente. (c) Dos três genes envolvidos na
reacção maloláctica, mleA codifica para a enzima maloláctica, mleP codifica para a malato permease e
mleR codifica para um regulador transcricional (adaptado de Bartowsky, 2005).

(a)

(b)

(c)
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A descarboxilação do ácido L-málico a ácido L-láctico é catalizada pela enzima maloláctica

(MLE, EC 1.1.1.-), dependente de NAD+ e Mn2+. Os genes que codificam para a enzima

maloláctica (mleA) e malato permease (mleP) encontram-se organizados num operão

(Figura 1.12). Transcrito na direcção oposta a montante do operão mleAP localiza-se um

putativo gene regulador (mleR) responsável pela produção de uma proteína reguladora da

família tipo-LysR1 (Labarre et al., 1996; Galland et al., 2003). 

Esta configuração genética, de certo modo simples, parece ser conservada em várias BAL do

vinho, nomeadamente em Oenococcus oeni, Lactobacillus brevis, Lb. casei, Lb. plantarum,

Leuconostoc mesenteroides e Pediococcus pentosaceus (Kleerebezem et al., 2003; Mills et al.,

2005). 

Numa perspectiva da bioenergética celular, a FML confere vantagem às células bacterianas

actuando como um mecanismo de transdução de energia quimiosmótica, gerando ATP

adicional, via ATPase (Cox e Henick-Kling, 1989, 1990, 1995; Olsen et al., 1991; Salema et

al., 1996). Em resumo, o acréscimo de pH intracelular produz uma força protomotriz ( P). Por

cada molécula de malato que entra na célula e sofre descarboxilação, uma molécula de lactato

sai da célula acompanhada de um H+, que é equivalente à translocação de um H+ para o

exterior. A exportação do lactato a favor de um gradiente de concentração fornece à célula

energia para transportar os H+. O aumento da força protomotriz pode ser usado pela ATPase

membranar para produção de ATP. No vinho e devido ao seu pH tão reduzido, não ocorre a

glicólise e aFML será provavelmente a única via para O. oeni produzir ATP (Bartowosky, 2005).

 1.8.2 Os efeitos benéficos das BAL no vinho

Para além do decréscimo na acidez, a FML produz melhorias nas características organolépticas

e aumenta a estabilidade microbiológica dos vinhos (Davis et al., 1985; Kunkee, 1991; Versari

et al., 1999; Arnink e Henick-Kling, 2005). A modificação do aroma observada após a FML

deve-se ao ácido láctico, per si, menos agressivo, e ao aumento de uma série de outros

compostos (Figura 1.13), nomeadamente, diacetilo, acetoína, 2,3-butanodiol, ésteres (lactato

de etilo, succinato de dietilo) e alguns alcóois superiores e à libertação de agliconas

aromáticas (Mascarenhas, 1984; Mendes-Faia, 1990; Martineau e Henick-Kling, 1995;

Bartowsky et al., 1997; Bartowsky e Henschke, 2000, 2004). 

Dada a relevância das -glucosidases no aroma dos vinhos e por se tratar de um assunto

explorado nesta dissertação, a sua apresentação é feita num ponto independente. Outra

actividade enzimática com relevância positiva em termos enológicos é a da enzima

tanino-acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20), vulgarmente designada por tanase, que catalisa a

hidrólise das ligações éster em taninos hidrolisáveis tais como o ácido tânico, libertando

glucose e ácido gálico (Lekha e Lonsane, 1997 cit. por Vaquero et al., 2004). 

1.  Os reguladores transcricionais tipo-LysR constituem a família mais numerosa de factores de transcrição procarióticos
Estas proteínas apresentam um domínio N-terminal de ligação ao DNA e um domínio C-terminal de ligação a
cofactores. A maioria tem um papel activador da transcrição e muitas regulam negativamente a sua expressão.
(Zaim e Kierzek, 2003).

∆

β
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Esta actividade deve ser usada como critério na selecção de culturas malolácticas ‘starter’,

uma vez que confere vantagens no processo de vinificação ao reduzir a adstringência e

turvação no vinho (Vaquero et al., 2004). Contudo, esta actividade parece não estar muito

dispersa entre as BAL. Num ‘screening’ realizado por estes autores num conjunto de 78

estirpes pertencentes às espécies enológicas dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,

Oenococcus e Pediococcus, a tanase apenas foi detectada em estirpes de Lactobacillus

plantarum. 

Ainda relativamente às modificações no aroma, induzidas por diferentes espécies de BAL

isoladas de vinhos, Pripis-Nicolau et al. (2004) verificaram que estirpes de O. oeni eram

capazes de metabolizar a metionina e formar compostos de enxofre voláteis. Estes autores

observaram ainda um aumento significativo na concentração de ácido 3-metilsulfanil

propiónico em vários vinhos tintos após a FML. Este composto, que é caracterizado por odores

a chocolate e tostado contribui para a complexidade aromática produzida pela FML

(Pripis-Nicolau et al., 2004). Os metabolitos produzidos com caracter negativo também

ilutrados na Figura 1.13 serão discutidos no ponto seguinte desta revisão bibliográfica. 

Relativamente à estabilidade microbiológica dos vinhos atingida após a FML, esta ocorre

através da depleção de nutrientes e libertação de substâncias antimicrobianas pelas BAL

(Pramateftaki et al., 2006). Ao metabolizarem compostos que combinam o sulfuroso

(piruvato, oxoglutarato e acetaldeído) as BAL também aumentam a estabilidade do vinho

(Mendes-Faia, 1991; Osborne et al., 2000, 2006).

FIGURA 1.13 Representação esquemática da biossíntese de compostos aromáticos por bactérias
malolácticas (adaptado de Swiegers et al., 2005). ACTPY- 2-acetiltetrahidropiridina; ACPY - 2- ace-

til-1-pirrolina.



1.8 Interesse enológico das BAL do vinho 45

A hidrólise dos glucosídeos pela acção de -glucosidases

A utilização de -glucósidos pelas bactérias ocorre através de vias metabólicas semelhantes

às descritas para a lactose pela acção da -galactosidase. Na maioria dos casos, os

-glucósidos são hidrolisados por -glucosidases extracelulares ou associadas à parede celular

(González-Candelas et al., 1989). As -glucosidases ou -D-glucosídeo glucohidrolases

( G, EC 3.2.1.21) constituem um grupo de enzimas bem caracterizadas, biologicamente

importantes, que catalizam a transferência do grupo glicosil entre nucleófilos de oxigénio. Esta

reacção de transferência geralmente resulta na hidrólise de uma ligação -glucosídica que liga

resíduos de hidratos de carbono em aril-, amino-, ou alquil- -D-glucosídeos, glucosídeos

cianogénicos, oligossacáridos de cadeia curta e dissacáridos (Bhatia et al., 2002). Em mostos

e vinhos desempenham um papel importante na hidrólise dos precursores glucoconjugados e

na libertação de compostos aromáticos activos (Palmeri e Spagna, 2007). O aroma das uvas

inclui moléculas voláteis e odoríferas, sob a forma livre, especialmente terpenos (linalool,

geraniol, nerol, citronelol, -terpinieol, óxido de linalool) que conferem o carácter frutado a

certas cultivares. Adicionalmente, estes compostos podem formar complexos glucosídicos não

voláteis e sem aroma, designados por precursores do aroma (Mateo e Jiménez, 2000;

Rensburg e Pretorius, 2000). A existência destes precursores não voláteis é interessante sob

um ponto de vista tecnológico, até por ser a fracção maioritária nos mostos e pela acção

sequencial de glucosidases poderem libertar agliconas aromáticas como ilustrado na

Figura 1.14. A hidrólise enzimática ocorrre em duas fases, primeiro as ligações -1,6

glucosídicas são clivadas pela acção 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-glucósidos correspondentes são libertados (arabinose, ramnose, apiose e

-D-glucosídeos). Na segunda fase, ocorre a libertação da aglicona aromática após a acção da

-glucosidase (Colagrande et al., 1994; Günata, 1994; Palmeri e Spagna, 2007).

FIGURA 1.14 Mecanismo sequencial da hidrólise enzimática dos precursores glucosilados. Ara: -L-ara-
binofuranosidase; Ram: -L-ramnopiranosidase; Api: -D-Apiofuranosidase; G: -D-glucopiranosidase.
R=monoterpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides, derivados do benzeno, alcoóis alifáticos (adaptado de
Palmeri e Spagna, 2007).
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Com o objectivo de realçar a fracção aromática dos vinhos têm sido estudadas várias

-glucosidases provenientes de diversos microrganismos, incluindo os relacionados com o

ambiente vínico (Matthews et al., 2004). Foram pesquisadas e detectadas -glucosidases em

leveduras, Saccharomyces cerevisiae e principalmente em espécies não Saccharomyces

(Gunata et al., 1990; Rosi et al., 1994, 1994a; MacMahon et al., 1999; Mendes-Ferreira et al.,

2001; Strauss et al., 2001; Rodríguez 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

parcialmente inibidas pelas condições de vinificação (Matthews et al., 2004). Barbagallo et al.,

(2004) observaram que as estirpes de O. oeni mantinham actividade -glucosidásica em

condições enológicas (pH, temperatura e etanol) e apresentavam elevada actividade

maloláctica após inoculação em vinho. De acordo com estes autores, as BAL parecem

expressar o conjunto de glucosidases necessárias para hidrolisar muitos dos glucósidos

encontrados no vinho. Para além do efeito no aroma, há a salientar a actividade antocianásica

que algumas -glucosidases podem apresentar. Estas enzimas hidrolisam as antocianinas

ligadas aos açúcares, libertando as respectivas antocianidinas, menos estáveis, que se

convertem espontaneamente em compostos castanhos ou descorados. Enquanto que este

resultado pode ser indesejável num vinho tinto, estas enzimas têm sido propostas como meio

de reduzir a intensidade da cor nos vinhos brancos ou rosés produzidos a partir de uvas tintas

(Matthews et al., 2004). São conhecidas algumas sequências dos genes que codificam para as

-glucosidases de espécies enológicas, nomeadamente de O. oeni (AY489108) e de Lb.

plantarum (AY489109).

 1.8.3 Os efeitos nocivos das BAL no vinho

Para além dos aspectos benéficos da presença de BAL no vinho, estes microrganismos (em

particular certas estirpes) podem exercer um efeito depreciativo na qualidade do vinho, se a

sua proliferação ocorrer no tempo errado durante o processo de vinificação (du Toit e

Pretorius, 2000). Na Tabela 1.7 são apresentadas as alterações mais frequentes provocadas

pelas BAL em vinhos, que incluem a produção de vários metabolitos indesejáveis, maus

odores e turvação. Dos processos de deterioração referidos, serão apenas abordados com

mais pormenor, a formação de carbamato de etilo e a produção de aminas biogénicas

(particularmente histamina, tiramina e putrescina) por constituirem assuntos do trabalho

experimental.

β

β

β

β

β
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TABELA 1.7 Alterações provocadas pelas BAL nos vinhos

O metabolismo dos aminoácidos

A utilização dos aminoácidos pelas BAL pode ter implicações a nível da qualidade e da

segurança alimentar dos produtos fermentados. Para as bactérias esta utilização permite

aumentar a sua capacidade de obtenção de energia, particularmente em meios com limitação

de nutrientes e supostamente como resposta ao stress ácido (Marquis et al., 1987; Cotter e

Hill, 2003). 

Deteriorações Microrganismos responsáveis Referências bibliográficas

“Amargor”
formação de acroléina a partir da 
degradação do glicerol 

Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus parvulus

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

“Aroma a manteiga”
devido à produção excessiva de 
diacetilo

Lactobacillus plantarum
Oenococcus oeni
Pediococcus spp.

Martineau e Henick-Kling, 1995

Crescimento floculento Lactobacillus trichodes Amerine e Kunkee, 1968

“Fermentação manítica” 
redução da frutose a manitol

Lactobacillus brevis Sponholz, 1993

Formação de fenóis voláteis (4-etilguai-
acol e 4-etilfenol) por degradação de 
ácidos fenólicos principalmente ácido 
ferúlico e ácido p-cumárico

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus spp.
Pediococcus spp.

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

Formação de glioxal e metilglioxal Oenococcus oeni De Revel e Bertrand, 1993

“Gordura” 
produção de polissacáridos extracelu-
lares que aumentam a viscosidade do 
vinho

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus damnosus
Pediococcus pentosaceus

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

“Odor a gerânio” 
redução do ácido sórbico a 2,4-hexadie-
nol que esterifica com o etanol origi-
nando 2-etoxihexa-3,5-dieno, 
responsável pelo odor a gerânio

Oenococcus oeni Crowell e Gymont, 1975

“Odor a rato” ou a acetamida produção 
de tetrahidropiridinas

Lactobacillus brevis
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus hilgardii

Sponholz, 1993; Fugelsang, 1997; 
Costello et al., 2001, 2002

Produção de aminas biogénicas (hista-
mina, tiramina, putrescina, por descar-
boxilação de aminoácidos

Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni
Pediococcus damnosus

Lonvaud-Funel e Joyeux ,1994; Rolan 
et al., 1995; Coton et al., 1998a,1998b; 
Leitão 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

Produção de precursores de carbamato 
de etilo

Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchnerii
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni

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

“Pico láctico” 
fermentação láctica dos açúcares; 
produção de ácido D-Láctico e produção 
excessiva de ácido acético implicado 
nos amúos de fermentação

Lactobacillus brevis
Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus nagelii
Oenococcus oeni

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

“Volta” 
degradação do ácido tartárico; depre-
cia a qualidade sensorial

Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum

Sponholz, 1993; Martineau e Henick- 
-Kling, 1995
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A degradação da arginina e formação de carbamato de etilo

As principais vias metabólicas de degradação de L-arginina utilizadas por microrganismos são:

(i) a via da arginase-urease; (ii) a via da arginina transamidase; (iii) a via da arginina

descarboxilase; e (iv) a via da arginina desaminase (Abdelal, 1979 cit. por Liu, 1993). As

principais reacções que ocorrem nas três primeiras vias são apresentadas na Figura 1.15,

enquanto que a via completa da arginina desaminase é ilustrada na Figura 1.16. 

FIGURA 1.15 Algumas das principais vias de degradação da arginina utilizadas pelos microrganismos
(adaptado de Liu, 1993).

A via da arginina desaminase está amplamente distribuída em procariotas e, concretamente,

encontra-se presente nalgumas BAL. Por esta via uma mole de L-arginina é convertida numa

mole de ornitina e numa mole de dióxido de carbono e duas moles de NH3. Esta via envolve

três enzimas: arginina desaminase (ADI; EC 3.5.3.6), ornitina transcarbamilase (OTC; EC

2.1.3.3) e carbamato cinase (CK; EC 2.7.2.2) (Mira de Orduna et al., 2001; Liu, 2002; Manca

de Nadra et al., 2003).

A arginina é um dos aminoácidos presente em maiores concentrações no mosto e no vinho. A

sua utilização origina a formação de citrulina e carbamoil fosfato, precursores do carbamato

de etilo, composto potencialmente carcinogénico. Este composto resulta duma reacção

química espontânea envolvendo etanol e precursores que incluem a ureia , citrulina,

carbamoil fosfato, N-carbamil,  e -aminoácidos e alantoína (Ough et al., 1988). A reacção

de etanólise da citrulina e da ureia1 para formar carbamato de etilo pode ocorrer a

temperaturas elevadas ou a temperaturas normais de armazenamento (Ough et al., 1988;

Kodama et al., 1994). 

Os teores de carbamato de etilo admissíveis nos vinhos estão regulamentados em alguns

países. Para vinhos de mesa é de 30 g/L, na União Europeia e no Canadá, enquanto que nos

E.U.A. os valores são mais restritivos, sendo 15 g/L para vinhos de mesa e 60 g/L para

vinhos fortificados (Arena e Manca de Nadra, 2005; Uthurry et al., 2006).

1.  A ureia provém do metabolismo da arginina pelas leveduras. Actualmente, a adição de preparações enzimáticas
comerciais de urease é admitida pela O.I.V. e pela legislação da U.E. para prevenir a formação de carbamato de etilo
por esta via (Moreno-Arribas e Polo, 2005).
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FIGURA 1.16 Via arginina desaminase (ADI) para a degradação da arginina por BAL e o seu significado
enológico (adaptado de Mira de Orduna et al., 2001)

O catabolismo da arginina, originando ornitina, amónia e CO2 (ratio 1:2:1), providencia a

várias BAL um processo adicional de obtenção de energia por fosforilação a nível do substrato

(Abdelal, 1979 cit. por Konings, 2006). Aliás, esta é a única via catabólica de aminoácidos

conhecida nas BAL que resulta na produção de ATP via fosforilação a nível do substrato

(Cristensen et al., 1999). O ATP produzido pela via ADI pode ser usado noutros processos

metabólicos que requerem energia na célula, conferindo às bactérias capazes de obter energia

por este processo adicional, uma vantagem competitiva num ambiente tão hostil como é o

vinho, devido ao seu pH ácido e conteúdo em etanol. O aumento do pH, resultante da

produção de amónia, representa ainda um mecanismo de homeostasia de pH, semelhante ao

que ocorre nas descarboxilações dos aminoácidos (Liu e Pilone, 1998; Tonon e Lonvaud-Funel,

2002). 

A presença das três enzimas da via da ADI parece verificar-se na maioria dos lactobacilos

heterofermentativos, leuconostocs e oenococos, embora estas já tenham sido detectadas em

espécies homofermentativas de BAL isoladas de vinho. Contudo, a degradação da arginina por

esta via, em todas as espécies, parece ser um fenótipo estirpe dependente (Spano et al.,

2006). Os genes envolvidos na degradação da arginina encontram-se organizados no operão

arc (Figura 1.17). Apesar de este operão apresentar variações de estrutura entre diferentes

espécies de BAL, estão sempre presentes os genes que codificam para a arginina desaminase

(arcA); ornitina transcarbamilase (arcB) e carbamato cinase (arcC). Podem ainda estar

presentes genes que codifiquem para transportadores antiporte arginina/ornitina

(arcD/arcD1/arcD2), transaminases (arcT), tRNA sintetases (arcS) e proteínas reguladoras

(arcR) (Divol et al., 2003). Este operão já foi descrito em estirpes de Lactobacillus hilgardii

(Arena et al., 1999a, 2002), Oenococcus oeni (Mira de Orduna et al., 2001; Tonon et al.,
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2001a, 2001b), Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004, 2006), Lactobacillus sake

(Zúniga et al., 1998, 2002) e Enterococcus faecalis (Barcelona-Andres et al., 2002).

FIGURA 1.17 (a) Organização genética do locus ADI na espécie Oenococcus oeni. As setas pequenas a
negro representam o ponto de início do mRNA. (b) Comparação da sequência cromossómica entre
estirpes de O. oeni arc-positivas e arc-negativas. P1, rRNA metilase (ZP_00064059.1); P2, proteína
hipotética (ZP_00064059.1); P3, proteína hipotética (ZP_00070621.1); e P4, regulador transcricional
tipo-NusG1 (NP_784385.1). Quadrados preenchidos a pontos correspondem a uma sequência conservada
de DNA de 45 bp em cada extremidade do locus ADI (adaptado de Nehm et al., 2005).

No vinho, o contacto prolongado das BAL (viáveis e viáveis mas não cultiváveis) com as

borras residuais das leveduras deve ser considerado como um factor de risco significativo para

a formação acrescida de citrulina e, consequentemente, de carbamato de etilo (Liu e Pilone

1998; Tonon e Lonvaud-Funel, 2000; Terrade e Mira de Orduna, 2006). Por isso, não é

aconselhável a utilização de estirpes de Oenococcus oeni que excretem citrulina como culturas

‘starter’ . Alguns destes autores sugerem ainda que estirpes que possuam apenas a primeira

enzima da via (ADI+, OTC-) ou estirpes que tenham ADI mas baixa actividade OTC devam ser

excluídas num processo de selecção de ‘starters’ para a realização da FML. 

A formação de aminas biogénicas

As aminas biogénicas são bases orgânicas de baixo peso molecular, que podem ser produzidas

e degradadas durante a actividade metabólica normal dos animais, das plantas e dos

microrganismos (Arena e Manca de Nadra, 2001). No homem, estas substâncias podem

desempenhar um papel metabólico importante, relacionado com o crescimento (poliaminas)

ou com funções dos sistemas nervoso e circulatório (histamina e tiramina). Quando ingeridas

em excesso, podem provocar hipotensão, hipertensão, palpitações cardíacas (aminas

1.  A proteína NusG é um factor de elongação envolvido nos mecanismos de terminação e anti-terminação da transcrição.
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vasoactivas), dores de cabeça (aminas psicoactivas) e várias reacções alérgicas

(Lonvaud-Funel, 2001; De las Rivas et al., 2005). As aminas biogénicas são essencialmente

formadas a partir da descarboxilação dos aminoácidos precursores, pela acção de enzimas

substrato-específicas (ten Brink et al., 1990 cit. por Guerrini et al., 2002; Lonvaud-Funnel,

1999; Marcobal et al., 2006b). Deste modo, as aminas histamina, tiramina, triptamina,

serotonina, 2-feniletilamina, agmatina e cadaverina (Figura 1.18) são formadas a partir dos

aminoácidos histidina, tirosina, triptofano, hidroxitriptofano, fenilalanina, arginina e lisina

respectivamente (Buckenhüskes, 1993; Silla Santos, 1996; Kalac e Krížek, 2003). A

putrescina pode ser formada a partir da ornitina ou da agmatina, e a espermidina e espermina

são formadas a partir da putrescina pela ligação de grupos aminopropil catalizada pela

espermidina sintase e espermina sintase (Teti et al., 2002).

FIGURA 1.18 Algumas aminas biogénicas e aminoácidos precursores (adaptado de Buckenhüskes
1993).(D) Descarboxilação; (R) Espermidina é formada pela reacção da putrescina com um resíduo pro-
pilamina que provém da metionina. (al), alifática; (ar) aromática; (he) heterocíclica. 

Durante os processos de fermentação de várias matérias primas para a obtenção de alimentos

e bebidas, como por exemplo, queijo, enchidos, vegetais fermentados, cerveja e vinho pode

ocorrrer a formação de aminas biogénicas pelas BAL. Muitas bactérias apresentam actividades

descarboxilásicas, que favorecem o seu crescimento e sobrevivência em meios acídicos, pelo

acréscimo do pH. No vinho, vários aminoácidos podem ser descarboxilados e,
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consequentemente, podem ser encontradas aminas biogénicas (Tabela 1.8), predominando a

histamina, a tiramina, a putrescina, a isopentilamina e a -feniletilamina (Radler e Fath,

1991; Bodmer et al., 1999; Lonvaud-Funel, 2001; Moreno-Arribas et al., 2003). 

TABELA 1.8 Aminas biogénicas detectadas em vinho (adaptado de Bodmer et al., 1999).

Contudo, o seu conteúdo no vinho é muito inferior ao detectado noutros alimentos

(Tabela 1.9), ainda que o etanol possa potenciar o efeito tóxico da histamina, pela inibição das

amino oxidases. Actualmente, a maioria dos países da U.E. o Canadá recomendam teores de

histamina não superiores a 10 mg/L, enquanto na Alemanha o limite é de 2 mg/L. Os

potenciais efeitos nas transações comerciais de vinhos resultantes da imposição destes limites

e a procura pelos consumidores de produtos saudáveis, isentos de substâncias tóxicas, devem

constituir uma preocupação para os produtores nacionais. Para além da sua toxicidade, as

aminas biogénicas, quando em concentrações elevadas, podem conferir alterações

desagradáveis detectáveis sensorialmente, como por exemplo a putrescina e a cadaverina

com aromas a fruta e carne podre, respectivamente.

TABELA 1.9 Valores (mg/L ou mg/kg) de algumas aminas biogénicas em diversos alimentos (adaptado
de Mariné-Font, 2005).

Aminas alifáticas Aminas aromáticas Aminas heterocíclicas

Agmatina
Butilamina
Cadaverina

1,3-Diaminopropano
Dimetilamina
Etanolamina

Etilamina
Espermidina
Espermina
Hexilamina
Putrescina

Isopropilamina
Isopentilamina

Metilamina
2-Metilbutilamina

Pentilamina
Propilamina

-Feniletilamina
Tiramina

Indole
Histamina
Morfolina
Pirrolidina

2-Pirrolidona
Piperidina
Serotonina

Alimentos Histamina Tiramina Putrescina Cadaverina

Queijos
Iogurte
Enchidos crús fermentados
Peixe fresco
Conservas de peixe
Vinho branco
Vinho tinto
Cerveja

nda-5630
nd-13

vtb-357
nd-19.75
nd-2400
nd-13

nd-21.1
nd-25.0

a. nd: não detectado.
b. vt: vestígios.

nd-4200
nd-8.5

nd-1500
nd-2.25
nd-600
nd-7.5
nd-15.9
nd-52.6

nd-634
nd

nd-395
nd-4.9
nd-115

0.7-21.4
0.6-11.1
nd-8.0

nd-405
nd

nd-409
nd-12.6
nd-270
0.3-108
nd-47

nd-37.5

β

β
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Embora algumas aminas biogénicas possam provir directamente das uvas e outras sejam

resultantes da actividade metabólica das leveduras Saccharomyces e não Saccharomyces e

das bactérias acéticas, normalmente as aminas biogénicas aumentam após a FML

(Vidal-Carou et al., 1990; Le Jeune et al., 1995; Soufleros et al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001;

Torrea-Goni e Ancín-Azpilicueta, 2001; Gardini et al., 2005; Landete et al., 2005; Pramateftaki

et al., 2006). Entre as BAL, a actividade descarboxilásica é específica da estirpe e dentro das

diferentes espécies de Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Oenococcus está distribuída

aleatoriamente. 

O conteúdo de aminas biogénicas presentes num vinho, depende da existência de

aminoácidos precursores, de estirpes com actividade descarboxilásica e dos factores

ambientais que afectam o crescimento dessas estirpes bem como de algumas práticas

enológicas (Lonvaud-Funel, 2001; González-Marco e Ancín-Azpilicueta, 2006; Martín-Álvarez

et al., 2006). De uma maneira geral, pH baixo, elevadas concentrações de SO2 e de etanol

limitam o crescimento destas estirpes e consequentemente a produção de aminas biogénicas.

Por outro lado, factores que favoreçam o crescimento microbiano, como temperaturas

elevadas, disponibilidade de nutrientes no mosto e vinho (açúcares, aminoácidos, ácidos

orgânicos) e práticas higiénicas inapropriadas aumentam as probabilidades do aparecimento

de elevadas concentrações de aminas (Landete et al., 2005). Lonvaud-Funel (2001) refere

que foram encontrados maiores teores de aminas biogénicas em vinhos armazenados em

contacto prolongado com as borras, tendo atribuído às células de BAL viáveis mas não

cultiváveis a sua produção. Os vinhos tintos apresentam um teor de aminas geralmente

superior ao dos vinhos rosados, brancos e fortificados (Landete et al., 2005; Leitão et al.,

2005;Bover-Cid et al., 2006).

A histamina

A histamina é a amina biogénica mais frequentemente associada a intoxicações alimentares

devido à sua elevada actividade biológica, provocando dores de cabeça, hipotensão e

problemas digestivos (Fernández et al., 2006a). Esta amina biogénica é encontrada em

diversos alimentos, nomeadamente, em peixes e derivados, enchidos, queijos, cerveja, vinhos

e outros produtos fermentados (Slomkowska e Ambroziak, 2002; Kalac e Krížek, 2003;

Fernández et al., 2006). 

A histidina descarboxilase (HDC, EC 4.1.1.22) é a enzima que converte a histidina a histamina

e CO2. Existem duas classes distintas de histidina descarboxilases: (i) as que requerem

piridoxal fosfato como cofactor, presentes nos eucariotas e nas bactérias gram negativas; e

(ii) as que utilizam um mecanismo catalítico diferente, baseado num grupo piruvoil ligado

covalentemente ao centro activo, características das bactérias gram positivas (Huynh e Snell,

1985; Vaaler et al., 1986; van Poelje e Snell, 1990 cit. por Lucas et al., 2005). 

Para além da via da histidina descarboxilase, outra via envolvida na degradação da histidina, a

via da histidina amónia-liase (EC.4.3.1.3), tem sido descrita em bactérias (Figura 1.19). A

histidina amónia-liase catalisa a primeira reacção de uma via de degradação que conduz à

formação de glutamato. Contudo dentro do grupo das BAL apenas foi detectada em estirpes
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de Streptococcus pyogenes e parcialmente em Streptococcus thermophilus (Fernández e

Zúñiga, 2006).

FIGURA 1.19 Vias catabólicas para a histidina em BAL. Fg, formimidoilglutamase; HAL, histidina
amónia-liase; Hisdc, histidina descarboxilase; Ip, imidazolonapropionase; Uhyd, urocanato hidratase
(adaptado de Fernández e Zúñiga, 2006).

O gene que codifica para a histidina descarboxilase (hdcA) já foi caracterizado nas seguintes

estirpes/espécies de BAL: Lactobacilllus sp. estirpe 30a (Vanderslice et al., 1986; Copeland et

al., 1989), Lactobacillus buchneri (Martín et al., 2005), Lactobacillus hilgardii (Lucas et al.,

2005), Oenococcus oeni (Coton et al., 1998a; 1998b) e Tetragenococccus muriaticus

(GenBank AB125629, AB04087). Este gene está localizado no operão hdcAB, onde apresenta

a jusante o gene hdcB de função desconhecida (Figura 1.20). O gene que codifica para o

transportador histidina/histamina (hdcP) está localizado a montante deste operão e, em

Lactobacillus hilgardii, o gene que codifica para uma histidil-tRNA sintetase (hisRS) está

localizado a jusante. A comparação destes ‘clusters’ de genes revela uma elevada semelhança

quer na organização quer na sequência em aminoácidos. Este facto, conjuntamente com a

distribuição rara e a localização dos genes hdc num plasmídeo em Lactobacillus hilgardii,

sugere que algumas estirpes adquiriram estes genes por transferência horizontal (Fernández

e Zúñiga, 2006).

A combinação do transportador histidina/histamina e da histidina descarboxilase forma uma

via típica de descarboxilação em bactérias. O transportador permite a entrada do substrato

(precursor) para o interior da célula onde é descarboxilado e, simultaneamente, a excreção do

produto para o exterior. Assim, a entrada do substrato e a excreção do produto são eventos

acoplados (troca precursor/produto). Vias semelhantes foram descritas para outros

aminoácidos e para di- e tricarboxilatos (Lucas et al., 2005). Estas vias produzem uma força

protomotriz por um mecanismo indirecto, designado por geração de força protomotriz

secundária. Os dois componentes da força protomotriz são gerados em passos separados. O

potencial de membrana é gerado pelo transportador devido à diferença de carga entre o

precursor e o produto, i.e. histidina monovalente e histamina divalente. 
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FIGURA 1.20 a) Organizações genéticas de loci de histidina descarboxilases bacterianas. Esquema: HDC
(piruvoil dependente); HDC* (piridoxal fosfato dependente); HdcB (proteina de função desconhecida;
HdcP (transportador de histidina/histamina); HisRS (histidil-tRNA sintetase). A caixa a ponteado indica
um conjunto de genes que apresentam uma semelhança superior a 99%. nt, nucleótidos; aa, aminoáci-
dos. (A) Lactobacillus hilgardii (GenBank AY651779); (B) Tetragenococcus muriaticus (AB125629 e
AB125630); (C) Oenococcus oeni (U58865); (D) Lactobacillus sp. estirpe 30a (J0263); (E) Clostridium
perfringens (NC_003366); (F) Photobacterium phosphoreum (AY223843) (adaptado de Lucas et al.,
2005). b) Organização genética da região de DNA circundante do gene hdcA de Lactobacillus hilgardii. As
setas grandes representam ‘ORFs’ putativas. As sequências dos locais de ligação do ribossoma (a azul)
situadas a montante dos codões de iniciação (itálico) são indicadas. aa, aminoácidos; nt, nucleótidos
(adaptado de Lucas et al., 2005).

O gradiente de pH é gerado através do consumo de protões na reacção de descarboxilação

catalizada pela descarboxilase. A produção de uma força protomotiz pela descarboxilação da

histidina e troca electrogénica de histidina/histamina foi demonstrada em Lactobacillus

buchneri (Molenaar et al., 1993).

A tiramina

A tiramina é uma das aminas biogénicas mais abundantes em produtos alimentares

fermentados como queijos, enchidos, cerveja e vinho (Rice e Koeler, 1976; Masson et al.,

1996; Fernández et al., 2006b, 2007). Diversos problemas toxicológicos têm sido associados à

ingestão destes alimentos, resultantes das propriedades vasoactivas e psicoactivas desta

amina. 

A tirosina descarboxilase (TDC, EC 4.1.1.25) é a enzima responsável pela descarboxilação da

tirosina a tiramina. A TDC pertence ao grupo das enzimas dependentes de fosfato de piridoxal

(Moreno-Arribas e Lonvaud-Funel, 1999; Lucas e Lonvaud-Funel, 2002). Os genes
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codificantes para as tirosinas descarboxilases foram isolados e sequenciados em

Carnobacterium divergens (Coton et al., 2004), Enterococcus faecalis (Connil et al., 2002),

Lactobacilllus brevis (Lucas e Lonvaud-Funel, 2002; Lucas et al., 2003) e Lactococcus lactis

IPLA655 recentemente reclassificada como Enterococcus durans IPLA655 (Fernández et al.,

2004 e 2007). Lucas et al. (2003), num estudo de caracterização do locus tyrDC (Figura 1.21)

em Lactobacillus brevis, identificaram quatro genes contíguos, transcritos na mesma direcção

e que codificam para uma tirosil-tRNA sintetase (tyrRS), uma tirosina descarboxilase (tyrDC)

e dois genes que codificam para transportadores secundários, um transportador de tirosina

putativo (tyrP) e um transportador ‘antiporter’ Na+/H+ (nhaC).

FIGURA 1.21 Organização genética do operão tyrDC de Lactobacillus brevis IOEB 9809. As setas
grandes representam as ‘ORFs’ de potenciais genes. Os tamanhos das proteinas previstas são indicados
em aminoácidos (aa). Putativos locais de ligação aos ribossomas (em negrito) são mostrados com os
respectivos codões de iniciação (em itálico). Os círculos escuros e linhas descrevem prováveis ‘hairpins’
de terminação de transcrição. Os tamanhos das regiões extragénicas são indicados em bp entre setas
pequenas. A sequência foi depositada no GenBank sob o número de acesso AF446085 (adaptado de Lucas
et al., 2003).

De acordo com Wolken et al. (2006), a combinação dos genes da tirosina descarboxilase e do

transporte da tirosina poderiam codificar para uma via secundária de produção de força

protomotriz (Figura 1.22), por um mecanismo equivalente ao apresentado para a histidina

descarboxilase. Aliás, este mecanismo de gerar energia metabólica por descarboxilação é

comum a uma variedade de descarboxilases (Christensen et al., 1999), podendo o gradiente

electroquímico gerado ser usado pela célula para reacções que consomem energia tal como o

transporte de nutrientes ou para gerar ATP via ATPase (Konings et al. 1997).

FIGURA 1.22 Produção de energia por uma via secundária. O esquema mostra a via da descarboxilação
da tirosina em Lactobacillus brevis. O transportador TyrP catalisa a troca electrogénica tirosina-tiramina.
A descarboxilase TyrDC catalisa  a descarboxilação da tirosina a tiramina, que resulta na alcalinização do
citoplasma. As acções combinadas do transportador e descarboxilase resultam numa força protomotriz. O
uniporte da tirosina é uma capacidade adicional deste transportador (adaptado de Wolken et al., 2006).
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Há ainda a salientar a importância que a presença da tirosina descarboxilase já teve como

critério taxonómico na diferenciação de espécies de enterococos. Considerava-se que apenas

as estirpes de Enterococcus faecalis e não as de Enterococcus faecium tinham capacidade de

formação de tiramina a partir da tirosina (tdc+). Contudo, Marcobal et al. (2004) detectaram

esta actividade em estirpes de Enterococcus faecium e propuseram a alteração do esquema

vigente de identificação das espécies de enterococos do "Bergey´s Manual of Systematic

Bacteriology".

A putrescina

A putrescina é conjuntamente com a histamina e com a tiramina uma das aminas mais

abundantes no vinho (Glória et al., 1998; Lonvaud-Funnel, 2001; Leitão et al., 2005; Mangani

et al., 2005) e com efeitos relevantes na saúde do consumidor, uma vez que potencia o efeito

negativo da histamina (Marcobal et al., 2004). Esta amina biogénica é produzida por estirpes

de Oenococcus oeni a partir do metabolismo da ornitina e também a partir da arginina

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

A ornitina descarboxilase (ODC, EC 4.1.1.17) é a enzima responsável pela descarboxilação da

ornitina a putrescina. Esta enzima requer fosfato de piridoxal como cofactor. Marcobal et al.

(2004) identificaram o gene que codifica para esta enzima numa estirpe de O. oeni

(Figura 1.23).

FIGURA 1.23 Organização genética da região 17.2 kb de O. oeni RM83 contendo o gene odc. Setas
espessas e finas representam ‘ORFs’ completas e incompletas, respectivamente. As localizações de pro-
motores putativos (seta encurvada vertical) e regiões previstas de terminadores transcricionais (bola e
vara) são indicadas (retirado de Marcobal et al., 2006b).

A partir de arginina, a produção de putrescina pode ser realizada por duas vias: (i) via

arginina desaminase e ornitina descarboxilase; ou (ii) via arginina descarboxilase e agmatina

desaminase (Figura 1.24).

De acordo com Mangani et al. (2005), a produção de putrescina surge em estirpes que

possuem o sistema enzimático completo para converter a arginina a putrescina ou pode

resultar de uma associação metabiótica, com troca de ornitina, entre estirpes capazes de

catabolizar a arginina a ornitina mas incapazes de produzir putrescina e estirpes capazes de

produzir putrescina a partir da ornitina mas incapazes de degradar a arginina. Estes autores

verificaram ainda que a produção de putrescina por esta associação ocorre após a FML,

enquanto que a conversão da ornitina a putrescina, por uma estirpe com ornitina

descarboxilase, ocorre simultaneamente com a degradação do ácido málico. A produção de

putrescina a partir de agmatina não envolve descarboxilação de aminoácidos ou formação de

ureia (Arena e Manca de Nadra, 2001; Alberto et al., 2006).
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FIGURA 1.24 Vias catabólicas nas BAL para a arginina e compostos relacionados. ADC, arginina descar-
boxilase; ADI, arginina desaminase; AgDI, agmatina desaminase; CK, carbamato cinase; ODC, ornitina
descarboxilase; OTC, ornitina carbamoiltransferase; PTC, putrescina carbamoiltransferase (adaptado de
Fernández e Zúniga, 2006).

 1.8.4 A selecção de ‘starters’

As BAL têm sido usadas na produção de alimentos desde há milhares de anos. A fermentação

constitui uma das técnicas mais antigas utilizadas na preservação de alimentos altamente

perecíveis, como o leite, a carne e os vegetais. Contudo, só recentemente foi reconhecido o

papel destas bactérias na conservação. De fermentações espontâneas não controladas, no

passado, passou-se à utilização de culturas ‘starter’ com a finalidade de obter produtos de

elevada qualidade. 

De acordo com Leroy e de Vuyst (2004), uma cultura ‘starter’ pode ser definida como uma

preparação constituída por um número elevado de células de pelo menos um microrganismo a

ser adicionada a uma matéria prima, acelerando e dirigindo o seu processo fermentativo, com

o intuito de produzir um alimento fermentado seguro e de elevada qualidade. Normalmente as

culturas ‘starter’ apresentam-se em diversas formas, dependendo do tipo de produto e

aplicação, estando disponíveis em líquido, congeladas ou em pó (liofilizadas), em diferentes

concentrações, que permitem quer o uso directo no produto final ou após reactivação. 

Actualmente, as culturas ‘starter’ são utilizadas de uma forma regular em diversos alimentos,

sendo a indústria dos lacticínios a maior utilizadora destas culturas (Hansen, 2002). Nos

vinhos, apesar da maior vulgarização das culturas ‘starter’ de leveduras, já existem

disponíveis no mercado europeu e americano (Canadá e E.U.A.), desde 1980, culturas

comerciais de ‘starter’de BAL para promoverem/realizarem a FML (Henick-Kling, 1995). A

espécie predominante é obviamente O. oeni, contudo existem algumas culturas ‘starter’ de

Pediococcus sp., Lactobacillus plantarum, Lb. hilgardii e Lb. brevis. 
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As preparações são constituídas apenas por uma estirpe ou por diferentes estirpes (Davis et

al., 1985; Henick-Kling, 1995; Alegría et al., 2004; Vaquero et al., 2004). 

Na Tabela 1.10 apresentam-se alguns dos critérios aplicados na selecção de bactérias lácticas

para inoculação de vinhos. Recentemente, outros critérios têm sido sugeridos por vários

investigadores, dos quais se destacam, a não produção de precursores de carbamato de etilo

(du Toit e Pretorius, 2000), a presença e actividade de algumas enzimas, como tanases

(Vaquero et al., 2004) e -glucosidases (Grimaldi et al., 2005a,b), para reduzir a

adstringência e aumentar a fracção aromática dos vinhos, respectivamente.

TABELA 1.10 Critérios de selecção para BAL para induzir a FML no vinho (adaptado de Buckenhüskes
1993)1.

Critérios de 1ª ordem

Resistência a pH baixo (capacidade em crescer a valores de pH entre 3,0 e 5,0)

Resistência ao etanol

Tolerância a baixas temperaturas (capacidade em crescer a temperaturas entre 10 e 15ºC)

Metabolismo limitado das hexoses e pentoses

Critérios de 2ª ordem

Contagem de organismos vivos após propagação num meio padronizado

Tempo para propagação num meio padronizado

Rendimento por propagação num meio padronizado

Cinética de sobrevivência num vinho padronizado

Cinética da degradação do malato numa solução tampão de ácido tartárico (pH 4,5) e num vinho 
padronizado

Tolerância à liofilização

Critérios de 3ª ordem

Interacções limitadas com as leveduras da fermentação alcoólica

Resistência aos fagos

Resistência ao SO2 (concentrações de 50 mg/L)

Resistência aos pesticidas

Não produção de aminas biogénicas

Metabolismo do citrato em condições aeróbias e anaeróbias

Potencial para formar diacetilo e acetoína

Potencial limitado para formar ácidos voláteis a partir das hexoses e pentoses

Reduzida ou não formação de ácido acético

Metabolismo limitado de ácidos orgânicos do vinho (e.g. succinato)

Não degradação do glicerol

Não produção de gostos desagradáveis

Não produção de mucilagens

Alterações sensoriais do vinho (produção de boas características organolépticas, por exemplo 
aumentando sabores frutados)

1.  Alguns dos critérios apresentados foram complementados com a informação dos trabalhos de Davis et al. (1985) e de
Henick-Kling (1995).

β
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Culturas ‘starter’ universais versus regionalidade

A utilização de culturas ‘starter’ universais para produzir produtos diferentes tem sido

questionada por vários autores, face à manutenção da tipicidade dos produtos obtidos. Por

exemplo, o uso das mesmas culturas ‘starter’ comerciais para fabrico de diferentes tipos de

queijo pode conduzir a produtos finais que são demasiado semelhantes (Gonzalez et al.,

2003; Topisirovic et al., 2006). 

Neste contexto seria preferível o uso de culturas ‘starter’ autóctones seleccionadas,

permitindo a melhoria da qualidade microbiológica sem alterar significativamente as

características típicas, evitando a desvantagem da perda da tipicidade dos produtos, aquando

da utilização das culturas ‘starter’ comerciais universais (Topisirovic et al., 2006). 

Também nos vinhos, alguns investigadores defendem a utilização de leveduras seleccionadas

regionalmente. Estas desempenham um papel fundamental, enaltecendo as propriedades

sensoriais dos vinhos regionais típicos, comparativamente às culturas ‘starter’ universais

desenvolvidas essencialmente para produzirem elevados teores alcoólicos, sem produção de

sabores desagradáveis e garantirem produtos estáveis (De Bortoli et al., 2007). Estes autores

salientam a preocupação de nos projectos mais recentes de selecção de leveduras para

vinificação, se dar relevo às estirpes autoctónes ecotípicas, tentando preservar a

biodiversidade nas áreas de selecção e ao mesmo tempo garantir no vinho características

ligadas à região de proveniência. 

O mesmo se pode extrapolar para as BAL. Num estudo sobre a dinâmica de populações de

bactérias malolácticas indígenas numa adega grega durante três vindimas consecutivas,

Pramateftaki et al. (2006) observaram a prevalência de uma estirpe indígena com

características desejáveis, indicando um elevado grau de adaptabilidade às condições de

vinificação, o que de acordo com os mesmos autores deverá ser um critério a usar na selecção

de estirpes para uso comercial. Zapparoli et al. (2004), baseados nos resultados obtidos em

ensaios de microvinificação conduzidos por estirpes de O. oeni indígenas da região italiana de

Valpolicella, defendem a sua utilização como ‘starter’ regionais em alternativa a culturas

‘starter’ comerciais universais menos eficientes.

Os métodos de ‘fingerprinting’ e a rastreabilidade

A rastreabilidade dos alimentos tornou-se um assunto de grande relevância em relação a

condições de segurança, qualidade e tipicidade. Estas questões ganham ainda mais ênfase

quando em causa estão produtos típicos de Denominação de Origem Protegida (DOP). Com o

objectivo de assegurar a genuidade dos produtos, evitar adulterações e proteger produtores e

consumidores de fraudes surge a necessidade de usar ferramentas analíticas capazes de

caracterizar verdadeiramente os produtos típicos e traçar as suas áreas de produção (Bonizzi

et al., 2006). 
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A aplicação de métodos de ‘fingerprinting’, dirigidos quer para o fenótipo quer para o

genótipo, na caracterização da microflora autóctone poderá constituir uma alternativa aos

métodos de química analítica (e.g. análise de razões isotópicas). A abordagem clássica de

isolamento e cultura, aliada a métodos de diferenciação de estirpes, permite uma

caracterização dos produtos em função dos microrganismos cultiváveis associados e a

exploração do potencial biotecnológico destes microrganismos. O ‘fingerprinting’ das

comunidades microbianas que constituem a microflora associada a cada produto, por uma

abordagem molecular directa, poderá constituir uma forma alternativa de conseguir a sua

rastreabilidade.

Lopes et al. (1999), recorrendo à aplicação de redes neuronais, propuseram a utilização dos

perfis metabólicos de estirpes isoladas de dois produtos tradicionais (queijo de ovelha e

chouriço) produzidos em diferentes regiões de Portugal, para discriminar a origem dos

produtos, i.e. definir as regiões de origem protegida DOP. Bonizzi et al. (2006) propõem a

técnica de ITS-PCR ‘fingerprinting’, aplicada às comunidades microbianas que constituem a

microflora dos queijos, como a ferramenta mais apropriada para traçar (delinear) a origem

geográfica do queijo Mozzarella. 

O estudo da expressão génica na selecção de ‘starters’

Diversos investigadores têm estudado os mecanismos de tolerância aos factores de stress

induzidos pelo vinho. Uma melhor compreensão dos mecanismos de tolerância a múltiplos

factores de stress deverá permitir conhecer a base das respostas adaptativas e preparar as

BAL para os processos industriais (Spano e Massa, 2006). 

São vários os exemplos de trabalhos que, através de RT-PCR, RT-qPCR e Western-blot,

detectam a expressão de genes ou a presença de proteínas, produzidas nas condições de

stress impostas pelo vinho, em estirpes de Oenococcus oeni (Jobin et al., 1999; Guzzo et al.,

2000; Bourdineaud et al., 2003 ; Fortier et al., 2003; Beltramo et al., 2004; Bourdineaud et

al., 2004; Coucheney et al., 2005; Desroche et al., 2005; Beltramo et al., 2006) e

Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004). 

Analogamente, foram realizados alguns estudos preliminares, para avaliar o efeito dos

factores abióticos de stress do vinho (pH, temperatura, etanol, sulfuroso) sobre a regulação

da expressão de genes que codificam para enzimas com interesse enológico, nomeadamente

-glucosidase (Spano et al., 2005), histidina descarboxilase (Landete, 2005) e enzimas da via

da arginina desaminase (Bourdineaud, 2006). Este tipo de abordagem será uma mais valia na

seleccção de estirpes a utilizar como culturas ‘starter’ em vinhos.
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 2.1  ISOLAMENTO E CONSERVAÇÃO DA COLECÇÃO DE BAL DO VINHO

Para o isolamento da colecção de bactérias do ácido láctico (BAL) procedeu-se à recolha, em

três vindimas consecutivas, de amostras de vinho tinto em adegas da Região Demarcada do

Douro (RDD). As estirpes foram isoladas em meio de cultura apropriado e foi construído um

banco de células viáveis, que integra a colecção de microrganismos do Sector de Enologia da

UTAD.

 2.1.1 Colheita e processamento das amostras de vinho

Nas vindimas de 1999, 2000 e 2001 procedeu-se à colheita de amostras de vinho tinto de

mesa no decorrer e/ou no final da FML espontânea. A recolha de amostras foi efectuada em

diferentes adegas das três sub-regiões da RDD: Baixo Corgo (BC), Cima Corgo (CC) e Douro

Superior (DS). 

O processo de colheita das amostras consistiu na recolha de 1 L de vinho a partir de cubas de

vinificação para um frasco estéril. As amostras foram transportadas, em contentores com

gelo, para o Laboratório da Secção de Enologia do Departamento de Indústrias Alimentares da

UTAD onde se procedeu, de acordo com os métodos seleccionados por Mendes-Faia (1987):

(i) a uma análise qualitativa do teor de ácido málico/láctico por cromatografia em papel, para

avaliação do estado da FML, e (ii) a uma caracterização sumária dos parâmetros

fisico-químicos (pH; teor alcoólico; acidez total, fixa e volátil; sulfuroso total e livre).

Atendendo ao facto de não se conhecer a priori o estado da FML nas cubas antes da recolha

das amostras foi, por vezes, necessário amostrar o mesmo vinho no decorrer e no final deste

processo. Neste processo foram recolhidas 108 amostras provenientes de 8 adegas

diferentes, 72 das quais de vinhos distintos. 

Ao conjunto de amostras processadas para o isolamento da colecção de BAL foram ainda

adicionadas: (i) 37 amostras de vinhos distintos (provenientes de 7 adegas diferentes)

gentilmente cedidas pelo Laboratório de Análises Enológicas Duriense, Lda. da Enóloga Paula

Queirós1; (ii) 30 amostras recolhidas num ensaio de vinificação realizado na UTAD2 durante a

vindima de 2000, que envolveu 10 vinhos distintos; e (iii) 18 amostras recolhidas durante um

ensaio de ‘Battonage’3 realizado em duas adegas da sub-região do Cima Corgo na vindima de

2001, referentes a dois vinhos distintos.

1.   A análise dos parâmetros fisico-químicos destas amostras foi facultada pelo laboratório de análises enológicas, pelo
que para estas amostras apenas foi realizada a análise qualitativa do teor de ácido málico/láctico por cromatografia
em papel.

2.  Este ensaio inseriu-se no âmbito do doutoramente de Vírgilio Falco, que facultou os dados referentes à caracterização
sumária das amostras provenientes deste ensaio.

3.  Trata-se de um ensaio marginal ao trabalho apresentado nesta dissertação, que envolveu as adegas da Quinta do
Portal e da Cooperativa do Tabuaço, a UTAD e o IBET/ITQB. ‘Battonage’ é o termo francês para designar a prática
enológica do levantamento de borras finas (constituídas essencialmente por células de leveduras mortas) dos vinhos
em barricas, realizado periodicamente, com o objectivo de aumentar a sua complexidade aromática.
Tradicionalmente esta prática era efectuada com uma bastão longo (‘baton’ em francês) através do batoque.
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No total foram utilizadas no processo de isolamento 193 amostras1, correspondentes a 121

vinhos distintos provenientes de 18 adegas diferentes. As adegas amostradas foram

agrupadas em subgrupos de acordo com a sua localização geográfica: (i) Baixo Corgo - Vila

Real (BCI), Régua (BCII), Cambres (BCIII) e Santa Marta (BCIV); (ii) Cima Corgo – Bom

Retiro (CCI), S. João da Pesqueira (CCII), Pinhão (CCIII), Sabrosa (CCIV) e Tabuaço

(CCV);(iii) Douro Superior – Erva Moira (DSI), Vila Flor (DSII) e Vale da Vilariça (DSIII). A

cada amostra foi atribuído um código alfanumérico de acordo com a sua proveniência

(Tabela 2.1).

 2.1.2 Isolamento e conservação de estirpes

O procedimento experimental para o isolamento de BAL2 consistiu na inoculação directa, por

espalhamento em superfície de uma alíquota de 0,1 ml de vinho em meio TGB3 sólido

suplementado com cicloheximida (100 mg/L). As placas foram incubadas a 25ºC, em estufa

de CO2, durante 8 a 10 dias. Após crescimento, foram seleccionadas em média e

aleatoriamente 4 colónias por placa, atendendo ao seu aspecto morfológico (cor, forma,

elevação, margem e dimensão). Estas colónias foram purificadas por riscado em TGB agar ou

MRS4 agar, sendo que em média foram efectuadas três repicagens sucessivas. Após o

processo de purificação, as estirpes foram repicadas para meio TGB líquido e conservadas a

4ºC para se proceder à sua caracterização. Simultaneamente procedeu-se à conservação de

todas as estirpes (em duplicado) a -80ºC em criotubos contendo meio TGB líquido

suplementado com glicerol (20%). No final do processo de isolamento obteve-se uma

colecção de BAL isoladas de vinhos tintos da RDD constituída por 793 estirpes autóctones, das

quais 248 provenientes do ensaio de ‘Battonage’, que foram armazenadas a -80ºC.

 2.2  IDENTIFICAÇÃO PRESUNTIVA A NÍVEL DE GÉNERO

A caracterização fenotípica sumária da colecção de isolados foi realizada por métodos

clássicos, tendo por base as seguintes características: reacção de Gram, actividade catalásica,

morfologia e agrupamento celular. A identificação presuntiva a nível de género de 25 isolados

de Pediococcus, 49 isolados de Lactobacillus e 719 isolados de Oenococcus/Leuconostoc foi

realizada de acordo com o esquema apresentado na Figura 2.1. Para completar esta

identificação foi também testada a capacidade de produção de gás a partir de glucose

utilizando tubos de Durham colocados em MRS líquido com glucose (2%), adicionado de verde

de bromocresol como indicador de pH. 

1.  Por condicionalismos de natureza diversa não foi possível obter a caracterização completa dos parâmetros
fisico-químicos de algumas amostras. A não exclusão destas amostras justificou-se face aos objectivos desta fase do
trabalho, uma vez que representavam locais de amostragem distintos e consequentemente poderiam permitir um
acréscimo na diversidade de estirpes autóctones isoladas.

2.  No isolamento de BAL do vinho foi seguido o procedimento experimental descrito por Mendes-Faia (1987).
3.  TGB: caldo de sumo de tomate e glucose, pH 5,5 - bactotriptona (2%), bactopeptona (0,5%), extracto de levedura

(0,5%), glucose (2%), Tween 80 (0,005%), sumo de tomate (20%). TGB sólido: suplementado com agar (2,2%).
4.  MRS (Biokar Diagnostics): meio de De Man, Rogosa e Sharpe, pH 5,5. MRS sólido suplementado com agar (2,2%). 
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FIGURA 2.1 Esquema utilizado na identificação presuntiva a nível de género das estirpes da colecção de 
BAL isoladas a partir de amostras de vinho tinto provenientes da RDD (adaptado de Fulgesang, 1996).

Adicionalmente, foi pesquisada a produção de ácido láctico a partir de glucose recorrendo a

cromatografia em papel, efectuada de acordo com o método de Ribereau-Gayon et al. (1971)

cit. por Mendes-Faia (1987). Utilizou-se papel Whatman nº1, uma mistura de n-butanol e

ácido acético glacial (1:1) como solvente, e azul de bromocresol (0,1%) como indicador de

pH.

 2.3  DIFERENCIAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO A NÍVEL DE ESPÉCIE

Para a identificação a nível de espécie e avaliação da diversidade presente na colecção de BAL

isoladas de vinhos tintos da RDD foi definida uma estratégia de agrupamento e selecção

sequencial de estirpes baseada numa abordagem polifásica de caracterização fenética

(Figura 2.2). 

Esta estratégia consistiu na caracterização quimiotaxonómica e molecular de uma amostra

representativa da colecção de BAL por perfis de proteínas celulares totais e

M13-PCR ‘fingerprinting’ para a definição de ‘clusters’ de organismos com elevado nível de

semelhança. Para cada um destes ‘clusters’ foi seleccionado um representante,

posteriormente caracterizado por um perfil de restrição de rDNA 16S (16S-ARDRA) para

identificação presuntiva a nível de espécie. Foram seleccionados representantes de cada um

dos perfis ARDRA obtidos para confirmação do resultado de identificação por sequenciação

parcial do rDNA 16S. 

Nesta abordagem foram seleccionadas técnicas com diferente potencial discriminante, de

modo a permitir não só a identificação a nível de espécie, como também a diferenciação dos

isolados e, deste modo, a caracterização da diversidade presente na amostra estudada. Um

subconjunto de isolados seleccionado com base num ‘screening’ de fenótipos com interesse

enológico foi ainda caracterizado por análise de macrorestrição. Em paralelo com o trabalho

experimental procedeu-se ainda à construção de uma base de dados utilizando o ’software’

BioNumerics v2.5-4.6 (Applied Maths) para permitir a integração dos diversos resultados

obtidos de acordo com a abordagem polifásica adoptada.

gram +
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não produtores de endósporos

anaeróbios facultativos

cocos bacilos

cadeias

pares
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FIGURA 2.2 Estratégia adoptada para a identificação a nível de espécie e avaliação da diversidade 
presente na colecção de BAL.

 2.3.1 Selecção da amostra representativa a utilizar no estudo

Um conjunto de ca. 300 estirpes foi seleccionado como amostra representativa para

identificação a nível de espécie e avaliação da diversidade presente nesta colecção. O

processo de selecção foi aplicado de forma independente às duas partições do universo

(n=545+248) de estirpes e incidiu principalmente sobre as estirpes do género Oenococcus. 

Na partição de 545 estirpes da colecção original foi possível seleccionar uma amostra de 276

estirpes. A redução foi efectuada utilizando uma lista de números aleatórios gerada em

MSEXCEL e de modo a garantir que a amostra seleccionada se mantivesse representativa da

colecção original relativamente à distribuição dos isolados por sub-região, subgrupo e amostra

de vinho. Para confirmar a aleatoriedade e representatividade da amostra gerada procedeu-se

à aplicação de dois testes estatísticos de qui-quadrado: um teste de homogeneidade e um

teste de ajustamento de modelos, respectivamente. No teste de homogeneidade aceitou-se

como hipótese nula a homogeneidade entre a amostra seleccionada e uma amostra gerada

amostra

representativa

n=276

Análise dos perfis de proteínas celulares totais

(SDS-PAGE)

M13-PCR ‘fingerprinting’

Identificação presuntiva a nível de espécie por 
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Confirmação da identificação a nível de espécie por 

sequenciação parcial do rDNA 16S
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(n=96)

(n=17)
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STARTERS

s=5

ensaio de

‘Battonage’ 

n=19

n=545 n=248

Colecção de BAL do vinho (UTAD)
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aleatoriamente. No teste de ajustamento de modelos definiu-se como hipótese nula que a

amostra seleccionada não diferia significativamente da amostra original, e o modelo aplicado

no cálculo de valores esperados baseou-se na conservação das frequências relativas da

distribuição dos isolados pelos subgrupos.

Na partição de 248 estirpes provenientes dos ensaios de “Battonage” foram seleccionadas

aleatoriamente 20 estirpes pertencentes ao género Oenococcus. No procedimento de

amostragem, em cada adega foram recolhidas 9 amostras em três tempos distintos, a partir

de um único vinho, colocado em condições com e sem “Battonage”. A redundância inerente a

este processo1 justifica o número reduzido de estirpes seleccionadas. 

Para além das estirpes isoladas na Região Demarcada do Douro (RDD) foram acrescentadas

ao estudo 24 estirpes de referência e/ou tipo e 5 ‘starters’ comerciais (GM, ML-34, PSU-1,

ALPHA, EQ54), que são apresentadas na Tabela 2.2. A lista completa dos 295 isolados

seleccionados é apresentada em anexo juntamente com a informação referente à sua

proveniência (amostra, subgrupo e sub-região) e identificação a nível de espécie.

TABELA 2.2 Estirpes tipo ou de referência inseridas neste estudo.

1.  A redundância é referida no contexto da diversidade de BAL detectada. Trata-se de um ensaio com objectivos
específicos e que não estão directamente relacionados com o trabalho desenvolvido no âmbito desta dissertação. 

Espécie Estirpe Origema

a. CECT (Colección Española de Cultivos Tipo); DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen); FCUL (Faculdade de
Ciências da Universidade de Lisboa); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent); NCDO (National Collection of Dairy
Organisms); UTAD (Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro); PROENOL (Proenol - Indústria Biotecnológica, Lda).

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus casei subsp. casei

Lactobacillus cellobiosus

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus homohiochi

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus sakei

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Oenococcus oeni

Pediococcus acidilactici

Pediococcus damnosus

Pediococcus parvulus

Pediococcus pentosaceus

AI 849
AI 861
AI 847
AI 853
AI 858
AI 854
AI 852
AI 851
AI 855
AI 850
AI 857
AI 856
AI 846
AI 859
AI 836
AI 829
AI 830
AI 831
AI 833
AI 834
AI 835
AI 860
AI 862
AI 863
AI 864
AI 842
AI 845
AI 844
AI 843

DSM 20054T

CECT 4100T 

CECT 475T 

CECT 562T

CECT 904T

CECT 4007T

CECT 4785T

CECT 4786T

CECT 4136T

UTAD 29B (= LMG 13725)

CECT 4022T

CECT 748T

CECT 2781T 

CECT 906T

CECT 219T

FCUL (bOg36)

FCUL (bOg38)

FCUL (PSU-1, ‘starter’)

FCUL (ML34, ‘starter’)

FCUL (GM, ‘starter’)

UTAD55 (= LMG 13735)

CECT 217T

ALPHA (PROENOL, ‘starter’)

EQ54 (PROENOL, ‘starter’)

CECT 4010

CECT 98

NCDO 1832T

CECT P813T 

NCDO 990T 
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 2.3.2 Análise dos perfis de proteínas celulares totais por SDS-PAGE

Considerando que o conteúdo proteico de uma célula resulta da expressão directa do seu

genoma, o padrão de bandas obtido por electroforese de uma amostra de proteínas celulares

totais, em condições padronizadas e reprodutíveis, constitui um ‘fingerprint’ identificativo de

cada estirpe (Costas, 1999 cit. por Tenreiro, 1995). A análise de perfis de proteínas celulares

totais apresenta ainda uma boa correlação com os ensaios de hibridação DNA-DNA na

identificação a nível de espécie (Pot et al., 1994; Chambel, 2001).

Atendendo à dimensão da amostra em estudo surgiu a necessidade de seleccionar uma

metodologia com um poder discriminante variável, que simultaneamente permitisse a

diferenciação de estirpes semelhantes e o agrupamento das estirpes em ‘clusters’

correlacionados com a sua identificação a nível de espécie.

Os procedimentos experimentais de preparação dos extractos de proteínas celulares totais e

de electroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram adaptados de Pot

et al. (1994) e Tenreiro (1995). Após crescimento em condições padronizadas (MTJ1 pH 5,.5 a

28ºC durante 72 h) as células foram recolhidas por centrifugação (8000 rpm; 10 min; 4ºC) e

lavadas duas vezes com uma solução salina tamponizada (0,01 M tampão fosfato de sódio e

0,8% NaCl, pH 7,3). Os ‘pellets’ celulares (50-100 mg peso fresco) foram resuspendidos em

0,9 ml de tampão de tratamento de amostras (0,062 M Tris-HCl, 0,05 M EDTA, 5%

2-mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 6,8), contendo 1 mg/ml de lisozima (Sigma). Após

incubação a 37ºC durante 14-16 h, procedeu-se à adição de SDS (numa concentração final de

2%) e à desnaturação dos extractos por fervura durante 10 min. Os extractos de proteínas

celulares totais foram clarificados por centrifugação a 12000 rpm durante 10 min e

conservados a -80ºC até utilização. 

Após precipitação com ácido tricloroacético (8%) e desoxicolato de sódio (0,04%), a

concentração de proteína nos extractos foi determinada pelo método de Lowry, utilizando uma

curva padrão de albumina de soro bovino (fracção V, Sigma).

A separação dos perfis de proteínas celulares totais foi efectuada em sistema descontínuo com

um gel de concentração de 5% de poliacrilamida (37,5:1) em tampão 0,125 M Tris-HCl, 0,1%

SDS, pH 6,8 e um gel de resolução de 10% poliacrilamida (37,5:1) em tampão 0,375 M

Tris-HCl, 0,1% SDS, pH 8,8. A electroforese foi realizada num sistema vertical Hoefer SE600

em condições desnaturantes (tampão 0,025M Tris-HCl, 0,192 M glicina, 0,1% SDS, pH 8,5),

com refrigeração (10ºC), e mantendo constante uma corrente de 15 mA/gel durante 4 h. Os

géis foram corados com GelCode Blue Stain Reagent (Pierce Biotechnology) de acordo com as

especificações do fabricante. Após a coloração procedeu-se à captura de imagem num

‘scanner’ Mustek Paragon 1200 A3 Pro e à secagem dos géis, sob vácuo, a 80ºC durante 4 h.

O extracto proteico de Psychrobacter immobilis (LMG 1125) foi utilizado como padrão e

aplicado nas ‘lanes’ flanqueantes e mediana de todos os géis, de modo a permitir a sua

1.  MTJ: o meio MTJ é uma mistura dos meios de cultura comerciais TJ (Tomato Juice Broth - Difco) e MRS (De Man,
Rogosa e Sharpe - Biokar) numa proporção de 1:1.
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normalização e comparação. Este extracto foi preparado por um processo análogo ao utilizado

para produzir os extractos proteicos dos isolados em estudo, à excepção das condições de

crescimento deste microrganismo (BHI1 suplementado com 2% NaCl a 28ºC durante 48h).

A análise numérica dos electroforegramas de proteínas, incluindo a extracção e normalização

dos perfis densitométricos, agrupamento pelo método de aglomeração baseado na distância

média não ponderada (UPGMA) utilizando o coeficiente de correlação linear de Pearson (r) e

análise dos ‘clusters’ obtidos foi efectuada no ’software’ BioNumerics v2.5-4.6 (Applied

Maths).

 2.3.3 Extracção de DNA

Para além da diversidade de sistemas comercializados actualmente, na literatura encontra-se

descrita uma multiplicidade de métodos de extracção de DNA direccionados para diferentes

tipos de células/amostras. A maioria dos protocolos de extracção de DNA genómico

disponíveis consistem de três fases: (i) lise celular, (ii) desproteinização e (iii) purificação. Em

qualquer processo de extracção de DNA é ainda necessário evitar a sua degradação

enzimática, por acção de nucleases celulares. Para tal, desde a fase inicial de recolha e

lavagem das células, recorre-se à utilização de tampões com pH apropriado a que geralmente

são adicionados agentes quelantes e/ou detergentes. 

O processo de lise celular pode ser mais ou menos agressivo consoante o tipo de parede

celular das células alvo. Os métodos mais comuns envolvem hidrólise enzimática,

destabilização química (por calor ou adição de detergentes) ou quebra mecânica (por ruptura

com micropérolas de vidro, sonicação ou ciclos de congelação/descongelação). A

desproteinização é habitualmente realizada por extracção fenólica ou pela adição de agentes

desproteinizantes como os sais de guanidina. A fase de purificação corresponde geralmente à

precipitação a frio dos ácidos nucleicos na presença de um alcoól e de sais, podendo incluir a

remoção de RNA por degradação enzimática (Sambrook et al.,1989).

O protocolo usado na extracção de DNA total é uma adaptação do método de Pitcher et al.

(1989) descrito por Tenreiro (1995) para isolados de Oenococcus oeni. Os extractos de DNA

total foram preparados a partir de culturas em MTJ pH 5,5 com 48-72 h. As células foram

recolhidas e lavadas duas vezes com TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0), por

centrifugação a 8000 rpm durante 10 min a 4ºC. Os ‘pellets’ celulares foram resuspendidos

em 250 l de TE contendo 10 mg/ml de lisozima (Sigma) e incubados a 37ºC durante

14-16 h. Procedeu-se à adição de 2 volumes de reagente GES (5 M tiocianato de guanidina,

100 mM EDTA pH 8,0, 0,5% lauril sarcosinato de sódio) e realizou-se uma incubação em gelo

durante 10 min. Após adição de 1/4 volume de acetato de amónio 10 M, efectuou-se a

extracção com clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e os ácidos nucleicos da fase aquosa foram

precipitados com igual volume de isopropanol frio (-20ºC). O ‘pellet’ de ácidos nucleicos foi

lavado por centrifugação com 70% etanol e resuspendido em 500 l de TE contendo 50 g/ml

1.  BHI: Brain Heart Infusion - Biokar.
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de RNase A (Sigma). Após incubação a 37ºC durante 30 min, procedeu-se ao tratamento com

1 mg/ml de Proteinase K (Sigma) durante 2 h a 50ºC. Seguidamente foi realizada uma

segunda extracção com clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e o DNA foi precipitado com 1/10

volume de uma solução 3 M de acetato de sódio pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto frio

(-20ºC). O ‘pellet’ de DNA total foi lavado por centrifugação com 70% etanol e resuspendido

em 100 l de TE. 

A concentração de DNA nos extractos foi determinada num fotómetro medindo a absorvância

a 260 nm e aplicando a relação: 1 UA = 50 ng/ l. Os extractos de DNA total foram

conservados a 4-8°C e foram preparadas diluições em TE com concentrações apropriadas para

utilizações posteriores (M13-PCR ‘fingerprinting’ e 16S-ARDRA).

 2.3.4 M13-PCR ‘fingerprinting’

As técnicas de PCR ‘fingerprinting’ são métodos moleculares baseados em PCR, em que se

utiliza um único primer, que pela sequência (sequências repetidas) ou pelas condições de

reacção (temperatura de ‘annealing’ reduzida) se pode ligar em várias zonas do genoma.

Neste caso, a utilização do primer csM13 (5’ GAGGGTGGCGGTTCT 3’; Meyer et al., 1993),

derivado da sequência ‘core’ do gene da proteína III da cápside do bacteriófago M13,

detectada em cópia múltipla nos genomas bacterianos, permite a obtenção de um ‘fingerprint’

complexo característico de cada microrganismo. Esta técnica tem-se revelado uma ferramenta

útil na diferenciação de estirpes pertencentes a uma mesma espécie, apresentando

simultaneamente uma elevada reprodutibilidade (Gadanho, 2005; Valério et al., 2005;

Chambel et al., 2007).

Os perfis de M13-PCR’ fingerprinting’ apresentados neste estudo foram obtidos de acordo com

um protocolo adaptado de Meyer et al. (1993). As reacções de PCR foram realizadas em

misturas de 25 l contendo 10-15 ng de DNA genómico molde, 200 M de cada

desoxiribonucleótido, 2,5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles de ‘primer’ e 1 U de Taq DNA

polimerase em tampão apropriado. Todos os reagentes foram adquiridos à Invitrogen. As

amplificações foram efectuadas num termociclador Biometra TGradient de acordo com o

seguinte programa: (i) desnaturação inicial de 5 min a 94ºC; (ii) 40 ciclos de 1 min de

desnaturação a 94ºC, 2 min de ‘annealing’ a 50ºC e 2 min de extensão a 72ºC; e

(iii) extensão final de 7 min a 72ºC. Os perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ foram resolvidos por

electroforese em gel de 1,2% agarose (TBE 0,5X; 2,7 V/cm; 3h), em que se utilizou 1 Kb plus

DNA Ladder (Invitrogen) como marcador de massa molecular. Após coloração com brometo de

etídeo (2-2,5 g/mL) procedeu-se à aquisição de imagem utilizando o sistema KODAK 1D. As

imagens foram analisadas no ‘software’ BioNumerics versão 2.5-4.6 (Applied Maths). Após

extracção dos perfis densitométricos aplicou-se o coeficiente de correlação linear de Pearson,

para estimar as semelhanças entre os ‘fingerprints’ obtidos, e procedeu-se ao agrupamento

das estirpes pelo método de aglomeração baseado na distância média não ponderada

(UPGMA).
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 2.3.5 16S-ARDRA

Esta técnica baseia-se na amplificação por PCR do rDNA 16S seguida de restrição do produto

amplificado com endonucleases de corte frequente (4-6 bp). Rodas et al. (2003) aplicaram

esta técnica a uma colecção de 376 estirpes de BAL isoladas de amostras de mosto ou vinho.

O protocolo desenvolvido por estes autores consiste na amplificação por PCR do rDNA 16S,

directamente a partir de uma colónia isolada, utilizando os ‘primers’ universais1

PA (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e PH (5´ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’), seguida de

restrição com três endonucleases. Os autores propõem ainda que a aplicação sequencial das

enzimas de restrição2 simplifica o procedimento de identificação: MseI, seguida de BfaI, e se

necessário AluI.

Neste estudo seguiu-se o procedimento experimental descrito por estes autores com as

seguintes modificações: (i) utilização de DNA genómico (já disponível) em vez de PCR em

colónia; e (ii) utilização de apenas duas endonucleases - MseI (T^TAA) e XspI3 (C^TAG).

As reacções de PCR foram realizadas em misturas de 50 l contendo 20-30 ng de DNA

genómico molde, 200 M de cada desoxiribonucleótido, 2 mM de cloreto de magnésio, 50

pmoles de cada ‘primer’ e 2 U de Taq DNA polimerase em tampão apropriado. O programa de

amplificação consistiu num passo inicial de desnaturação de 5 min a 94ºC, seguido de 35

ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 56ºC e 1 min a 72ºC e de um ciclo final de extensão de 5 min a

72ºC. Todos os reagentes foram adquiridos à Invitrogen e as amplificações foram efectuadas

num termociclador Biometra Tgradient.

A amplificação do rDNA 16S foi confirmada por electroforese em gel de 1,2% de agarose (TBE

0,5X; 3 V/cm; 1 h 30 min) e procedeu-se à restrição de 8 l do produto amplificado com 5 U

de enzima de restrição em tampão apropriado e de acordo com as especificações do

fabricante (MseI - New England Biolabs; XspI - Takara Bio). Os perfis de 16S-ARDRA foram

visualizados por coloração com brometo de etídeo (2-2,5 g/mL), após electroforese em gel

de 2% agarose (TBE 0,5X; 2,7 V/cm; 3 h). O marcador de massa molecular utilizado foi 1 Kb

plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e

posteriormente analisadas com o ‘software’ BioNumerics v2.5-4.6 (Applied Maths) para

determinação da massa molecular dos fragmentos de cada perfil. 

Este software permitiu normalizar todos os géis relativamente ao marcador de massa

molecular utilizado, identificar os fragmentos de cada perfil de restrição e exportar as

estimativas da sua massa molecular. A identificação de fragmentos comigrantes (bandas

duplas) e fragmentos de digestão parcial foi realizada por análise visual dos perfis, tendo em

consideração o valor do somatório da massa molecular dos diferentes fragmentos de cada

perfil. 

1.  Os ‘primers’ utilizados geram um amplicão de 1.5 kb compreendido entre as posições 27 (PA) e 1535 (PH) do rDNA
16S em Escherichia coli.

2.  De acordo com as regras de nomenclatura mais recentes, as endonucleases devem ser designadas pelo acrónimo de
três letras e um número romano, sem utilização de itálico (Roberts et al., 2003).

3.  XspI é um isosquizómero de BfaI.
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As estirpes foram agrupadas de acordo com os seus perfis de 16S-ARDRA utilizando o

coeficiente de Dice1 e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada

(UPGMA). De acordo com este agrupamento foi possível definir 19 perfis-tipo (restritipos) e

determinar a média e o desvio padrão da massa molecular dos respectivos fragmentos. Foi

seleccionado um representante de cada restritipo e os dados destes perfis foram comparados

com os obtidos por Rodas et al. (2003) e com os perfis teóricos estimados pelo ‘software’

NEBCUTTER2 v2.0, para identificação presuntiva a nível de espécie dos isolados

correspondentes.

 2.3.6 Sequenciação parcial de rDNA 16S

Dependendo do grupo de bactérias em estudo e do grau de semelhança existente entre as

espécies a discriminar, a sequenciação parcial do rDNA 16S pode permitir a identificação a

nível de espécie ou pode ser necessário recorrer a sequenciação adicional no operão

ribossomal (Patel, 2001; Cai et al. 2003; Clarridge, 2004; Mignard e Flandrois, 2006). 

Procurando validar e confirmar a identificação inferida a partir dos resultados obtidos por

16S-ARDRA, procedeu-se à sequenciação parcial3 do rDNA 16S utilizando o ‘primer’ 907R

(5' CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3'; Muyzer et al., 1996). A amplificação por PCR do rDNA 16S

foi realizada utilizando os ‘primers’ PA e PH nas condições descritas anteriormente (ponto

2.3.5). Os produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial baseado

em colunas de sílica (JETQUICK Spin Column Technique; Genomed) e enviados para o

Laboratório de Sequenciação e Análise de Fragmentos do ICAT-FCUL onde foram sequenciados

utilizando o método de terminação didesoxi com marcação por fluorescência (DTCS - Dye

Terminator Cycle Sequencer Start Kit, Beckman Coulter). Os cromatogramas obtidos a partir

do sequenciador automático CEQ 2000-XL (Beckman Coulter) foram analisados no ‘software’

do equipamento, utilizando as opções de análise automática disponíveis para produtos de PCR

e procedendo à truncagem das regiões 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade. As sequências

parciais de rDNA 16S editadas foram exportadas para ficheiros de texto e procedeu-se à

comparação com sequências disponíveis nas bases de dados públicas (GenBank4) utilizando o

algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990). A identificação a nível de espécie foi realizada de

acordo com o critério de homologia máxima. Para cada sequência identificada foram

seleccionadas as três sequências com que apresentava maior percentagem de homologia e,

sempre que possível, a sequência da estirpe tipo da espécie identificada. A sequência de

Bifidobacterium bifidus foi incluída como ‘outgroup’. Este conjunto de sequências foi

importado para o ‘software’ MEGA v3.1 (Kumar et al., 2004), onde se realizou o alinhamento

1.  O coeficiente de Dice é uma medida de semelhança aplicável a dados discretos. No cálculo da semelhança entre dois
perfis de bandas, este coeficiente corresponde à percentagem de bandas comuns no conjunto de bandas dos dois
perfis. Seja nx o número de bandas do perfil X, ny o número de bandas do perfil Y e nxy o número de bandas comuns
a X e Y, a percentagem de semelhança entre os perfis X e Y estimada pelo coeficiente de Dice seria dada pela
expressão SXY= (2nxy)/(nx+ny).

2.  NEBCUTTER é um ’software’ da New England Biolabs que se encontra disponível ‘online’ em http://www.neb.com.
3.  A região do rDNA 16S analisada localiza-se entre as posições nucleotídicas 450 e 890 em E. coli.
4.  NCBI (National Center for Biotechnology Information) - GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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das sequências utilizando o algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994), e a construção de

uma árvore filogenética aplicando o modelo de dois parâmetros de Kimura1 para estimar a

distância entre as sequências e o método de agrupamento pelo vizinho mais próximo

(‘Neighbor Joining’). 

 2.3.7 Análise de macrorestrição

A análise de macrorestrição baseia-se na restrição de DNA genómico por endonucleases, que

apresentam sequências de reconhecimento pouco frequentes (6-8 bp), seguida da separação

dos fragmentos resultantes por electroforese em campo pulsado (PFGE). A capacidade deste

tipo de electroforese em separar fragmentos de DNA de elevada massa molecular em géis de

agarose, advém da aplicação alternada de campos eléctricos com diferentes direcções, que se

traduz por uma reorientação das moléculas em resposta à mudança de direcção do campo

eléctrico. Dado que o tempo de reorientação das moléculas é proporcional à sua dimensão, a

gama de massas moleculares resolvidas num determinado gel depende do tempo de aplicação

do campo eléctrico em cada direcção (tempo de pulso). A utilização de PFGE permite separar

fragmentos de restrição com dimensões entre 10 a 800 kb, obtendo-se um perfil de bandas

complexo, com um poder discriminante variável, consoante o grupo de organismos em estudo

e a as enzimas de restrição seleccionadas. Esta técnica tem-se revelado um dos métodos de

tipificação com maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995; Chambel, 2001).

O procedimento experimental seguido para análise de macrorestrição envolveu a extracção de

DNA genómico não fragmentado, a restrição com a endonuclease NotI (GC^GGCCGC) e a

separação dos fragmentos de restrição por electroforese em campo pulsado (PFGE).

A extracção de DNA genómico imobilizado em discos de agarose ‘low melting’ foi realizada de

acordo com a adaptação do método de Smith et al. (1988) descrita por Tenreiro (1995). Os

discos de agarose contendo DNA genómico não fragmentado foram preparados a partir de

15 ml de cultura em meio MTJ (pH 5,5) com 48-72 h a 28ºC. As células foram recolhidas e

lavadas com solução PIV (10 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl) por centrifugação (8000 rpm; 10 min;

4ºC). O ‘pellet’ celular foi resuspendido em 500 l de solução PIV e adicionado de igual

volume de 1,5% agarose ‘low melting’ (em solução PIV) a 41ºC. Esta suspensão foi recolhida

com uma seringa de 1 ml (tipo insulina) e colocada sobre gelo até solidificar. Após remoção da

ponta da seringa, os discos de agarose foram cortados com uma lamela directamente para

6 ml de solução de lise (6 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA; 0,2% desoxicolato de sódio;

0,5% lauril sarcosinato de sódio; 30 g/mL RNase A; 5 mg/mL lisozima) e colocados a 37ºC

durante 24 h. A solução de lise foi substituída por 6 ml de solução ESP (0,5 M EDTA pH 9,0;

1% lauril sarcosinato de sódio; 100 g/ml Proteinase K) e procedeu-se a uma incubação a

50ºC durante 14-16 h. Os discos foram conservados à temperatura ambiente nesta solução

1.  Este modelo considera que na evolução de sequências nucleotídicas as transições (mutações purina-purina ou
pirimidina-pirimidina) são mais frequentes que as transversões (purina-pirimidina), enquanto assume que as
frequências relativas dos quatro nucleótidos são iguais e que a taxa de substituição não varia entre posições
nucleotídicas.
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até utilização. Antes da restrição do DNA imobilizado efectuou-se uma série de cinco lavagens

(3 X 30 min, 1X 14-16 h, 1X 1 h) com 1 ml TE pH 8,0

Na restrição com NotI (Takara Bio) e na separação dos perfis de macrorestrição por PFGE foi

seguido o procedimento experimental descrito por Tenreiro et al. (1994). Em cada reacção de

restrição foram utilizados dois discos de agarose contendo DNA genómico imobilizado

(previamente equilibrados em tampão de restrição durante 1 h) e 10 U de NotI (Takara Bio)

em 100 l de tampão apropriado. Após incubação a 37ºC durante 14-16 h, a reacção foi

terminada pela adição de 500 l de uma solução de TE (pH 8,0) e EDTA (pH 9,0) numa

proporção de 1:1. Os fragmentos de macrorestrição foram separados por electroforese em

campo pulsado num sistema Gene Navigator (Pharmacia LKB) em gel de 1% agarose

(SeaKem GTG) e em TBE 0,5X arrefecido a 10-12ºC. Nesta separação foi utilizada uma corrida

multifásica de 22 h a 210 V, com variação do tempo de pulso entre 5 e 120 s ao longo de

5 fases de ‘ramping’ (5-10 s, 5h; 10-30 s, 6h; 30-60 s; 4 h; 60-80 s, 4 h; 80-120 s, 3 h). Os

perfis de macrorestrição foram visualisados após coloração com brometo de etídeo (2,5 g/ml

em TBE 0,5X) e as imagens dos géis foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D. As

condições de electroforese aplicadas foram adequadas para a resolução de fragmentos entre

10 e 750 kb. O marcador de massa molecular utilizado foi Lambda ladder PFG marker (New

England Biolabs). 

Na análise dos perfis de macrorestrição procedeu-se de acordo com Tenreiro (1995):

(i) determinaram-se as mobilidades relativas de cada fragmento (distância entre a frente de

cada banda e a linha de aplicação) utilizando o ‘software’ KODAK 1D; (ii) importou-se a matriz

de mobilidades para uma folha de cálculo1, onde foi possível determinar por interpolação

linear as mobilidades esperadas para as bandas do marcador em cada ‘lane’, e obter uma

curva de migração para cada ‘lane’ das bandas do marcador; e (iii) a dimensão de cada

fragmento foi, então, estimada por interpolação linear a partir dos pares flanqueantes de

bandas do marcador. 

Para a construção da matriz estirpes x bandas, foi necessário identificar as bandas comuns

aos perfis analisados e aos perfis definidos por Tenreiro et al. (1994). Para tal utilizou-se

novamente uma folha de cálculo (construída em MSEXCEL), onde se procedeu à comparação

de cada perfil de macrorestrição obtido com os perfis de referência, calculando o somatório

das diferenças de massa molecular entre as bandas dos perfis experimentais e dos perfis de

referência. A partir desta comparação foi possível seleccionar os perfis de referência mais

semelhantes, i.e. que apresentavam valores mais baixos no somatório, e proceder à sua

identificação por análise visual. A presença de bandas de digestão parcial foi avaliada

recorrendo à comparação do somatório da massa molecular de todas as bandas de cada perfil

com as estimativas da dimensão do genoma apresentadas por Tenreiro et al. (1994). Na

identificação de bandas duplas, para além do critério usual de diferença de intensidade, foram

avaliados por inspecção visual os fragmentos descritos pelos mesmos autores.

1.  Esta folha de cálculo em MSEXCEL foi disponibilizada por R. Tenreiro.
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 2.4  SELECÇÃO DE FENÓTIPOS COM INTERESSE ENOLÓGICO

Na selecção de estirpes com fenótipos com potencial aplicação enológica realizou-se um

‘screening’ em meios de cultura diferenciais para actividades enzimáticas relevantes para o

processo de produção de vinho. Com o objectivo de avaliar o comportamento funcional das

estirpes seleccionadas, procedeu-se à caracterização do crescimento em vinho e meios de

cultura.

 2.4.1 ‘Screening’  de actividades enzimáticas

O ‘screening’ de actividades enzimáticas em meios de cultura diferenciais foi aplicado aos 295

isolados da amostra seleccionada a partir da colecção de BAL, tendo sido pesquisadas as

seguintes enzimas: enzima maloláctica, -glucosidase e enzimas da via da arginina

desaminase, histidina descarboxilase e tirosina descarboxilase. Os resultados obtidos foram

analisados qualitativamente em termos de positivo/negativo e foi construída uma matriz em

MSEXCEL contendo os dados referentes a todos os isolados. Esta matriz global foi

posteriormente importada para a base de dados construída utilizando o ‘software’

BioNumerics. 

Em seguida descrevem-se, sumariamente, os procedimentos experimentais adoptados em

cada um dos ‘screenings’ efectuados.

Enzima maloláctica

A degradação do ácido L-málico em ácido L-láctico foi avaliada qualitativamente por

cromatografia em papel , utilizando como solvente uma mistura de n-butanol e ácido acético

glacial numa proporção de 1:1, e azul de bromocresol (0,1%) como indicador de pH

(Ribereau-Gayon et al.,1971 cit. por Mendes-Faia, 1987). 

As estirpes foram cultivadas em TGB pH 5,5 contendo 0,2% de ácido L-málico, a 28ºC durante

8 dias. As células foram depositadas por centrifugação e foram aplicadas alíquotas de 5 l dos

sobrenadantes em papel Whatman nº1, de modo a formar manchas pequenas. Após a

separação cromatográfica, o desaparecimento total da mancha correspondente ao ácido

L-málico foi considerado indicativo da ocorrência da fermentação maloláctica, isto é da

presença da enzima maloláctica. Os ácidos L-málico e L-láctico foram usados como padrões a

0,2%, e o meio TGB não inoculado foi utilizado como controlo negativo. 

 -glucosidase

A pesquisa de actividade -glucosidásica foi realizada em meio sólido contendo arbutina como

substrato, de acordo com o método descrito por Rosi et al. (1994). O meio de cultura1

utilizado foi Yeast Nitrogen Base (Sigma) pH 5,0 suplementado com 2% agar (Difco), 0,5% de

1.  Os constituintes deste meio de cultura foram esterilizados em separado. Foram preparadas soluções de 10X YNB e
50X citrato férrico amoniacal esterilizadas por filtração e uma solução de 0,5% arbutina e 2% agar que foi
esterilizada em autoclave a 121ºC durante 15 min.
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arbutina (Sigma) e 0,02% de citrato férrico amoniacal (Sigma). Grupos de 24-36 isolados

foram inoculados pelo método das gotas na superfície do meio sólido em placas quadradas de

12 cm. Estas placas foram incubadas a 28°C durante 8 dias, sendo observadas diariamente

para detecção do desenvolvimento de uma cor castanha escura nas colónias que revelaram

atividade -glucosidásica. Uma placa não inoculada de meio de cultura foi usada como

controlo negativo. 

Arginina desaminase

Para a pesquisa da produção de amónia a partir de arginina, pela via degradativa da arginina

desaminase, foi utilizado meio TGB líquido suplementado com 0,6% L-arginina (Sigma). Após

crescimento a 25ºC durante três semanas, a presença de amónia foi detectada pelo

aparecimento da cor laranja após adição de reagente de Nessler (Merck) ao meio de cultura

(Mendes-Faia, 1987; Pilone et al., 1991). Utilizou-se uma solução de nitrato de amónia como

controlo positivo e o meio não inoculado como controlo negativo. 

Histidina e tirosina descarboxilases

O ‘screening’  da produção de aminas biogénicas foi efectuado em placas de agar contendo

um meio de cultura1 direccionado para a pesquisa de actividades descarboxilásicas

desenvolvido por Bover-Cid e Holzapfel (1999). Este meio de cultura (pH 5,3) foi

suplementado com 1% de histidina (Sigma) ou tirosina (Sigma) e 2% de agar. Grupos de

24-36 isolados foram inoculados pelo método das gotas na superfície do meio sólido em

placas quadradas de 12 cm. Estas placas foram incubadas a 28°C durante 8 dias. O

desenvolvimento de uma cor púrpura em torno das colónias foi considerado resultado positivo

em ambos os ensaios. Na pesquisa de tirosina descarboxilase, o desaparecimento do

precipitado de tirosina foi também considerado indicativo da presença desta enzima.

 2.4.2 Ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura

Nestes ensaios, para além de 3 ‘starters’ comerciais e 6 estirpes de referência, foi

caracterizado o conjunto de 63 estirpes que revelaram características enológicas desejáveis

no ‘screening’ fenotípico (presença de -glucosidase e ausência de arginina desaminase,

histidina e tirosina descaboxilases) por ensaios de crescimento em cinco meios distintos:

Vinho Tinto da RDD2, Vinho + MRS (1:1), MRS pH 5,5, MRS pH 3,5 e pH 5,0 suplementados

com ácido málico (0,2%) e etanol (2%). Estes ensaios foram realizados em volumes de

350 l (microplaca), à temperatura de 25ºC e durante 55 h, no equipamento BIOSCREEN C

Workstation (LabSystems). Este sistema automático, que funciona como incubador e leitor de

densidade óptica permitindo a monitorização simultânea de 200 curvas de crescimento, foi

1.  O meio de cultura de Bover-Cid e Holzapfel contém triptona (0,5%), extracto de levedura (0,5%), extracto de carne
(0,5%), cloreto de sódio (0,25%), glucose (0,05%), Tween 80 (0,1%), sulfato de magnésio (0,02%); sulfato de
manganésio (0,005%); sulfato de ferro (0,004%), citrato de amónio (0,2%); tiamina (0,001%); hidrogenofosfato
dipotássico (0,2%), carbonato de cálcio (0,01%), piridoxal-5-fosfato (0,005%) e púrpura de bromocresol (0,006%). 

2.  Este vinho foi recolhido após a fermentação alcoólica e foi esterilizado por filtrações sequenciais, a primeira num filtro
de placas e as seguintes por membranas (fibra de vidro - 0,45 m - 0,22 m).
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programado para um intervalo de comprimento de onda de 420-580 nm e para registo de

leituras a cada 30 min. A este equipamento está associado um computador que, através de

um software apropriado (Growth Curves), permite obter as curvas de crescimento e os

principais parâmetros associados (em formato MSEXCEL). 

A partir dos dados disponibilizados pelo software Growth Curves seleccionaram-se os

seguintes parâmetros para caracterizar o crescimento das estirpes em estudo nos diferentes

meios testados: valor máximo da taxa específica de crescimento (V), variação máxima da

densidade óptica ( A) e duração da fase de latência ( T), estimada como o tempo mínimo

para se registar uma variação de 0,1501 de densidade óptica. Estes resultados foram, então,

organizados numa matriz estirpes x parâmetros de crescimento (V, A, T) estimados em

cada meio testado. Esta matriz foi importada para o software NTSys (Exeter Software), onde

se procedeu a análise de ‘clusters’ por construção de um dendrograma, utilizando o

coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração UPGMA e posteriormente a

uma análise em componentes principais. 

Para integrar os dados referentes ao crescimento de cada estirpe em cada um dos meios

testados foi aplicado o índice de optimização adaptado de Tenreiro (1995), 

(2.1)

De forma análoga a uma área debaixo da curva, este índice numérico permite a sumarização

dos dados contidos numa curva de crescimento num único valor numérico. 

Para cada estirpe foi também aplicado o índice global para integrar os dados referentes ao

crescimento nos diferentes meios:

(2.2)

Paralelamente, procedeu-se a uma análise das áreas correspondentes a cada curva, de acordo

com a estratégia proposta por Guckert et al. (1996) para a análise de comunidades em

microplacas do sistema BIOLOG. A matriz de valores de densidade óptica, registados pelo

software Growth Curves, foi exportada para uma folha de cálculo construída em MSEXCEL.

Esta matriz foi convertida em valores absolutos de densidade óptica relativa (ODri) calculados

de acordo com a expressão:

(2.3)

Os valores absolutos de densidade óptica relativa, correspondentes a cada poço, definem uma

curva que traduz a variação da densidade óptica relativa ao longo do tempo. Para cada curva

foi calculada a área trapezoidal correspondente aplicando a expressão: 

1.  Este limite foi estabelecido por comparação visual das curvas de crescimento nos diferentes meios.

∆ ∆

∆ ∆

IOmeio
V

Vmax
----------- ∆A

∆Amax
-------------- 1 ∆T

∆Tmax
-------------–⎝ ⎠

⎛ ⎞+ += 0 IOmeio 3<<( )

IOtotal IOmeio∑= 0 IOtotal 15<<( )

1
OD
OD

ODr
0i

i
i −=



2.5 Análise molecular de genes 81

(2.4)

onde  t representa o intervalo de leitura e  ODr0, ODrn e ODri são os valores absolutos de

densidade óptica relativa correspondentes às leituras inicial, final e no tempo ti,

respectivamente. 

 2.5  ANÁLISE MOLECULAR DE GENES

Para confirmação dos resultados obtidos no ‘screening’ fenotípico procedeu-se à detecção, por

‘gene-specific’ PCR, dos genes associados às actividades enzimáticas pesquisadas . Estirpes

com genótipos positivos, fenótipos positivos e negativos e apresentando índices de

crescimento elevados foram caracterizadas quanto à expressão dos genes em estudo por

ensaios de RT-PCR.

 2.5.1 ‘Gene-specific’ PCR

A detecção dos genes mleA (enzima maloláctica), bgl ( -glucosidase), arcAC1 (arginina

desaminase), hdcA (histidina descarboxilase) e tyrDC (tirosina descarboxilase) baseou-se na

amplificação por PCR de segmentos internos, utilizando ‘primers’ específicos dirigidos para

regiões conservadas. 

A selecção de ‘primers’ específicos que permitissem a detecção destes genes em estirpes de

BAL pertencentes aos géneros Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc foi

realizada com base na análise da literatura disponível. Os ‘primers’ utilizados para a detecção

dos genes mleA, arcAC e hdcA foram seleccionados a partir de dados publicados por outros

autores, enquanto que para a amplificação dos genes tyrDC e bgl foram redefinidos ‘primers’

com base nas referências disponíveis e em novas sequências depositadas no GenBank

(Tabelas 2.3 e 2.4). 

Em geral2, o processo de selecção/redefinição destes ‘primers’ envolveu: 

(i) pesquisa na literatura disponível de ‘primers’ dirigidos para os genes em estudo;

(ii) pesquisa de sequências dos genes alvo no GenBank, e após ter sido encontrada

uma sequência referente a BAL, recorrendo ao algoritmo BLASTN (Altschul et al.,

1997) para mais facilmente seleccionar outras sequências de BAL; 

1.  Os genes envolvidos na degradação da arginina encontram-se organizados no operão arc. Na detecção molecular
deste operão procedeu-se à detecção conjunta de três genes: arcA (arginina desaminase); arcB (ornitina
transcarbamoilase) e arcC (carbamato cinase). 

2.  Na definição de ‘primers’ dirigidos para genes codificantes para -glucosidases seguiu-se a estratégia de Ohrmund &
Elrod (2002) e procedeu-se também ao alinhamento das sequências traduzidas e à definição iterativa de ‘primers’
putativos dirigidos para zonas conservadas ricas em guanina e/ou citosina, procurando respeitar os critérios usuais:
(i) dimensão entre 17 a 28 bp; (ii) %(G+C) entre 50-60%; (iii) temperatura de ‘melting’ entre 50–65ºC; e
(iv) terminação da extremidade 3’ contendo as bases G e/ou C.

⎥
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(iii) análise visual das sequências de forma a eliminar sequências de baixa qualidade

ou dimensão reduzida; 

(iv) alinhamento das sequências seleccionadas utilizando o algoritmo de alinhamento

múltiplo MultAlin (Corpet, 1988)1 e inspecção visual dos alinhamentos de modo a

localizar os ‘primers’ seleccionados;

(v) caracterização destes ‘primers’ em termos de %(G+C), temperatura de ‘melting’,

energia livre associada à formação de estruturas secundárias e/ou homodímeros,

utilizando o ‘software’ Oligonucleotide Properties Calculator2; 

(vi) comparação visual das sequências dos dois ‘primers’ de cada par para pesquisa de

heterodímeros; 

(vii) utilização da opção de pesquisa de homologias elevadas com sequências de

dimensão reduzida do algoritmo BLASTN3 para confirmação da especificidade dos

‘primers’.

Concluído o processo de selecção de ‘primers’ procedeu-se, então, à optimização das

condições de PCR (misturas de reacção e programa de amplificação) a utilizar na detecção

molecular dos genes em estudo. 

TABELA 2.3 Informação referente aos ‘primers’ utilizados para ‘gene-specific’ PCR.

1.  MultAlin: http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html. Algoritmo de alinhamento múltiplo disponível ‘online’.
Os alinhamentos gerados por este algoritmo são semelhantes aos obtidos no ‘software’ ClustalX.

2.  OligoCalc: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.
3.  NCBI (National Center for Biotechnology Information): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

gene 
alvo

‘primer’
dimensão
amplicão

referência base sequências base

mleA

bgl/pbg

arcAC

tyrDC

hdcA

mleA43406F
mleA60440R

GLUF
GLUR

RTAC5’
RTAC3’

TDCF
TDCR

CL1mod
JV17

~ 400 bp 

~ 1200 b

~ 1300 bp

~850 bp

~400 bp

Galland et al. (2003)

Ohrmund & Elrod (2002)

Divol et al. (2003)

Lucas & Lonvaud-Funel 
(2002)

Le Jeune et al. (1995)
Landete et al. (2005)a

a. Na detecção molecular do gene hdcA foram testados dois pares de ‘primers’: (i) CL1 e JV17 definidos por Le Jeune et al. (1995) e (ii)
CL1mod e JV17 modificados por Landete et al. (2005). Apenas foi possível obter um produto de amplificação único nas condições descritas
por Landete et al. (2005).

O. oeni (X82326), 
Lb. plantarum (NC_004567) 

Lc. lactis (X75982)

O.oeni (NZ_AABJ02000002)
Lb. plantarum (AL935253-4,

AL935256, AL935260-2)
Lc. lactis (NC_002662)

O. oeni (AF124851)
E. faecalis (AJ312276)

Lb. hilgardii (AJ421514)
Lb. sakei (AJ001330)

E. faecalis (AF354231)
Lb. brevis (AF446085)

O. oeni (U58865)
Lactobacillus sp. (AJ02613)
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TABELA 2.4 Caracterização sumária dos ‘primers’ utilizados para a detecção molecular dos genes asso-
ciados às actividades enzimáticas pesquisadas.

Na Tabela 2.5 apresentam-se as condições seleccionadas no processo de optimização e

posteriormente aplicadas nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR. Os produtos de amplificação

foram visualizados por coloração com brometo de etídeo (2.5 g/ml), após electroforese em

gel de 1,2% agarose (TBE 0,5X; 90 V; 2 h). O marcador de massa molecular utilizado foi 1 Kb

plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e

posteriormente analisadas qualitativamente em termos de presença/ausência do produto de

dimensão esperada.

TABELA 2.5 Condições de reacção utilizadas nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR

Para confirmar a identidade dos amplicões obtidos por ‘gene-specific’ PCR, procedeu-se à sua

sequenciação nos sentidos ‘forward’ e ‘reverse’, utilizando os respectivos ‘primers’. Os

produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial baseado em colunas

‘primer’ sequência 5’ – 3’a

a. W =A ou T, M =A ou C, R = A ou G, I = inosina.

ntb

b. nt: dimensão do ‘primer’ - número de nucleótidos.

%(G+C) Tmc

c. Tm: temperatura de ‘melting’. O valor apresentado foi calculado de acordo com a fórmula Tm=2x(A+T)+4x(G+C).

mleA43406F
mleA60440R

GLUF
GLUR

RTAC5’
RTAC3’

TDCF
TDCR

CL1mod
JV17

GGAAGATTTTGGCCGTTCGAATGC
ACCAAAATGGTCGGGTGGACAGC

TATCATCATTATAMAGAWGA
TCGACATAAATAAAICCRTA
CAAGTGAGTTGTCTCGTG
GATAAGATAGCATTGCCAC

GATATIATIGGTATIGGTTTIGATCAAG
CCATAATCTGGIATAGCAAAGTCIGTATG

CCAGGIAACGTTGGTAATGG
GACCAIACACCATAICCTTG

24
23
20
20
18
19

28
29
20
20

50%
57%

20-25%
25-35%

50%
42%

29-43%
38-45%
50-55%
45-55%

72ºC
72ºC

48-52ºC
50-58ºC

54ºC
54ºC

72-88ºC
80-88ºC
60-64ºC
58-66ºC

mleA-PCR bgl-PCR arcAC-PCR tyrDC-PCR hdcA-PCRa

a. Condições adaptadas de Landete et al. (2005).

Condições de reacçãob

b. Os reagentes gerais utilizados foram adquiridos à Invitrogen. Entre parêntesis apresenta-se a concentração das
soluções ‘stock’.

Tampão (10X) 1X

MgCl2 (50 mM) 1.5 mM

dNTPs (10 mM) 160 M 200 M 160 M 160 M 160 M

primer ‘forward’ (50 M)
0.3 M 1.5 M 0.5 M 0.5 M 1.0 M

primer ‘reverse’ (50 M)

Taq DNA polimerase (5 U/ l) 1 U

DNA genómico 1 L (10-15 ng)

Volume de reacção 25 L

Programa de PCR

Desnaturação inicial 5 min - 95ºC

 Nº ciclos: 35 40

    Desnaturação 1 min - 95ºC 1 min - 95ºC 1 min - 95ºC 1 min - 95ºC 30 s - 95ºC

    ‘Annealing’ 1 min - 60ºC 1 min - 48ºC 1 min - 48ºC 1 min - 52ºC 30 s - 39.4ºC

    Extensão 1 min - 72ºC 1 min - 72ºC 1 min - 72ºC 1 min -72ºC 2 min - 72ºC

Extensão final 5 min - 72ºC

µ

µ µ µ µ µ
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de sílica (JETQUICK Spin Column Technique; Genomed) e enviados para o Laboratório de

Sequenciação e Análise de Fragmentos do ICAT-FCUL onde foram sequenciados utilizando o

método de terminação didesoxi com marcação por fluorescência (DTCS - Dye Terminator

Cycle Sequencer Start Kit, Beckman Coulter). Os cromatogramas obtidos a partir do

sequenciador automático CEQ 2000-XL (Beckman Coulter) foram analisados no ‘software’ do

equipamento, utilizando as opções de análise automática disponíveis para produtos de PCR e

procedendo à truncagem das regiões 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade. As sequências

parciais editadas foram exportadas para ficheiros de texto e procedeu-se à comparação com

bases de dados públicas (GenBank - NCBI) utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al.,

1990), para identificação de acordo com o critério de homologia máxima.

 2.5.2 Análise transcricional por RT-PCR

A análise transcricional da expressão dos genes mleA, bgl, arcAC, hdcA, tyrDC foi realizada

por RT-PCR (Reverse Transcription-PCR) a partir de RNA total extraído de culturas de BAL em

vinho tinto da RDD e meios de cultura semelhantes. Foram realizados dois ensaios de RT-PCR

com delineações experimentais distintas no que se refere ao grupo de estirpes e às condições

de crescimento, nomeadamente meios de cultura e tempos de incubação. Os procedimentos

experimentais de extracção de RNA e RT-PCR são comuns aos dois ensaios.

No primeiro ensaio foram utilizadas quatro estirpes de BAL com genótipo/fenótipo (mleA, bgl,

arcAC, hdcA, tyrDC): AI 141 e AI 653 (+/+, +/+, -/-, -/-, -/-) de O. oeni, AI 127 (+/+, +/+,

+/+, -/-, -/-) de O. oeni e AI 249 (+/+, +/+, +/+, -/-, +/+) de Lb. brevis. Estas estirpes

foram cultivadas em cinco meios distintos: vinho tinto da RDD, vinho sintético1, MRS

suplementado com 0,2% de ácido málico e 2% de etanol a pH 3,0, 3,5 e 5,0. Para a extracção

de RNA foram recolhidas duas amostras de cada estirpe, ao fim de 8 e 21 dias de incubação a

25ºC.

No segundo ensaio foram utilizadas duas estirpes com genótipo/fenótipo (mleA, bgl, arcAC,

hdcA, tyrDC): AI249 (+/+, +/+, +/+, -/-, +/+) de Lb. brevis e AI864 (+/+, +/+, +/+, +/+,

-/-) de O. oeni. Estas estirpes foram cultivadas em MRS pH 5,0 até as culturas atingirem uma

densidade óptica de aproximadamente 0,5. As células foram lavadas por centrifugação e

transferidas para oito meios distintos: vinho tinto da RDD, vinho sintético, MRS pH 5,0, MRS

pH 3,5, MRS pH 3,5 suplementado com 0,2% e 0,5% de ácido málico, MRS pH 3,5

suplementado com 2,5 mM pNPG (p-nitrofenil- -D-glucopiranosídeo) e MRS pH 3,5

suplementado com 10% de etanol. Para a extracção de RNA, e após incubação a 25ºC,

procedeu-se à recolha de três amostras, ao fim de 1 hora, 24 e 48 horas para a estirpe de

Lb. brevis, e ao fim de 1 hora, 24 e 72 horas para a estirpe de O. oeni.

1.  O vinho sintético foi preparado a pH 3.5, com 0.5% ácido málico e 10% etanol, de acordo com a formulação de Liu et
al. (1995). Este meio de cultura é constituído por: 27 carbohidratos, 25 aminoácidos, 12 compostos minerais, 10
vitaminas, 6 bases azotadas, 5 ácidos orgânicos e tween 80. 

β
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Extracção de RNA

Para a extracção de RNA, procedeu-se à recolha das células por centrifugação a 8000 rpm

durante 10 min a 4ºC. O ‘pellet’ celular foi ressuspendido em 200 l de TE+lisozima

(10 mg/ml) e seguiu-se uma incubação a 37ºC durante 30 min. Posteriormente, adicionou-se

1 ml de reagente Trizol (Invitrogen) e as amostras foram processadas como recomendado

pelo fabricante. 

Para eliminar qualquer contaminação genómica, os extractos de RNA total foram incubados

com 1 U/ l DNAse I Amp Grade (Invitrogen) durante 15 minutos à temperatura ambiente,

seguindo-se a inactivação da enzima a 65ºC durante 10 minutos.

Os extractos de RNA total foram quantificados por determinação da absorvância a 260 nm

num fluorímetro (Anthos Zenyth 3100). A integridade do RNA foi verificada por electroforese

em gel de 1% agarose contendo 0.93% de formaldeído (NBC 1X, 100 V, 90 min)1. 

RT-PCR

A síntese da primeira cadeia de cDNA para cada gene específico foi efectuada numa mistura

contendo 1 g de RNA total, 400 M de cada desoxiribonucleótido, 2 pmoles de cada ‘primer’

‘reverse’ específico e água ultrapura tratada com DEPC2 perfazendo um volume de 13 l. Esta

mistura foi aquecida a 65°C durante 10 min e incubada em gelo durante 1 min. Seguidamente

procedeu-se à adição de 4 l de tampão da transcriptase reversa 5X, 1 l de 0,1 M ditiotreitol,

1 l de RNaseOUT (40 U/ l)3 e 1 l de SuperScript III RT (200 U/ l). A mistura final foi

incubada a 50ºC durante 60 min e seguidamente a 70ºC durante 15 min para inactivação da

enzima. 

A síntese da segunda cadeia de cDNA e amplificação por PCR foi realizada num volume final

de 50 l, numa mistura de reacção contendo 2 l de cDNAf, 200 M de cada

desoxiribonucleótido, 1.5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles de cada ‘primer’ específico

(‘forward’ e ‘reverse’) e 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) em tampão apropriado. Para

cada template de RNA foi efectuado, simultaneamente, um controlo negativo sem

transcriptase reversa (RT). 

No primeiro ensaio de RT-PCR realizado, os cDNAs de cada gene específico foram amplificados

de acordo com os programas de PCR previamente estabelecidos para ‘gene-specific’ PCR. No

segundo ensaio foi seleccionado um único programa de PCR, que foi posteriormente utilizado

na amplificação dos cDNAs específicos de cada gene alvo. O programa de amplificação

consistiu num passo inicial de desnaturação de 5 min a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 1 min a

95ºC, 1 min a 52ºC e 1 min a 72ºC e de um ciclo final de extensão de 5 min a 72ºC. Os

produtos da amplificação foram visualizados por coloração com brometo de etídeo

(2,5 g/ml), após electroforese em gel de 1,2 % agarose (TBE 0,5X; 90 V; 2 h). O marcador

de massa molecular utilizado foi 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram

1.  NBC: 0.05 M ácido bórico, 1 mM citrato de sódio, 5 mM NaOH; pH 7.5.
2.  DEPC: dietilpirocarbonato.
3.  RNaseOUT é um inibidor recombinante de ribonucleases (Invitrogen).
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capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e posteriormente analisadas qualitativamente, em

termos de presença/ausência do produto de dimensão esperada. Todos os reagentes foram

adquiridos à Invitrogen e as amplificações foram efectuadas num termociclador Biometra

Tgradient.

Nos dois ensaios de RT-PCR realizados utilizou-se como controlo de expressão constitutiva o

gene rpoB, que codifica para a subunidade catalítica da RNA polimerase. No segundo ensaio

de RT-PCR foi também utilizado rDNA 16S. Na síntese da segunda cadeia de cDNA destes

genes utilizou-se o programa de amplificação seleccionado para o segundo ensaio.

Para as amostras de RT-PCR positivas procedeu-se ainda a uma análise quantitativa,

utilizando o ‘software’ BioNumerics versão 2.5-4.6 (Applied Maths) para estimar, por

densitometria, as intensidades dos produtos de amplificação observados em gel de agarose

para cada gene/meio de cultura/estirpe/tempo de amostragem, de acordo com o delineado

para cada ensaio. 

Para comparar o efeito das condições experimentais em estudo na expressão dos genes-alvo,

procedeu-se à normalização destes valores de intensidades, dividindo-os pelos

correspondentes valores obtidos para os genes constitutivos (rpoB ou rDNA 16S).
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 3.1  ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO SUMÁRIA DA COLECÇÃO DE BAL 

A colecção de bactérias do ácido láctico (BAL) em estudo compreende 793 estirpes isoladas a

partir de 193 amostras de vinho tinto recolhidas no decorrer e/ou no final da FML espontânea.

Estas amostras foram recolhidas em 18 adegas da Região Demarcada do Douro (RDD) em

três vindimas consecutivas (1999-2001). Na Figura 3.1 apresenta-se um mapa da RDD com a

localização geográfica das adegas amostradas, agrupadas de acordo com a sua proveniência,

em subgrupos criados artificialmente em cada sub-região. Na sub-região do Baixo Corgo, as 6

adegas amostradas foram agrupadas em 4 subgrupos (BCI a BCIV): Vila Real (2), Régua (2),

Cambres (1) e Santa Marta (1). Na sub-região do Cima Corgo, 9 adegas foram distribuídas

por 5 subgrupos (CCI a CCV): Bom Retiro (1), S. João da Pesqueira (5), Pinhão (1), Sabrosa

(1) e Tabuaço (1). Na sub-região do Douro Superior cada adega amostrada constituiu um

subgrupo (DSI a DSIII): Erva Moira (1), Vila Flor (1) e Vale da Vilariça (1).

O procedimento experimental de colheita e processamento das amostras de vinho, bem como

de isolamento e conservação da colecção de BAL encontra-se descrito em Material e Métodos

(pontos 2.1.1 e 2.1.2). O processamento das amostras de vinho tinto utilizadas para o

isolamento de BAL incluiu a caracterização sumária de alguns parâmetros fisico-químicos: pH,

etanol, sulfuroso total e livre, acidez volátil, total e fixa. Na Tabela 3.1 apresentam-se os

valores médios destes parâmetros calculados para cada sub-região.

FIGURA 3.1 Representação esquemática dos subgrupos artificialmente definidos em cada sub-região da
Região Demarcada do Douro (RDD), de acordo com a localização geográfica das adegas. Baixo Corgo: Vila
Real (BCI), Régua (BCII), Cambres (BCIII) e Santa Marta (BCIV). Cima Corgo: Bom Retiro (CCI), S. João
da Pesqueira (CCII), Pinhão (CCIII), Sabrosa (CCIV) e Tabuaço (CCV). Douro Superior: Erva Moira (DSI),
Vila Flor (DSII) e Vale da Vilariça (DSIII). Os pontos representam as adegas amostradas. Mapa adaptado
de Andresen et al. (2004).
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TABELA 3.1 Valores médios dos parâmetros físico-químicos determinados nas amostras dos vinhos
recolhidas nas três sub-regiões. 

Atendendo a que o processo de recolha de amostras decorreu em três vindimas consecutivas

e, por vezes, surgiu a necessidade de recolher mais do que uma amostra do mesmo vinho, na

Tabela 3.2 apresenta-se a caracterização sumária de cada um dos subgrupos definidos em

termos de: (i) vindima em que ocorreu o processo de recolha; (ii) número de amostras

recolhidas; (iii) número de vinhos distintos analisados; (iv) número de amostras a partir das

quais foi possível isolar BAL; e (v) número de estirpes de BAL isoladas.

No primeiro ano de isolamento, vindima de 1999, foram recolhidas 22 amostras de vinho

provenientes da sub-região BC, 17 amostras da sub-região CC e 6 amostras da sub-região

DS. Isolaram-se apenas 61 estirpes de BAL. Este número reduzido de isolados justifica-se

pelo número restrito de contactos de adegas, possível na altura, uma vez que o início da

recolha das amostras coincidiu com uma fase avançada da vinificação. 

Com o objectivo de obter um maior número de isolados que melhor representassem a

diversidade ecológica dentro da região, na vindima de 2000 aumentou-se o esforço de

amostragem. Assim, nessa vindima foram recolhidas 77 amostras de vinhos na sub-região

BC, 43 amostras na sub-região CC e 10 amostras na sub-região DS. Nesse ano foram isoladas

484 estirpes de BAL.

Na vindima de 2001 ao proceder-se ao ensaio de ‘Battonage’, em colaboração com as duas

adegas da sub-região CC (Adega Cooperativa de Tabuaço e Quinta do Portal), cujo objectivo

era avaliar o efeito desta técnica na produção de aminas biogénicas durante a FML, tentou-se

isolar o maior número possível de estirpes para pesquisa de actividades descarboxilásicas

responsáveis pela produção de aminas biogénicas. Em ambas as adegas foram recolhidas

amostras, no ínicio (1), no meio (4) e no fim (4) da FML, isolando-se no final 248 estirpes nas

18 amostras recolhidas. Como as estirpes isoladas provinham de vinhos de duas adegas

nunca amostradas e também localizadas na RDD, decidiu-se incluir estas estirpes na colecção.

Para identificação a nível de género aplicou-se um esquema baseado em métodos clássicos de

caracterização fenotípica, apresentado em Material e Métodos (ponto 2.2). Na Tabela 3.3

apresentam-se os resultados da identificação presuntiva a nível de género das 793 estirpes de

BAL e a sua distribuição pelos subgrupos de cada sub-região. 

Sub-região pH
Etanol
(%)

Sulf. Total 
(mg/L)

Sulf. Livre 
(mg/L)

Ac. Volátila

a. Expressa em g/L de ac. acético.

Ac. Totalb

b. Expressa em g/L de ac. tartárico.

Ac. Fixab

Baixo Corgo 3,68 12,57 34,60 4,19 0,26 7,14 6,81

Cima Corgo 3,71 13,02 19,28 6,65 0,25 5,67 5,34

Douro Superior 3,81 13,29 22,38 2,56 0,25 5,50 5,18
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A análise destes resultados permite verificar que Oenococcus é o género dominante em todos

os subgrupos/sub-regiões: 90,6% dos isolados pertence a este género1, 6,2% pertence ao

género Lactobacillus e 3,2% a Pediococcus.

TABELA 3.3 Distribuição das estirpes isoladas pelas sub-regiões, subgrupos e de acordo com a identifi-
cação presuntiva a nível de género.

Atendendo a que as amostras de vinho utilizadas para o isolamento de BAL foram recolhidas

no decurso ou no final da FML, a predominância de estirpes pertencentes ao género

Oenococcus é um resultado esperado. No decurso do processo de vinificação ocorrem

variações qualitativas e quantitativas da população de BAL que se traduzem pela dominância

da espécie O. oeni, no final da fermentação alcoólica (Lonvaud-Funel, 1999). Resultados

semelhantes foram obtidos por outros autores em trabalhos de isolamento e identificação de

BAL de vinhos com FML espontânea, em diversas regiões vitivínicolas do mundo. O

predomínio da espécie O. oeni em vinhos com pH mais reduzido, foi observado por Strasser

de Saad e Manca de Nadra (1987) em vinhos da região de Cafayate (Argentina), por Davis et

al. (1986) em vinhos da região de Austrália, por Edwards et al. (1991) em vinhos da região de

Washington (E.U.A.), por Du Plessis et al. (2004) em vinhos base para a produção de

aguardentes vínicas na Africa do Sul e por Pramateftaki et al. (2006) em vinhos gregos.

A maioria das estirpes isoladas e identificadas como pertencentes ao género Pediococcus

foram isoladas a partir de amostras de vinhos com valores de acidez fixa reduzidos, tal como

observado por Faia (1985) no isolamento de BAL de vinhos da mesma região. As estirpes

identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus predominaram em vinhos com pH

mais elevado. De uma maneira geral pode constatar-se que o isolamento de estirpes

pertencentes aos géneros Pediococcus e Lactobacillus ocorreu com maior frequência nos

vinhos provenientes das sub-regiões CC e DS, onde normalmente os vinhos apresentam

acidez fixa mais baixa e valores de pH mais elevados. A maior incidência de estirpes de

Pediococcus e de Lactobacillus foi observada por Strasser de Saad e Manca de Nadra (1987)

em vinhos cujo o pH era próximo de 4,0. Beneduce et al. (2004) observaram igualmente a

prevalência de estirpes de Lb. plantarum, de Pc. damnosus e de Leuconostoc sp.,

responsáveis pela deterioração de vinhos de mesa da região de Apulia (Itália) em vinhos com

pH final de 3,78-3,90.

1.  O procedimento aplicado na identificação presuntiva a nível de género não permite a discriminação entre os géneros
Oenococcus e Leuconostoc, no entanto a predominância de isolados pertencentes ao género Oenococcus
relativamente a Leuconostoc descrita neste tipo de amostras suporta a afirmação. 

BC CC  DS
RDD

I II III IV I II III IV V I II III

Lactobacillus 7 8 2 1 18 0 15 5 0 0 20 1 9 1 11 49

Pediococcus 4 3 0 0 7 1 13 0 0 1 15 2 0 1 3 25

Oenococcus/
Leuconostoc

142 89 17 6 254 16 150 13 101 146 426 27 4 8 39 719

BAL 153 100 19 7 279 17 178 18 101 147 461 30 13 10 53 793

Σ Σ Σ
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 3.2  IDENTIFICAÇÃO A NÍVEL DE ESPÉCIE 

No contexto desta dissertação, a identificação a nível de espécie e, simultaneamente, a

avaliação da diversidade presente na colecção de BAL surgem como segmentos entrelaçados

num percurso polifásico de caracterização fenética e selecção de estirpes marcadoras dos

vinhos de uma região demarcada. A abordagem polifásica reflectiu-se numa estratégia de

agrupamento e selecção sequencial de estirpes, através da aplicação de metodologias com

diferente potencial discriminante, de modo a permitir não só a identificação a nível de espécie,

como também a caracterização da diversidade presente na colecção estudada. 

A inviabilidade económica do estudo de caracterização de toda a colecção de BAL justificou a

redução do universo de estirpes em estudo. A selecção foi efectuada de modo a gerar uma

amostra aleatória e representativa da colecção original. Na caracterização fenética destas

estirpes foram aplicados métodos quimiotaxonómicos e moleculares de tipificação (análise de

perfis de proteínas celulares totais e M13-PCR ‘fingerprinting’) para a definição de ‘clusters’ a

níveis de semelhança elevados. Para cada ‘cluster’ foi seleccionado um representante para

identificação presuntiva a nível de espécie por 16S-ARDRA. Os resultados desta identificação

foram confirmados por sequenciação parcial do rDNA 16S. 

Um esquema integrativo da estratégia adoptada, onde é explicitada a redução sequencial do

número de estirpes em estudo, já foi apresentado em Material e Métodos (Figura 2.2), bem

como a descrição detalhada de todos os procedimentos experimentais subjacentes (pontos

2.3.1 a 2.3.5).

 3.2.1 Redução do universo de estirpes: selecção de uma amostra representativa

A partir da colecção de 793 BAL isoladas de vinhos tintos da RDD foi seleccionado um

subconjunto de estirpes para identificação a nível de espécie e avaliação da diversidade

presente nesta colecção. Atendendo a que cerca de 90% dos isolados foram presuntivamente

identificados como pertencentes ao género Oenococcus, a redução do número de estirpes em

estudo incidiu principalmente sobre estirpes pertencentes a este género.

Este processo envolveu a selecção de duas amostras independentes: (i) um subconjunto de

276 estirpes, que foi seleccionado a partir da partição de 545 estirpes de BAL isoladas nas

vindimas de 1999 e 2000; e (ii) um subconjunto de 20 estirpes seleccionado a partir da

partição de 248 estirpes isolada durante os ensaios de “Battonage” realizados na vindima de

2001. 

Na partição de 545 estirpes, a redução do número de estirpes foi efectuada de modo a

garantir que a amostra reduzida fosse aleatória e se mantivesse representativa da amostra

original. Para cada género, procedeu-se à distribuição das estirpes pelos subgrupos e

sub-regiões e ao cálculo das respectivas frequências relativas. A selecção de estirpes decorreu

de forma aleatória e de acordo com os seguintes critérios: (i) de uma maneira geral foram

seleccionadas 2 estirpes por cada amostra de vinho; (ii) nos casos em que se amostrou o

mesmo vinho duas vezes (fases distintas da FML), as duas amostras de vinhos obtidas foram

consideradas como amostras distintas; (iii) no caso de amostras provenientes de ensaios de
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vinificação com repetições (amostras VIRG – UTAD), sempre que possível, procedeu-se ao

agrupamento das repetições e retirou-se aleatoriamente uma estirpe por cada repetição nos

dois tempos de amostragem; e (iv) quando não foi possível fazer este agrupamento,

seleccionaram-se aleatoriamente 3 estirpes. Durante todo o processo foram seleccionadas

preferencialmente estirpes identificadas presuntivamente como pertencentes ao género

Oenococcus.

A aleatoriedade e a representatividade da amostra das 276 estirpes seleccionadas por este

processo relativamente ao subconjunto inicial de 545 estirpes foram confirmadas por dois

testes de qui-quadrado (Figura 3.2). No teste em tabela de contingência, a hipótese de

homogeneidade entre esta amostra e uma amostra de 276 estirpes gerada aleatoriamente a

partir da partição de 545 estirpes não foi rejeitada (p=0.286). De acordo com o resultado do

teste de ajustamento de modelos verificou-se que a amostra seleccionada não diferia

significativamente da amostra original (p=0.536), sendo por isso aceite como representativa.

Na partição das 248 estirpes isoladas a partir das amostras recolhidas durante os ensaios de

“Battonage” das Adegas de Tabuaço e da Quinta do Portal, os critérios de selecção aplicados

foram distintos, considerando os objectivos específicos destes ensaios. Neste caso foram

seleccionadas apenas 20 estirpes1: (i) 4 estirpes isoladas a partir das duas amostras

recolhidas no início da FML; (ii) 8 estirpes a partir das quatro amostras recolhidas a meio da

FML e (iii) 8 estirpes isoladas a partir das quatro amostras recolhidas no final da FML. No final

foram incluídas apenas 19 estirpes no conjunto de estirpes a caracterizar, atendendo a que

não foi possível reactivar uma das estirpes seleccionadas a partir dos ‘stocks’ celulares

conservados a -80ºC. 

No final de todo o processo foram seleccionadas 295 estirpes para identificação a nível de

espécie e caracterização em termos de diversidade. Na Tabela 3.4 apresenta-se a distribuição

destas estirpes por sub-região e subgrupo, de acordo com a identificação presuntiva a nível de

género. A este conjunto de estirpes foram ainda adicionadas 24 estirpes de referência e 5

‘starters’ comerciais, tal como apresentado no ponto 2.3.1 de Material e Métodos.

TABELA 3.4 Distribuição das estirpes seleccionadas por subgrupos em cada sub-região da Região
Demarcada do Douro (RDD), e de acordo com a identificação presuntiva a nível de género.

1.  Em cada uma das adegas foi recolhida uma amostra de vinho no início da FML. Este vinho foi subdividido e a FML
decorreu em duas condições: com e sem “Battonage” (em duplicado). Foram recolhidas mais 4 amostras no meio e
no final da FML. Em cada adega foi recolhido um total de 9 amostras.

BC CC  DS
RDD

I II III IV I II III IV V I II III

Lactobacillus 6 8 2 1 17 0 15 2 0 0 17 1 6 1 8 42

Pediococcus 4 2 0 0 6 2 12 0 0 0 14 2 1 1 4 24

Oenococcus/
Leuconostoc

53 43 10 3 109 5 64 11 10 9 99 13 3 5 21 229

BAL 63 53 12 4 132 7 91 13 10 9 130 16 10 7 33 295

Σ Σ Σ
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FIGURA 3.2 Confirmação da aleatoriedade e representatividade da amostra de 276 estirpes selecciona-
das na partição de 545 estirpes de BAL isoladas a partir de amostras de vinho tinto da RDD recolhidas
durante as vindimas de 1999 e 2000. FR: frequência relativa expressa em percentagem. SEL: estirpes
seleccionadas. N SEL: estirpes não seleccionadas

Amostra reduzida (n=276)

BCI BCII BCIII BCIV CCI CCII CCIII DSI DSII DSIII

FR(%) 22.8 19.2 4.3 1.4 2.5 33.0 4.7 5.8 3.6 2.5

Amostra aleatória 

(n=276)

BCI BCII BCIII BCIV CCI CCII CCIII DSI DSII DSIII

FR(%) 28.1 18.3 3.5 1.3 3.1 32.7 3.3 5.5 2.4 1.8

Partição de 545 estirpes da colecção de BAL do vinho

A. Testes de qui-quadrado

Teste de

homogeneidade

Teste de

ajustamento

B. Teste de homogeneidade

C. Teste de ajustamento

H0: A distribuição dos isolados por subgrupos na amostra reduzida é idêntica à da partição de 545 isolados  

BCI BCII BCIII BCIV CCI CCII CCIII DSI DSII DSIII

valores observados 63 53 12 4 7 91 13 16 10 7 276

valores esperados 77 51 10 4 9 90 9 15 7 5 276

X2 = 7.98 p = 0.536

H0: A amostra reduzida e a amostra gerada aleatoriamente são homogéneas

SEL N SEL

SEL 146 130 276

N SEL 130 139 269

276 269 545

SEL N SEL

SEL 140 136 276

N SEL 136 133 269

276 269 545

X2 = 1.14 p = 0.286

 valores
esperados

amostra aleatória

amostra 
reduzida

 valores
observados

amostra aleatória

amostra 
reduzida
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 3.2.2 Perfis de proteínas celulares totais

A separação por SDS-PAGE dos perfis de proteínas celulares totais foi a metodologia

seleccionada para iniciar a caracterização fenética das 295 estirpes em estudo. Trata-se de um

método quimiotaxonómico de caracterização fenotípica, que permite obter padrões de bandas

complexos que constituem um ‘fingerprint’ do organismo a caracterizar e permitem a

diferenciação de organismos semelhantes. A análise destes perfis tem sido aplicada na

identificação a nível de espécie em procariotas e apresenta uma boa correlação com a

hibridação DNA-DNA.

Os perfis de proteínas celulares totais (perfis WCP1) de todos os isolados da amostra em

estudo foram resolvidos por electroforese desnaturante em gel de poliacrilamida. As células

foram cultivadas em condições padronizadas, procedeu-se à extracção de proteínas celulares

totais e à quantificação dos extractos proteicos, sendo os perfis electroforéticos de separação

de proteínas resolvidos por SDS-PAGE. Na Figura 3.3 apresenta-se, a título exemplificativo, a

imagem digitalizada de um gel de SDS-PAGE com os perfis WCP obtidos para algumas estirpes

em estudo. 

FIGURA 3.3 Gel de SDS-PAGE com perfis de proteínas celulares totais obtidos para algumas estirpes em
estudo.

Os perfis WCP obtidos foram introduzidos na base de dados construída no ‘software’

BioNumerics. A análise in silico destes perfis permitiu a construção de dendrogramas com

base na comparação dos perfis densitométricos correspondentes, utilizando o coeficiente de

correlação de Pearson e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada

(UPGMA). 

1.  WCP: ’Whole-cell protein’.

1          2         3        4         5         6         7   8         9        10      11      12       13

2: AI 049

3: AI 387

4: AI 455

5: AI 460

6: AI 770 

8: AI 834

9: AI 788

10: AI 358

11: AI 350

12: AI 183

1,7,13: LMG125
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A reprodutibilidade de todo o processo foi estimada de duas formas: 

(i) Como a média da percentagem de semelhança a que se agruparam os perfis de

cada par de réplicas num dendrograma construído apenas por estes perfis, que

permitiu estimar a reprodutibilidade de todo o procedimento experimental em

(92,0 ± 5,53)%. 

(ii) A partir do dendrograma construído com todos os perfis padrão de LMG 1125 apli-

cados em gel, que permitiu estimar a os valores de reprodutibilidade intra- e inter-

gel em (96,0 ± 2,24)% e (78,2 ± 0,10)%, respectivamente. 

Apesar de ser esperado um valor de reprodutibilidade inter-gel inferior ao calculado para a

reprodutibilidade intra-gel, é de salientar que o reduzido valor de reprodutibilidade inter-gel

apresentado se deve ao facto de terem sido utilizados dois sistemas de electroforese distintos

que, provavelmente, apresentam pequenas diferenças na resolução dos perfis WCP. No

entanto, tendo em conta que também foram utilizados os dois sistemas de electroforese na

avaliação da reprodutibilidade dos pares de réplicas, dos isolados, estes valores baixos de

reprodutibilidade inter-gel obtidos para a estirpe LMG 1125 parecem não afectar directamente

a análise dos perfis WCP dos isoaldos em estudo. De facto, um efeito análogo desta estirpe na

avaliação da reprodutibilidade dos perfis WCP foi igualmente encontrado por Chambel (2001).

De qualquer modo, o valor médio da reprodutibilidade dos perfis WCP obtidos para os isolados

em estudo é superior ao valor mínimo de aceitabilidade (90%) descrito por Jackman (1985) e

Vauterin et al. (1993). 

Consequentemente, foi definido um nível de corte arbitrário de 85% (valor ligeiramente

inferior à média dos valores de reprodutibilidade estimados) para a definição de ‘clusters’ no

processo de selecção do conjunto de isolados a caracterizar por M13-PCR fingerprinting.

Para esta selecção, a análise dos dendrogramas foi efectuada separadamente por género e,

dentro de cada género, por subgrupo, por sub-região e globalmente na RDD. Deste modo,

além dos representantes da diversidade existente em cada subgrupo, foram igualmente

incluídas estirpes que, surgindo em ‘clusters’ de uma determinada sub-região ou da RDD

global, representavam semelhanças entre estes níveis de subdivisão geográfica. Esta

estratégia, ainda que aumentando o número de estirpes pela sua perspectiva conservativa,

garante a manutenção de estirpes eventualmente comuns a diferentes zonas geográficas e

permite uma sub-amostra mais representativa da diversidade inicial. Aplicando o nível de

corte de 85% procedeu-se à selecção aleatória de uma estirpe em cada ‘cluster’ nos diversos

agrupamentos/tratamentos (subgrupo, sub-região e região RDD). 

Nas Figuras 3.4, 3.5 e 3.6 apresentam-se os dendrogramas globais obtidos para cada género.

Nestes dendrogramas foram assinaladas as estirpes seleccionadas para posterior

caracterização por M13-PCR ‘fingerprinting’. 

Pela análise do dendrograma global obtido para o género Oenococcus/Leuconostoc

(Figura 3.4), após a definição dos ‘clusters’ a um nível de semelhança de 85%, verificou-se

que este é formado por 82 ‘clusters’, constituídos por um número variável de isolados (1 a

29). 
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FIGURA 3.4 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da análise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género
Oenococcus/Leuconostoc, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração

UPGMA. ρ: coeficiente de correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuição por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para M13 PCR ‘fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo.

A

B

C

D

E
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Os ‘clusters’ formados por maior número de perfis WCP eram representados por 8, 9, 12, 14,

21 e 29 isolados. Como se pode observar nos ‘clusters ‘assinalados (A, B, C, D e E) na mesma

figura, não foi posssível estabelecer uma correlação entre as estirpes e a sua origem, uma vez

que estirpes de origens diferentes, i.e. de diferentes subgrupos das três sub-regiões,

apresentavam um nível de semelhança elevado, sendo agrupadas a um nível superior a 85%.

Relativamente ao género Lactobacillus (Figura 3.5), as 42 estirpes isoladas na RDD ficaram

distribuídas por 27 ‘clusters’, maioritariamente formados por um isolado. No entanto,

verificaram-se alguns perfis mais frequentes, constituídos por 2 a 3 isolados, sendo o mais

abundante representado por 6 isolados.

FIGURA 3.5 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da análise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género Lactobacillus,
utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração UPGMA. ρ: coeficiente de
correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuição por subgrupo das estirpes selec-
cionadas para M13 PCR ‘fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo.

Para as estirpes de Pediococcus (Figura 3.6) a técnica de SDS-PAGE ‘fingerprinting’ permitiu

distinguir 13 perfis WCP entre os 24 isolados analisados, representados por um número

reduzido de isolados, maioritariamente por 1 a 2 isolados, sendo o mais abundante

representado por 4 isolados.

FIGURA 3.6 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da análise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género Pediococcus,
utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração UPGMA. ρ: coeficiente de
correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuição por subgrupo das estirpes selec-
cionadas para M13 PCR ‘fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo
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No percurso polifásico de caracterização fenética, a partir da análise dos perfis WCP foram

seleccionadas 227 estirpes para tipificação genómica por M13-PCR ‘fingerprinting’: 175

estirpes pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, 31 estirpes de Lactobacillus e 21

estirpes de Pediococcus. A redução do número de estirpes em estudo foi cerca de 25% para

os géneros Oenococcus e Lactobacillus e aproximadamente 12,5% para o género Pediococcus. 

 3.2.3 M13-PCR ‘fingerprinting’

Esta técnica foi aplicada na tipificação genómica das 227 estirpes seleccionadas após a análise

dos perfis de proteínas celulares totais. Após extracção de DNA e amplificação por PCR com o

‘primer’ csM13, os perfis de PCR ‘fingerprinting’ foram resolvidos por electroforese em gel de

agarose. Na Figura 3.7 apresenta-se, a título exemplificativo, a imagem digitalizada de um gel

com perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ obtidos para algumas estirpes em estudo. Cada perfil

consiste num padrão de bandas complexo, identificativo de cada microrganismo, e que pode

ser utilizado para a diferenciação de estirpes. O ‘primer’ utilizado determina os loci

amplificados e consequentemente define uma amostragem particular do genoma.

FIGURA 3.7 Gel de agarose com perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ obtidos para algumas estirpes em
estudo. 

A análise in silico dos perfis densitométricos correspondentes aos ‘fingerprints’ obtidos

permitiu a construção de dendrogramas, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o

método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA). 

A reprodutibilidade foi estimada como a média da percentagem de semelhança a que se

agruparam os perfis de cada par de réplicas num dendrograma construído apenas com base

na análise destes perfis, permitindo estimar a reprodutibilidade de todo o procedimento em

(96.0 ± 2.01)%.

A análise dos dendrogramas obtidos após o tratamento in silico dos perfis de M13-PCR

‘fingerprinting’ teve como objectivo a redução do número de estirpes a ser caracterizado por

Lanes 1, 22: 1Kb plus DNA ladder; lanes 2: AI 475; 3: AI 475r; 4: AI 477; 5: AI 477r; 6: AI 480; 7: AI 831; 8: AI 482; 
9: AI 494; 10: AI 495; 11: AI 498; 12: AI 654; 13: AI 770; 14: AI 771; 15: AI 066; 16: AI 066r; 17: AI 853; 
18: AI 772; 19: AI 773; 20: AI 849; 21: branco. r: réplica.

1      2      3      4      5       6      7      8      9     10    11    12     13    14    15    16    17   18    19   20    21    221      2      3      4      5       6      7      8      9     10    11    12     13    14    15    16    17   18    19   20    21    22



3.2 Identificação a nível de espécie 101

16S-ARDRA, uma metodologia mais dispendiosa, dado que para além da amplificação por PCR

envolve a restrição do produto amplificado. De acordo com a estratégia de agrupamento e

selecção sequencial definida para esta fase, procedeu-se à selecção dos representantes de

‘clusters’ distintos na análise dos dendrogramas obtidos para cada género, por sub-região e

por subgrupo. Deste modo, procurou evitar-se a aplicação de uma técnica com potencial

identificativo a estirpes com elevada semelhança. 

Em paralelo, procedeu-se à análise integrada dos dados obtidos pelas duas técnicas aplicadas

(SDS-PAGE e M13-PCR fingerprinting) através da construção de dendrogramas baseados em

matrizes de semelhança médias. O ‘software’ BioNumerics permite a definição de caracteres

‘composite’ que agrupam os dados referentes a dois ou mais tipos de experiência. Utilizando

este tipo de caracteres é, então, possível obter dendrogramas globais construídos com base

em matrizes de semelhança médias geradas a partir das matrizes de semelhança de cada

técnica. Esta análise permitiu a selecção de estirpes ‘intruder’ cujo posicionamento nos

dendrogramas suscitava questões relativamente à sua semelhança com os representantes de

‘clusters’ já seleccionados.

Apesar de todo este processo de selecção ter sido aplicado às 227 estirpes caracterizadas por

M13-PCR ‘fingerprinting’, não foi possível reduzir o número de estirpes de Lactobacillus spp. e

Pediococcus spp. no conjunto final de representantes a identificar por 16S-ARDRA. Contudo,

esta abordagem permitiu efectuar uma redução de cerca de 75% no número de estirpes

pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, a caracterizar posteriormente por

16S-ARDRA. 

Nas Figuras 3.8, 3.9 e 3.10 apresentam-se os dendrogramas obtidos, para cada género, após

análise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’. Nestes dendrogramas foram

assinaladas as 96 estirpes seleccionadas para a identificação por 16S-ARDRA: 44 estirpes

pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, 31 estirpes de Lactobacillus e 21 estirpes

de Pediococcus. 

Utilizando o nível de semelhança de 85% e com base no dendrograma da Figura 3.8 foram

definidos 58 ‘clusters’ entre os 175 isolados do género Oenococcus/Leuconostoc. O número de

isolados incluídos em cada ‘cluster’ definido por esta técnica, variou de 1 a 15, sendo a

maioria dos ‘clusters’ constituída por 1 ou 2 isolados. 

Tal como observado na análise dos perfis WCP, a este nível de semelhança, também não foi

possível estabelecer uma correlação entre as estirpes e a sua origem, uma vez que estirpes

provenientes das três sub-regiões apresentavam um nível de semelhança elevado. Contudo,

verificou-se uma tendência das estirpes da sub-região DS de se agruparem nos mesmos

‘clusters’, por partilharem elevados níveis de semelhança. 

Se se considerar um nível de corte a aproximadamente 60% obtêm-se dois grandes ‘clusters’

(A e B na Figura 3.8), sendo o ‘cluster’ A constituído por 68 isolados e o ‘cluster’ B por 85

isolados, distribuindo-se os restantes 22 isolados isoladamente ou por grupos de 2 ou de 3

isolados, a um nível de semelhança inferior. Este tipo de agrupamento de estirpes de
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Oenococcus oeni foi também observado por outros autores (Zavaleta et al., 1997; Zapparoli et

al., 2000; Li et al., 2006), embora a tipificação tivesse sido efectuada pelas técnicas de RAPD.

FIGURA 3.8 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da análise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Oenococcus/Leuconostoc, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de
aglomeração UPGMA. ρ: coeficiente de correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distri-
buição por subgrupo das estirpes seleccionadas para identificação por análise de rDNA 16S e um perfil
tipo para cada subgrupo
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Para as estirpes de Lactobacillus (Figura 3.9) a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ agrupou os

31 isolados analisados em 26 ‘clusters’, maioritariamente representados por um isolado.

O ‘cluster’ mais abundante inclui 4 isolados. 

FIGURA 3.9 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da análise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Lactobacillus, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração
UPGMA. ρ: coeficiente de correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuição por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para identificação por análise de rDNA 16S e um perfil tipo para cada
subgrupo.

Relativamente ao género Pediococcus (Figura 3.10), a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’

permitiu agrupar as 21 estirpes seleccionadas em 10 ‘clusters’: um ‘cluster’ constituído por

4 estirpes, 3 ‘clusters’ com 3 estirpes, 2 ‘clusters com 2 estirpes e 4 ‘clusters’ unitários.

FIGURA 3.10 Dendrograma simplificado (nível de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densi-
tométricos resultantes da análise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Pediococcus, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de aglomeração
UPGMA. ρ: coeficiente de correlação cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuição por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para identificação por análise de rDNA 16S e um perfil tipo para cada
subgrupo .
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 3.2.4 Análise de rDNA 16S

No seguimento da estratégia definida procedeu-se à caracterização por 16S-ARDRA das

estirpes seleccionadas por M13-PCR ‘fingerprinting’. Esta metodologia tem sido utilizada com

sucesso na identificação a nível de espécie de bactérias pertencentes a diferentes nichos

ecológicos, inclusivamente de BAL isoladas de vinho (Rodas et al., 2003). A análise dos perfis

de restrição obtidos permitiu a identificação de perfis-tipo (restritipos) e a selecção de

representantes para sequenciação do rDNA 16S. A identificação a nível de espécie foi

realizada por comparação das sequências parciais obtidas com as disponíveis em bases de

dados e integração com os resultados de 16S-ARDRA.

De acordo com a estratégia de aplicação sequencial de três endonucleases proposta por Rodas

et al. (2003), determinaram-se os perfis de restrição com MseI dos produtos da amplificação

do rDNA 16S das estirpes seleccionadas. Para um subconjunto de estirpes cujos perfis MseI

não permitiram a identificação presuntiva a nível de espécie foram ainda analisados os perfis

de restrição obtidos com XspI. De acordo com os resultados obtidos e no contexto desta

dissertação não foi necessária a análise de perfis de restrição com AluI. Na Figura 3.11

apresenta-se, a título exemplificativo, a imagem digitalizada dos perfis de restrição obtidos

com as endonucleases MseI e XspI para algumas estirpes em estudo.

FIGURA 3.11 Perfis de 16S-ARDRA obtidos com as endonucleases MseI (A) e XspI (B) para algumas
estirpes em estudo.

Gel B ’Lanes’: 1, 22: Marcador 1Kb plus DNA ladder; 2: AI 077; 3: AI 100; 4: AI 101; 5: AI 111; 6: AI 119; 7: AI 156; 8: AI 255 ;

9: AI 259; 10: AI 348; 11: AI 390; 12: AI 458; 13: AI 460; 14: AI 461; 15: AI 473; 16: AI 477; 17: AI 748; 18: AI 828; 19: AI 057.

Gel A ‘Lanes’ 1, 22: Marcador 1Kb plus DNA ladder; 2: AI 272; 3: AI 289; 4: AI 405; 5: AI 811; 6: AI 051; 7: AI 156; 8: AI 274;

9: AI 355; 10: AI 356; 11: AI 390; 12: AI 675; 13: AI 057; 14: AI 331; 15: AI 334; 16: AI 367; 17: AI 140; 18: AI 347;

19: AI 354; 20: AI 501; 21: AI 748.

1   2 3 4 5 6   7 8 9   10 11 12 13  14 15 16 17 18 19 20   21  22

1   2 3 4 5 6   7 8 9   10 11 12 13  14 15 16 17 18 19 22
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A análise in silico dos perfis de 16S-ARDRA baseou-se na identificação dos diferentes

fragmentos de cada perfil normalizado e na estimativa das suas massas moleculares. A

aplicação do coeficiente de Dice no agrupamento destes perfis, em dendrogramas construídos

utilizando o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA),

permitiu a identificação de ‘clusters’ de perfis semelhantes e a definição de perfis-tipo

(restritipos), caracterizados pela média e desvio padrão das massas moleculares dos

fragmentos dos perfis correspondentes. No conjunto de todos os perfis analisados os valores

do coeficiente de variação1 obtidos variaram entre 1 e 11%. 

A análise dos perfis de 16S-ARDRA, obtidos com MseI para as 96 estirpes seleccionadas por

M13-PCR ‘fingerprinting’, permitiu definir 11 restritipos (M1 a M11), com a seguinte

distribuição de estirpes para cada género presuntivamente identificado: 

Oenococcus/Leuconostoc - M1 (34), M2 (7), M3 (1) e M4 (2);

Lactobacillus - M5 (9), M6 (1), M7 (11), M8 (5), M9 (2) e M10 (3); 

Pediococcus - M11 (21).

Para análise por restrição com XspI foram seleccionados 23 representantes (12 do género

Oenococcus/Leuconostoc, 8 do género Lactobacillus e 3 do género Pediococcus), que foram

agrupados em 8 restritipos (X1 a X8) com a seguinte distribuição de estirpes:

Oenococcus/Leuconostoc - X1 (11) e X2 (1);

Lactobacillus - X3 (1), X4 (1), X5 (2), X6 (2) e X7 (2);

Pediococcus - X8 (3).

A correspondência para a identificação presuntiva a nível de espécie foi realizada por

comparação dos 19 restritipos obtidos com os perfis teóricos esperados e com os perfis

experimentais obtidos por Rodas et al. (2003). Os resultados desta comparação são

apresentados, sob a forma de mapas de restrição, nas Figuras 3.12 a 3.15. 

Na análise destas figuras deve ter-se em consideração que por vezes foram obtidos perfis de

restrição diferentes dos descritos por Rodas et al. (2003), quer devido a fenómenos de

digestão parcial (e.g. M2 e M3), quer por se tratar de uma espécie cujo perfil não foi

determinado por estes autores (e.g. M10 e X7). Por outro lado, os perfis teóricos foram

previstos com base nas sequências das estirpes de referência/tipo, algumas das quais

(M38820, M58810, X95978) apresentam um elevado número de posições indefinidas, talvez

um reflexo da data em que foram publicadas (1989-1990). Nesses casos, optou-se por fazer

uma pesquisa nas bases de dados disponíveis e seleccionar sequências mais recentes

(posteriores a 2000). 

1.  Os valores apresentados correspondem ao mínimo e ao máximo no conjunto de valores do coeficiente de variação
calculados para os diferentes fragmentos de cada restritipo.
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FIGURA 3.12 Representação esquemática dos restritipos definidos a partir dos perfis de restrição de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases MseI e XspI, para estirpes presuntivamente identificadas como
Oenococcus oeni ou Leuconostoc mesenteroides.
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FIGURA 3.13 Representação esquemática dos restritipos definidos a partir dos perfis de restrição de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases MseI e XspI, para estirpes presuntivamente identificadas como
Lactobacillus brevis, Lb. hilgardii ou Lb. mali.

Lactobacillus brevis
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FIGURA 3.14 Representação esquemática dos restritipos definidos a partir dos perfis de restrição de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases MseI e XspI, para estirpes presuntivamente identificadas como
Lactobacillus plantarum ou Lb. casei/paracasei e estirpes de Lactobacillus não identificadas.

FIGURA 3.15 Representação esquemática dos restritipos definidos a partir dos perfis de restrição de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases MseI e XspI, para estirpes presuntivamente identificadas como
Pediococcus parvulus.
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Para validação e confirmação dos resultados da identificação presuntiva a nível de espécie

foram seleccionadas 17 estirpes para sequenciação parcial do rDNA 16S, representantes dos

diferentes restritipos obtidos com as endonucleases MseI e XspI ou cuja posição relativa no

dendrograma global (baseado nos resultados de M13-PCR ‘fingerprinting’ e SDS-PAGE)

continuava a suscitar dúvidas. As sequências obtidas localizam-se no segmento compreendido

entre as posições 400 e 900 (referentes ao sitema de numeração de E. coli), correspondente

às regiões variáveis V6, V7 e V8 da molécula de rRNA 16S (Neefs et al., 1993). Na Tabela 3.5

sumarizam-se os resultados da comparação destas sequências com as disponíveis na base de

dados GenBank, utilizando o algoritmo BLASTN. Para cada sequência em análise foram

seleccionadas as três sequências de espécies diferentes com que apresentava maior

semelhança e apresentam-se os correspondentes valores de homologia1 e cobertura2. Para

além destes resultados, os parâmetros ‘score’3 (bits) e valor E4 traduzem a qualidade dos

alinhamentos produzidos entre a sequência a identificar e as sequências disponíveis na base

de dados. Atendendo a que, para todas as sequências comparadas, o valor E não diferia

significativamente de zero, na Tabela 3.5 encontram-se apenas os valores de ‘score’ obtidos.

Na Figura 3.16 apresenta-se a filogenia construída a partir da análise das regiões V6, V7 e V8

destas sequências e na qual foi incluída, para cada espécie, a correspondente sequência de

referência para o rDNA 16S (TOBA, versão 7.7, 06.Março.2007).

De acordo com as recomendações do Commité ad hoc para a re-avaliação da definição de

espécie em Bacteriologia (Stackebrandt et al., 2002), isolados pertencentes à mesma espécie

devem apresentar valores de homologia de rDNA 16S iguais ou superiores a 97%.

Considerando que mais de 90% dos valores de homologia que se encontram na Tabela 3.5

verificam este critério, e que a aplicação do critério de homologia máxima permite apenas a

identificação de 8 das 17 estirpes, optou-se por proceder à análise global e integrada de todos

os resultados obtidos para identificação a nível de espécie. Neste contexto, apresenta-se na

Tabela 3.6 a comparação entre os restritipos definidos após a análise dos perfis de

16S-ARDRA e os perfis de restrição teóricos das sequências de referência para o rDNA 16S

das espécies correspondentes, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 3.5 e na

Figura 3.16.

Da análise integrada dos resultados da sequenciação parcial do rDNA 16S e da comparação do

restritipo M1/X1 com os perfis de restrição teóricos das sequências que apresentaram maior

homologia, resulta a identificação das estirpes representantes deste restritipo (AI 156,

AI 455, AI 828) como Oenococcus oeni.

1.  Número percentual de posições nucleotídicas idênticas entre duas sequências.
2.  Percentagem de sobreposição entre a sequência a identificar e a sequência presente na base de dados.
3.  Índice numérico que traduz a qualidade do alinhamento: quanto maior o valor de ‘score’ melhor é o alinhamento.
4.  Probabilidade de obter um score’ idêntico ao observado por um processo de alinhamento equivalente ao realizado,

mas efectuando comparações entre sequências aleatórias.
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TABELA 3.5 Resultados da aplicação do algoritmo BLASTN para comparação das sequências parciais de
rDNA 16S das estirpes seleccionadas com as disponíveis nas bases de dados públicas (Genbank, 2007).
S: ‘score’ (bits); H: percentagem de homologia; C: percentagem de sobreposição.

Restritipo
Estirpe bp

Nº acesso 

GenBank
Espécie S H C

MseI XspI

M1 X1 AI 156 219 CP000411.1 O. oeni 401 99% 100%

AB221475.1 O. kitaharae 385 98% 98%

AY929288.1 Leuc. fallax 274 90% 94%

M1 X1 AI 455 399 CP000411.1 O. oeni 725 98% 100%

AB221475.1 O. kitaharae 671 96% 100%

DQ297412.1 Leuc. mesenteroides 521 89% 99%

M1 X1 AI 828 229 AJ831548.1 O. oeni 424 100% 100%

AB221475.1 O. kitaharae 412 99% 100%

AY929288.1 Leuc. fallax 313 91% 100%

M4 X2 AI 347 359 CP000414.1 Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 664 100% 100%

EU099615.1 Leuc. pseudomesenteroides 652 99% 100%

M23034.1 Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 649 98% 100%

M4 X2 AI 477 529 CP000414.1 Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 970 99% 100%

M23034.1 Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 955 98% 100%

EU099615.1 Leuc. pseudomesenteroides 953 99% 100%

M5 X3 AI 250 430 CP000416.1 Lb. brevis 795 100% 100%

EF210103.1 Lb. parabrevis 765 98% 99%

AJ632219.1 Lb. hammesii 752 97% 100%

M5 X3 AI 445 539 EF120367.1 Lb. brevis 970 98% 100%

EF210103.1 Lb. parabrevis 926 97% 100%

AJ632219.1 Lb. hammesii 920 97% 100%

M6 X4 AI 119 449 AB262733.1 Lb. farraginis 817 98% 100%

AB262962.1 Lb. hilgardii 817 98% 100%

AM266587.1 Lb. faeni (sp. nov. não publicado, 2006) 809 98% 100%

M7 X5 AI 077 429 EU074850.1 Lb. hordei (sp. nov. não publicado, 2007) 787 99% 100%

AB326352.1 Lb. mali 787 99% 100%

AB154519.1 Lb. satsumensis 732 97% 100%

M7 X5 AI 143 379 EU074850.1 Lb. hordei (sp. nov. não publicado, 2007) 658 97% 100%

AB326352.1 Lb. mali 658 97% 100%

AB242320.1 Lb. mobilis (sp. nov. não publicado, 2005) 652 97% 100%

M8 X6 AI 460 399 EU147308.1 Lb. plantarum 736 99% 100%

AJ965487.1 Lb. arizonensis (Lb. plantarum) 736 99% 100%

AJ878739.1 Lb. paraplantarum 736 99% 100%

M8 X6 AI 461 389 AY735409.1 Lb. plantarum 699 98% 100%

AJ965487.1 Lb. arizonensis (Lb. plantarum) 699 98% 100%

AJ878739.1 Lb. paraplantarum 699 98% 100%

M9 - AI 197 429 CP000423.1 Lb.casei 789 99% 100%

DQ462440.1 Lb. paracasei 789 99% 100%

D86516.1 Lb. zeae 789 99% 100%

M10 X7 AI 072 449 AM113785.1 Lb. suebicus 817 98% 100%

AM113786.1 Lb. vaccinostercus 811 98% 100%

AJ315640.1 Lb. durianis (Lb. vaccinostercus) 811 98% 100%

M11 X8 AI 101 499 D88528.1 P. parvulus 913 99% 100%

AJ318414.1 P. damnosus 896 98% 100%

AJ271383.1 P. inopinatus 891 98% 100%

M11 X8 AI 225 569 D88528.1 P. parvulus 1040 99% 100%

AJ318414.1 P. damnosus 1024 99% 100%

AJ271383.1 P. inopinatus 1018 98% 100%

M11 X8 AI 333 359 D88528.1 P. parvulus 656 99% 100%

AJ318414.1 P. damnosus 651 99% 100%

AJ271383.1 P. inopinatus 645 98% 100%
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FIGURA 3.16 Filogenia obtida para as sequências parciais de rDNA 16S (219 a 569 nt) das 17 estirpes
seleccionadas e as sequências mais próximas identificadas por BLASTN. Árvore construída aplicando o
modelo de dois parâmetros de Kimura e o método de agrupamento pelo vizinho mais próximo (‘Neighbor
Joining’). A sequência de Bifidobacterium bifidus foi utilizada como ‘outgroup’ na definição da raiz da
árvore. (*): Sequências de rDNA 16S depositadas na base de dados GenBank como correspondendo a
espécies novas ainda sem publicação válida.

EU147308 | Lb. plantarum

AJ965487 | Lb. arizonensis (Lb. plantarum)

AJ306297 | Lb. paraplantarum

D79210 | Lb. plantarum

AJ878739 | Lb. paraplantarum

AY735409 | Lb. plantarum

AI460 | M8/X6

AI461 | M8/X6

AM113786 | Lb. vaccinostercus

AJ315640 | Lb. durianis (Lb. vaccinostercus)

AI072 | M10/X7

AJ306403 | Lb. suebicus

AM113785 | Lb. suebicus

AM158249 | Lb. parabrevis

EF210103 | Lb. parabrevis

AJ632219 | Lb. hammesii

AI250 | M5/X3

AI445 | M5/X3

CP000416:86149-87711 | Lb. brevis

M58810 | Lb. brevis

EF120367 | Lb. brevis

AI143 | M7/X5

AB242320 | Lb. mobilis*

AB154519 | Lb. satsumensis

EU074850 | Lb. hordei*

AB326352 | Lb. mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali)

M58824 | Lb. mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali)

AI077 | M7/X5

AB262962 | Lb. hilgardii

M58821 | Lb. hilgardii

AB262733 | Lb. farraginis

AM266587 | Lb. faeni*

AI119 | M6/X4

AI333 | M11/X8

D87678 | Pc. damnosus

AJ318414 | Pc. damnosus

AJ271383 | Pc. inopinatus

D88528 | Pc. parvulus

AI101 | M11/X8

AI225 | M11/X8

AI197 | M9

D79212 | Lb. paracasei

D86516 | Lb. zeae

CP000423:259510-261077 | Lb. casei

M23928 | Lb. casei

DQ462440 | Lb. paracasei

CP000411:1616309-617875 | O. oeni

AJ831548 | O. oeni

M35820 | O. oeni

AI828 | M1/X1

AI455 | M1/X1

AI156 | M1/X1

AB221475 | O. kitaharae

S63851 | Leuc. fallax

AY929288 | Leuc. fallax

AI347 | M4/X2

X95979 |Leuc.pseudomesenteroides

EU099615 | Leuc. pseudomesenteroides

CP000414:22669-24217 | Leuc. mesentesenteroides

DQ297412 | Leuc. mesenteroides

M23035 | Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides

M23034 |Leuc. mesenteroides subsp. cremoris

AI477 | M4/X2

M38018 | Bifidobacterium bifidum

0.02
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TABELA 3.6 Comparação dos restritipos definidos após a análise dos perfis de 16S-ARDRA com os perfis
de restrição teóricos de sequências disponíveis no GenBank.Os fragmentos terminais são apresentados a
sublinhado. 

Ainda que todas as sequências tivessem apresentado maior homologia com a espécie O. oeni,

a elevada homologia observada com a espécie Oenococcus kitaharae poderia suscitar algumas

dúvidas na identificação destas estirpes como O. oeni, o que se reflectiu na árvore filogenética

obtida, uma vez que os três isolados da RDD se situam próximos, mas ligeiramente afastados,

Referência Descrição Perfil MseI Perfil XspI

M1 | X1 606, 249, 205, 203, 135 522, 479, 193, 128, 86, 64

M35820 O. oeni 613, 329, 240, 202, 45, 41, 38 519, 494, 143, 132, 110, 87, 25

AB022924 O. oeni 587, 240, 194, 191, 135, 45, 41, 38 519, 494, 133, 132, 87, 42, 39, 25

AB221475 O. kitaharae 394, 240, 204, 194, 147, 135, 50, 
45, 41, 38

494, 298, 194, 159, 151, 87, 25, 
43, 43

M4 | X2 405, 264, 237, 206, 206, 139, 91 377, 326, 236, 236, 199, 199

X95978 Leuc. mesenteroides 495, 342, 224, 135, 85, 54 370, 323, 234, 195, 124, 89

AB023246 Leuc. mesenteroides 393, 224, 195, 194, 170, 135, 86, 
54

370, 324, 234, 195, 192, 136

DQ523483 Leuc. pseudomesenteroides 393, 224, 194, 194, 185, 135, 86, 
54

370, 324, 234, 216, 195, 126

M5 | X3 471, 259, 259, 197, 135, 105, 89 703, 608, 201

M58810 Lb. brevis 467, 259, 252, 194, 134, 104, 86 650, 605, 200, 114

AM158249 Lb. parabrevis 365, 236, 252, 150, 134, 104, 86, 
74, 47, 44, 26

736, 333, 185, 177, 87

M6 | X4 425, 258, 258, 197, 127, 117, 101, 
85

1025, 282, 193

AB262731 Lb. farraginis 636, 406, 252, 134, 86 1096, 265, 153

M58821 Lb. hilgardii 421, 252, 204, 194, 134, 115, 101, 
86, 15

1096, 281, 144

M7 | X5 383, 252, 252, 207, 205, 135, 85 874, 274, 198, 198

AB326352 Lb. mali 394, 252, 210, 189, 150, 134, 86, 
44, 26

901, 238, 195, 151

AB154519 Lb. satsumensis 395, 255, 253, 210, 194, 134, 86, 
26

875, 260, 199, 195, 27

M8 | X6 469, 288, 255, 157, 127, 101, 77 1039, 275, 196

D79270 Lb. plantarum 439, 278, 237, 150, 134, 104, 86, 
47, 44

1096, 245, 178

AJ306297 Lb. paraplantarum 441, 278, 218, 150, 134, 104, 86, 
47, 44

1096, 247, 159

M9 474, 263, 263, 198, 145, 130, 90 nda

a. nd: perfil não determinado.

M23928 Lb.casei 464, 262, 252, 194, 134, 110, 86, 
46, 26

578, 296, 275, 203, 195, 27

D79212 Lb. paracasei 464, 252, 239, 194, 134, 127, 86, 
26

578, 296, 246, 195, 180, 27

D86516 Lb. zeae 464, 252, 239, 194, 134, 86, 81, 
46, 26

578, 296, 246, 195, 180, 27

M10 | X7 475, 258, 258, 189, 131, 101, 83 702, 335, 276, 193

AJ306403 Lb. suebicus 450, 370, 252, 134, 92, 86, 71, 48, 
26, 23

1096, 259, 197

AM113786 Lb. vaccinostercus 469, 252, 241, 194, 134, 104, 86, 
47, 26

751, 345, 275, 182

M11 | X8 395, 263, 263, 240, 147, 131, 88 895, 288, 196, 115, 82

D88528 P. parvulus 395, 252, 182, 178, 150, 134, 86, 
44, 26

901, 232, 195, 114, 5

D87678 P. damnosus 397, 254, 206, 200, 137, 134, 86, 
44, 26, 13

905, 256, 114, 103, 92, 27

AJ271383 P. inopinatus 395, 252, 247, 137, 134, 121, 96, 
86, 44, 26, 13

901, 267, 195, 114, 74
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das estirpes de referência de O. oeni, encontrando-se a estirpe AI 156 mais próxima de

O. kitaharae. 

Contudo a identificação destas três estirpes como O. oeni é corroborada pela constatação de

que os perfis teóricos de restrição (com ambas as enzimas) da estirpe de referência de

O. kitaharae são completamente distintos dos obtidos para o restritipo M1 e estirpes de

referência de O. oeni (M35820 e AB221475). Adicionalmente, e de acordo com a descrição de

Endo e Okada (2006), os isolados de O. kitaharae não realizam a FML, ao contrário do

verificado para os isolados em estudo. O restritipo M1/X1 foi diferente do obtido por Rodas

et al. (2003), sendo mais próximo do perfil de restrição teórico obtido para a estirpe de

referência de O. oeni (AB022924) não considerada pelos referidos autores.

Tendo em consideração os resultados da sequenciação parcial do rDNA 16S, as estirpes AI 347

e AI 477, correspondentes ao restritipo M4/X2, foram identificadas como Leuconostoc

mesenteroides subsp. mesenteroides, atendendo a que os dados de 16S-ARDRA não

permitem discriminar Leuc. mesenteroides de Leuc. pseudomesenteroides. Situação análoga

foi descrita por Rodas et al. (2003) para as sub-espécies de Leuc. mesenteroides.

Relativamente à filogenia, observa-se concordância apenas para a estirpe AI 477, sendo a

estirpe AI 347 posicionada exteriormente ao ‘cluster’ Leuc. mesenteroides - Leuc.

pseudomesenteroides, o que provavelmente resulta da menor dimensão da sequência

respectiva.

Embora pela análise dos resultados da aplicação do algoritmo BLASTN às sequências parciais

de rDNA 16S das estirpes AI 250 e AI 445 (restritipo M5/X3), fosse necessário considerar a

hipótese de identificação das referidas estirpes como Lactobacillus parabrevis ou como

Lactobacillus hammesii, por apresentarem uma percentagem de homologia de 98% e 97%,

após a construção da filogenia estas estirpes foram identificadas como Lactobacillus brevis,

espécie com que apresentaram homologia mais elevada. Adicionalmente também se verifica

que o perfil de restrição teórico de Lb. parabrevis é distinto do de Lb. brevis, sendo este

último idêntico ao obtido para o restritipo M5/X3.

Pela análise da filogenia obtida para a sequência parcial de rDNA 16S da estirpe AI 119

(restritipo M6/X4) e dos resultados da aplicação do algoritmo BLASTN, esta estirpe seria

identificada como Lactobacillus farraginis ou Lactobacillus hilgardii. Contudo, quando se

observa o perfil de restrição teórico de Lb. farraginis, verifica-se que a estirpe AI 119

obrigatoriamente pertence à espécie Lb. hilgardii. Por outro lado, a espécie Lb. farraginis foi

recentemente identificada por Endo e Okada (2007), isolada a partir de resíduos de

compostagem das matérias primas ricas em amido (arroz, batata doce entre outros) de uma

bebida destilada japonesa "schochu", enquanto que Lb. hilgardii já foi isolada por vários

autores a partir de vinhos (referências na Tabela 1.5 da Introdução Geral).

Da análise dos resultados da Tabela 3.5 para as estirpes AI 077 e AI 143 (restritipo M7/X5)

verifica-se que estas estirpes poderiam ser identificadas como Lactobacillus mali ou

Lactobacillus satsumensis, e não como  Lactobacillus hordei ou Lactobacillus mobilis, apesar

da elevada semelhança, visto tratar-se de espécies novas sem publicação válida. Embora o

restritipo M7/X5 se tenha revelado mais semelhante ao perfil de restrição teórico do rDNA 16S
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de Lb. satsumensis pelas duas enzimas, a identificação destas duas estirpes como

Lactobacillus mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali) é conseguida pela posição da estirpe

AI 077 na filogenia obtida (Figura 3.16). Adicionalmente, tal como verificado para o restritipo

anterior, existem várias referências (referências na Tabela 1.5 da Introdução Geral) que

confirmam o isolamento de Lb. mali a partir de amostras de mostos e vinhos, enquanto que

Lb. satsumensis foi igualmente isolado de sub-produtos de destilação para a obtenção de

"schochu" (Endo e Okada, 2005).

Pela observação dos resultados do BLASTN das sequências parcias do rDNA 16S das estirpes

AI 460 e AI 461 (restritipo M8/X6), bem como da respectiva filogenia, estas estirpes foram

identificadas como Lactobacillus plantarum ou Lactobacillus paraplantarum. Também como se

pode constatar pela análise dos dados da Tabela 3.6 referentes a estas estirpes, não é

possível distinguir os perfis de restrição teóricos para estas duas espécies. Resultados

semelhantes também foram observados por Rodas et al. (2003) para Lb. plantarum e

Lb. pentosus.

Após a análise integrada dos resultados, a estirpe AI 197  representante do restritipo M9 pode

ser identificada como Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei ou Lactobacillus zeae. Esta

conclusão é suportada pela análise integrada de todos os dados, igual homologia pelo

algoritmo BLASTN com as três espécies, posição na filogenia obtida, e restritipo semelhante

aos perfis de restrição teóricos das referidas espécies, o que traduz a elevada semelhança

entre as mesmas, já anteriormente questionada (Rodas et al., 2003).

Pela observação da Tabela 3.5, a estirpe AI 072 (restritipo M10/X7) seria identificada, com a

mesma percentagem de homologia, como Lactobacillus suebicus, Lactobacillus vaccinostercus

ou Lactobacillus durianis, sendo esta última espécie considerada como um sinónimo

heterotipico de Lb. vaccinostercus (Dellaglio et al., 2006). Contudo, após a comparação do

restritipo obtido com os perfis de restrição teóricos das duas espécies mais próximas,

constata-se que o restritipo X7 é idêntico ao da espécie Lb. vaccinostercus, justificando por

isso a identificação da estirpe AI 072 como membro desta espécie. 

Da análise dos resultados obtidos na comparação das sequências parciais de rDNA 16S das

estirpes AI 101, AI 225 e AI 333, representantes do restritipo M11/X8 (Tabela 3.5),

constata-se que as referidas estirpes seriam identificadas como Pediococcus parvulus,

Pediococcus damnosus ou Pediococcus inopinatus. Pela análise da àrvore filogenética, estas

estirpes são identificadas como Pediococcus parvulus. Este resultado é também corroborado

pela análise de M13-PCR ‘fingerprinting’, quando se produziu o dendrograma com as estirpes

de referência de Pediococcus usadas no estudo (dados não apresentados), em que se

verificou que todos os isolados de pediococos da RDD se agrupavam exclusivamente com a

estirpe de referência da espécie P. parvulus.
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 3.2.5 Análise global

Com o intuito de traduzir a estratégia de agrupamento e selecção sequencial adoptada ao

longo do presente trabalho e a análise integrada dos dados obtidos por SDS-PAGE

‘fingerprinting’, M13-PCR ‘fingerprinting’ e rDNA 16S (16S-ARDRA e sequenciação parcial do

rDNA 16S), na Figura 3.17 apresenta-se o dendrograma global com o resultado da

identificação a nível de espécie das 295 estirpes de BAL caracterizadas. 

Como se pode observar pela figura, 219 das 227 estirpes (96,5%) identificadas como

Oenococcus oeni estão agrupadas num grande ‘cluster’ com um nível de semelhança de

50,7%. Apenas 8 estirpes, com perfis proteicos e genómicos mais atípicos, apresentaram um

nível de semelhança inferior, posicionando-se externamente ao referido ‘cluster,’ mas cuja

identificação foi confirmada pela análise de rDNA 16S. 

A identificação final dos lactobacilos mostrou que os 42 isolados se encontram distribuídos

pelas seguintes espécies: Lactobacillus brevis (11), Lactobacillus casei/paracasei/zeae (2),

Lactobacillus hilgardii (1), Lactobacillus mali (19), Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6)

e Lactobacillus vaccinostercus (3). As 11 estirpes identificadas como Lb. brevis encontram-se

todas agrupadas no mesmo ‘cluster’ com um nível de semellhança de 36,7%, verificando-se o

mesmo para as 19 estirpes identificadas como Lb. mali, com 40,6% de semelhança, embora

este ‘cluster’ seja invadido por 2 estirpes de Lb. plantarum/paraplantarum e 1 de O. oeni. As

outras 4 estirpes identificadas como Lb. plantarum/paraplantarum apresentaram uma

distribuição dispersa, embora 3 delas se tivessem agrupado no mesmo ‘cluster.’ As 2 estirpes

identificadas como Lb. casei/paracasei/zeae agruparam-se conjuntamente num ‘cluster’

específico, com um nível de semelhança de 49,8%. A única estirpe identificada como

Lb. hilgardii encontra-se bem separada das restantes espécies de Lactobacillus. Três estirpes

com um nível de semelhança relativamente elevado (78,9%), formaram um ‘cluster’

monoespecífico e foram identificadas como Lb. vaccinostercus. 

Pelo contrário, as 2 estirpes identificadas como Leuconostoc mesenteroides não apresentaram

elevada semelhança, encontrando-se separadas no dendrograma final. 

Todos os 24 isolados de pediococcos, provenientes dos vinhos amostrados da RDD no

presente estudo, foram identificados como pertencentes à espécie Pediococcus parvulus, e

encontram-se todos agrupados num ‘cluster’ com um nível de semelhança de 56,3%.

Todas as espécies identificadas nesta coleccção de estirpes de BAL isoladas de vinhos da

região da RDD, recorrendo a esta abordagem polifásica, são descritas também por vários

autores, noutros vinhos de diferentes regiões vitivinícolas do mundo. Excepcionalmente,

salienta-se a identificação de três estirpes como Lactobacillus vaccinostercus, espécie não

referenciada ainda no vinho, mas isolada num condimento da Malásia ("tempoyak") por

Leisner et al. (2002) e em queijos turcos (Sengul, 2006).
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FIGURA 3.17 Dendrograma simplificado construído a partir da matriz de semelhança média resultante
da análise in silico dos perfis de proteínas celulares totais e M13-PCR ‘fingerprinting’ das 295 estirpes de
BAL em estudo. Neste dendrograma apresentam-se os resultados globais da identificação a nível de
espécie.

Com o objectivo de avaliar a concordância dos métodos de identificação aplicados aos isolados

da coleccção de BAL provenientes de vinhos tintos da RDD, seguiu-se a estratégia proposta

por Alves et al. (2004) na identificação fenotípica e genotípica de isolados de enterococos de

origem láctea. Assim, realizaram-se duas comparações emparelhadas (Figura 3.18) entre a

análise de rDNA 16S e as técnicas de SDS-PAGE ‘fingerprinting’ (análise de perfis WCP) e

M13-PCR 'fingerprinting'. 
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Para cada comparação construiu-se uma matriz, cuja diagonal central representa as

identificações comuns entre os 2 métodos em análise e delimita dois triângulos contendo as

identificações não comuns. Os isolados identificados apenas por um dos métodos estão

localizados nas linhas mais externas e aqueles sem qualquer identificação no canto inferior

direito. 

FIGURA 3.18 Avaliação do potencial identificativo dos métodos de diferenciação aplicados na caracter-
ização fenética dos isolados de BAL da RDD. O número de isolados é indicado para cada comparação e a
intensidade de sombrado é proporcional à sua prevalência relativa em cada género (representação gráfica
adaptada de Alves et al., 2004).
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Assim, relativamente à comparação perfis WCP versus rDNA 16S, verificou-se que ambas as

técnicas identificavam 214 estirpes como Oenococcus oeni. A análise de rDNA 16S permitiu a

identificação de mais 13 estirpes como O. oeni e de 2 estirpes como Leuconostoc

mesenteroides não identificadas pelos perfis WCP. Para o género Lactobacillus observou-se

que a identificação de 6 estirpes como Lactobacillus brevis, 2 como Lactobacillus

casei/paracasei/zeae e 1 como Lactobacillus hilgardii foi conseguida pela aplicação das duas

técnicas. As restantes 33 estirpes de lactobacilos, não identificadas pelos perfis WCP, são

identificadas pela análise de rDNA 16S como: Lactobacillus brevis (5), Lactobacillus mali (19),

Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6) e Lactobacillus vaccinostercus (3). Relativamente

aos pediococos, a identificação simultânea pelas duas abordagens apenas foi possível em 3

estirpes de Pediococcus parvulus. A análise dos perfis WCP, quando aplicada isoladamente,

permitiu apenas a identificação de 1 estirpe como Pediococcus acidilactici e 6 como

Pediococcus pentosaceus. Estas 7 estirpes e 14 não identificadas pelos perfis WCP foram

identificadas pela análise de rDNA 16S como Pediococcus parvulus.

Da comparação da análise dos perfis M13-PCR 'fingerprinting' versus rDNA 16S, verificou-se

que ambas as técnicas identificaram 153 estirpes como Oenococcus oeni. A análise de rDNA

16S permitiu a identificação de mais 20 estirpes como O. oeni e de 2 estirpes como

Leuconostoc mesenteroides, não identificadas pela técnica anterior. A identificação simultânea

pelas duas metodologias foi conseguida para 7 estirpes de Lactobacillus brevis, 1 de

Lactobacillus casei/paracasei/zeae, 1 de Lactobacillus hilgardii e 2 de Lactobacillus

plantarum/paraplantarum. A técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ permitiu a identificação de:

(i) 3 estirpes como Lactobacillus fermentum, 3 estirpes como Lactobacillus hilgardii e 3

estirpes como Lactobacillus sakei, que foram identificadas pela análise de rDNA 16S como

Lactobacillus mali; (ii) 2 estirpes como Lactobacillus sakei e 1 estirpe como Lactobacillus

curvatus, que foram identificadas como Lactobacillus plantarum/paraplantarum por rDNA

16S. Entre as estirpes não identificadas por M13-PCR ‘fingerprinting’, a análise de rDNA 16S

permitiu a identificação de mais 3 estirpes como Lactobacillus brevis, de 1 estirpe como

Lactobacillus casei/paracasei/zeae, 1 estirpe como Lactobacillus mali e 3 estirpes como

Lactobacillus vaccinostercus. Finalmente, relativamente aos pediococos constata-se que todos

os isolados são identificados simultaneamente pelas duas técnicas como pertencentes à

espécie Pediococcus parvulus.

Numa análise global, verificou-se que a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ apresentou uma

concordância de 100% com a análise de rDNA 16S, na identificação das estirpes de

pediococos como Pediococcus parvulus. Este valor foi ligeiramente inferior (88.5%) na

identificação de estirpes de Oenococcus oeni comparativamente à concordância obtida pela

análise de perfis WCP (94%). Relativamente à identificação das espécies de Lactobacillus, os

valores obtidos foram bastantes reduzidos para as duas técnicas, 21% a análise de perfis WCP

e 35% para a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’.
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 3.3  AVALIAÇÃO DA DIVERSIDADE FENÉTICA

Subjacente a qualquer estudo de biodiversidade existe a necessidade de agrupar indivíduos

semelhantes e quantificar as diferenças entre indivíduos distintos. Neste contexto, são

considerados dois componentes da biodiversidade: (i) a riqueza ('richness'), i.e. o número de

grupos distintos que é possível formar; e (ii) a equidade ('evenness'), ou seja a distribuição

dos indivíduos por esses grupos. Para quantificar estes dois componentes da biodiversidade

foram propostos vários índices numéricos, sendo os mais usados em ecologia microbiana os

índices de diversidade por considerarem na sua estimativa ambos os componentes (Ludwig e

Reynolds, 1988 cit. Chaves, 2005). 

A avaliação da diversidade fenética da colecção de BAL em estudo foi estimada pelos índices

de diversidade de Simpson (D; Hunter e Gaston, 1988) e de Shannon-Wiener (H'; Zar, 1999).

Estes índices são determinados de acordo com as seguintes fórmulas:

 (3.1)

onde N é o número total de estirpes na amostra da população, s é o número total de grupos

formados, e nj é o númerode estirpes pertencendo ao grupo j;

(3.2)

onde s é o número total de grupos formados e pj é a proporção de estirpes do grupo j

(pj = nj/N).

O índice de diversidade de Simpson é geralmente interpretado como o complementar da

probabilidade de dois organismos distintos pertencerem ao mesmo grupo (Tenreiro, 1995;

Chambel, 2001), enquanto que o índice de Shannon-Wiener pode ser interpretado como uma

medida da entropia/desordem presente nos agrupamentos. Este último índice é muitas vezes

apresentado como J', exprimindo a diversidade observada como a proporção da diversidade

máxima possível (Chambel, 2001). 

De modo a seleccionar a metodologia mais informativa em termos de avaliação da diversidade

real existente, procedeu-se à análise do poder discriminante das técnicas de diferenciação

utilizadas (SDS-PAGE e M13-PCR ‘fingerprinting’), isoladamente ou em associação (numa

perspectiva integrada através da construção de um dendrograma conjunto). De acordo com

Chambel (2001), aplicaram-se igualmente os índices de diversidade de Simpson e de

Shannon-Wiener na avaliação do poder discriminante destas técnicas, a partir dos

dendrogramas construídos utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de

aglomeração UPGMA, para um nível de corte arbitrário de 85%. Nestes dendrogramas apenas

foram incluídos os isolados dos grupos taxonómicos considerados e para os quais tinham sido

determinados os perfis de ‘fingerprinting’ com ambas as técnicas (225 isolados). Os valores

obtidos para cada técnica, isoladamente e em associação, são apresentados na Tabela 3.7.
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TABELA 3.7 Poder discriminante dos perfis de proteínas celulares totais (WCP) e dos perfis de M13 PCR
‘fingerprinting’ (M13), isoladamente e em associação (WCP+M13), determinado para cada grupo
taxonómico em cada sub-região e na RDD. D e J’: índices de diversidade de Simpson e Shannon-Wiener,
respectivamente; n: número de isolados.

Da análise desta tabela pode constatar-se que os valores dos índices de diversidade, quer de

Simpson (D), quer de Shannon-Wiener (J'), foram bastante elevados com qualquer das

técnicas, variando de 0,850 a 0,993 para Oenococcus oeni; 0,848 a 1 para Pediococcus

parvulus; e de 0,941 a 1 para Lactobacillus spp.. 

De um modo geral, verificou-se que em cada grupo taxonómico e em todas as sub-regiões,

quando os métodos de tipificação são aplicados separadamente, SDS-PAGE ‘fingerprinting’

apresenta um poder discriminante superior à técnica de M13-PCR ’fingerprinting’.

Globalmente, para todos os grupos em estudo, nas três sub-regiões e na RDD a combinação

polifásica dos resultados das duas técnicas apresentou índices de diversidade mais elevados.

Valores superiores de poder discriminante das técnicas de diferenciação, quando aplicadas

numa abordagem polifásica e avaliadas quantitativamente pelos mesmos índices de

diversidade, foram igualmente obtidos na caracterização de outros procariotas,

nomeadamente bactérias sulfato-redutores e desnitrificantes de amostras ambientais

(Chaves, 2005), isolados procariotas de fontes hidrotermais (Tenreiro, 2005) e de

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli de origem avícola (Soqui, 2007).

Grupo taxonómico  Técnica  Indíces de 
diversidade

 BC  CC DS RDD

Oenococcus oeni WCP D 0,973 0,960 0,933 0,969

J’ 0,928 0,912 0,939 0,897

M13 D 0,970 0,952 0,850 0,968

J 0,933 0,909 0,899 0,898

WCP+M13 D 0,993 0,987 0,950 0,992

J’ 0,979 0,965 0,962 0,960

  n 85 72 16 173

Pediococcus parvulus WCP D 1,000 0,955 1,000 0,943

J’ 1,000 0,973 1,000 0,956

M13 D 0,933 0,848 1,000 0,914

J’ 0,970 0,911 1,000 0,939

WCP+M13 D 1,000 0,970 1,000 0,976

J’ 1,000 0,979 1,000 0,979

n 6 12 3 21

Lactobacillus spp. WCP D 0,981 0,982 1,000 0,974

J’ 0,984 0,987 1,000 0,958

M13 D 0,943 0,982 1,000 0,983

J’ 0,941 0,987 1,000 0,972

WCP+M13 D 0,943 0,982 1,000 0,991

J’ 0,975 0,987 1,000 0,985

n 15 11 5 31
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Assim, para a análise da diversidade da colecção de BAL em estudo, seleccionou-se o

dendrograma fenético construído a partir da matriz de semelhança média, estimada a partir

das matrizes de semelhança correspondentes a cada técnica (SDS-PAGE e M13 PCR

‘fingerprinting’), utilizando o método de aglomeração baseado na distância média não

ponderada (UPGMA).

Os valores calculados para estes índices numéricos são apresentados na Tabela 3.8. Estes

valores foram determinados com base na distribuição dos isolados pelos 'clusters' formados, a

um nível de semelhança de 85%, nos dendrogramas de cada grupo taxonómico definido,

Oenococcus oeni, Pediococcus parvulus e género Lactobacillus, e para cada sub-região. Os

dendrogramas foram construídos utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método

de aglomeração UPGMA, e incluíram todos os isolados (293) pertencentes aos grupos

taxonómicos considerados, dos quais 68 apenas caracterizados por SDS-PAGE ‘fingerprinting’.

TABELA 3.8 Índices de diversidade de Simpson (D) e Shannon-Wiener (J') estimados para cada grupo
taxonómico, por sub-região (BC, CC e DS) e para a RDD. n: número de estirpes.

Na análise desta tabela deve ter-se presente que existem diferenças entre as três sub-regiões

resultantes do processo de recolha das amostras, nomeadamente no número de vinhos

distintos analisados (BC - 56; CC - 55; DS - 10) e no número de estirpes seleccionadas

(BC - 131; CC - 129; DS - 33). Estas diferenças traduzem-se na maior congruência entre os

valores estimados para os dois índices de diversidade nas sub-regiões BC e CC.

Os valores apresentados por estes índices para a espécie Oenococcus oeni parecem indicar

que apesar de ter sido recolhido um número menor de amostras na sub-região DS, o processo

de selecção de estirpes terá sido eficaz na manutenção da diversidade presente nestas

amostras, particularmente para O. oeni. 

O índice de Simpson apresenta valores mais elevados para as sub-regiões BC e CC, enquanto

que, com o índice de Shannon-Wiener, os valores obtidos para as sub-regiões BC e DS são

iguais e o valor para a sub-região CC ligeiramente inferior. Pela análise deste índice, pode

dizer-se que as estirpes de O. oeni recolhidas em adegas da sub-região CC constituem um

grupo mais homogéneo entre si do que as estirpes isoladas a partir das amostras da

sub-região BC e DS. 

Grupo taxonómico
Indíces de 
diversidade  BC  CC  DS  RDD

Oenococcus oeni D 0,984 0,965 0,929 0,984

J’ 0,946 0,920 0,946 0,922

n 108 98 21 227

Pediococcus parvulus D 1,000 0,945 0,833 0,964

J’ 1,000 0,958 0,946 0,964

n 6 14 4 24

Lactobacillus spp. D 0,949 0,934 0,786 0,972

J’ 0,946 0,943 0,861 0,950

n 17 17 8 42
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Relativamente à espécie Pediococcus parvulus os valores estimados para estes índices em

função da sub-região são semelhantes ou apresentam variações no mesmo sentido. Em geral,

as sub-regiões BC e CC apresentam valores superiores aos da sub-região DS, provavelmente

reflectindo o reduzido número de isolados, pertencente a esta espécie e provenientes desta

sub-região. Do mesmo modo, os valores máximos dos índices de diversidade apresentados

para a espécie relativamente à sub-região BC devem-se ao facto de terem sido seleccionados

apenas 6 isolados que se agrupam a níveis de semelhança inferiores a 85%.

Os índices de diversidade estimados para o género Lactobacillus, em função da distribuição

dos isolados pelas três sub-regiões, apresentam um comportamento semelhante ao

observado para a espécie Pediococcus parvulus.

Assim verifica-se que as sub-regiões BC e CC apresentam valores superiores aos da

sub-região DS, provavelmente reflectindo também o reduzido número de isolados,

pertencentes a este género e provenientes desta sub-região. Adicionalmente deve referir-se

que 50% (4/8) dos isolados de lactobacilos, nesta sub-região, eram provenientes da mesma

amostra de vinho e apresentaram um nível de semelhança de 86,7% por SDS-PAGE

‘fingerprinting’ (com 3 isolados agrupados a 93,9%), sendo, provavelmente clones da mesma

estirpe.

Em relação às discrepâncias observadas entre os valores dos dois índices de diversidade

aplicados, é de referir que estes índices traduzem abordagens diferentes na estimativa da

diversidade: o índice de Simpson é principalmente sensível à razão entre número de

indivíduos e número de grupos formados, enquanto que o índice de Shannon-Wiener reflecte

também a distribuição dos isolados pelos grupos formados.

Consequentemente, o índice de Shannon-Wiener parece ser uma estimativa mais adequada

para avaliar a diversidade resultante de um processo de isolamento ou a capacidade de

diferenciação de um método de tipificação, do mesmo modo que o índice de Simpson tem

maior potencial de aplicação em estudos epidemiológicos, associado à determinação de

relações de clonalidade.

Atendendo aos valores elevados obtidos para os índices de diversidade é legítimo supor que a

estratégia utilizada no processo de isolamento permitiu amostrar uma fracção representativa

da diversidade de BAL presente nas amostras de vinho recolhidas. 

Em termos globais, os resultados obtidos mostram a existência de uma diversidade elevada

de estirpes de BAL associadas ao processo de produção de vinhos tintos com FML espontânea

na Região Demarcada do Douro, em particular para a espécie dominante Oenococcus oeni. 

Ainda que a espécie O. oeni seja considerada, em termos relativos, filogeneticamente

homogénea (Zavaleta et al., 1997; Sato et al., 2001) e com uma organização genómica

conservada em termos de ordem de loci (Zé-Zé et al., 2000), diversos trabalhos têm

apontado para a existência de níveis de diversidade acentuados a nível de estirpe. Entre estes

destacam-se os seguintes: 
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(i) Guerrini et al. (2003), numa análise de 84 isolados de O. oeni provenientes de

amostras de vinhos com FML espontânea de diferentes regiões de Itália, baseada

em perfis de ácidos gordos, de macrorestrição por PFGE e de RAPD, detectaram

especificidade a nível de estirpe em função da região de produção;

(ii) Delaherche et al. (2006), analisando por sequenciação a variabilidade genética de

9 loci em estirpes de O. oeni provenientes maioritariamente de vinhos Franceses

da região de Bordeaux, observaram uma associação entre o agrupamento

genotípico das estirpes e o seu potencial enológico, apontando para uma

correlação entre variação genómica e actividade maloláctica, que poderá ter

resultado, em termos evolutivos, da pressão selectiva que o ambiente hostil e

particular do vinho constitui; 

(iii) Lopéz et al. (2007), num estudo de 201 isolados de O. oeni obtidos a partir de

vinhos tintos tradicionais da região Espanhola de Rioja, produzidos sem recurso a

culturas 'starter' na FML, encontraram igualmente uma grande variedade de perfis

de macrorestrição por PFGE, com ocorrência simultânea de diferentes estirpes no

mesmo vinho em fermentação, apontando para a riqueza em termos de

biodiversidade das estirpes autóctones e, consequentemente, para o seu elevado

valor como recurso genético.

Deste modo, o estudo dos isolados da colecção de BAL da RDD em termos de características

com interesse enológico revela-se relevante para, numa abordagem integrada com os dados

provenientes da análise da diversidade, seleccionar estirpes que possam ser usadas como

'starters' regionais representativos desta região de produção.
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 3.4  SELECÇÃO DE ESTIRPES COM INTERESSE ENOLÓGICO

Apesar da descarboxilação do ácido málico provocada pela actividade maloláctica das BAL

continuar a ser o principal objectivo a alcançar durante a produção de certo tipo de vinhos, a

FML é mais do que um processo de desacidificação. A complexidade e diversidade da

actividade metabólica das BAL sugere que a FML pode afectar positiva e negativamente a

qualidade do produto final (Liu, 2002). No intuito de se seleccionarem estirpes de Oenococcus

oeni com interesse enológico, candidatas a ‘starter’, foram estudadas actividades enzimáticas

com relevância enológica, atendendo ao efeito prejudicial ou benéfico na qualidade dos

vinhos. Assim, para a caracterização funcional de O. oeni procedeu-se ao ‘screening’ da

colecção de 295 isolados de BAL, que tinham sido submetidos a caracterização fenética, para

as seguintes enzimas: enzima maloláctica, enzimas da via de degradação da arginina,

descarboxilase de histidina, descarboxilase de tirosina e ß-glucosidases. 

Com base na análise integrada dos dados provenientes deste ‘screening’ fenotípico e da

caracterização fenética dos isolados, seleccionou-se um subconjunto de estirpes com

características enológicas desejáveis. Para este subconjunto de estirpes procedeu-se à

confirmação dos resultados do ‘screening’ fenotípico, por amplificação por PCR com ‘primers’

específicos para os genes respectivos (‘gene-specific’ PCR), e à sua caracterização por ensaios

de crescimento em vinho e meios de cultura apropriados. Paralelamente, efectuou-se uma

caracterização das estirpes de O. oeni, por análise de macrorestrição, para definição do grupo

genómico respectivo. 

 3.4.1 ‘Screening’  de actividades enzimáticas

Na pesquisa da actividade maloláctica, por cromatografia em papel, verificou-se o

desaparecimento total da mancha correspondente ao ácido L-málico para as 295 estirpes de

BAL em estudo, que deste modo mostraram ser capazes de efectuar a FML. Os resultados do

‘screening’ fenotípico destas 295 estirpes, para as actividades enzimáticas associadas à

degradação da arginina e hidrólise de ß-D-glucósidos, são apresentados na Figura 3.19.

Relativamente à pesquisa de da descarboxilase de histidina e da descarboxilase de tirosina,

apenas 3/295 estirpes de Lactobacillus brevis (arg+, ß-glu+) apresentaram resultados

positivos para a actividade tirosina descarboxilásica, não tendo sido detectada actividade

descarboxilásica associada à histidina em nenhum isolado. Em função destes resultados foi

possível agrupar as estirpes de acordo com 5 perfis fenotípicos distintos (mle, ß-glu, arg, tdc,

hdc): F1 (+ + - - -); F2 (+ + + - -); F3 (+ + + + -); F4 (+ - - - -) e F5 (+ - + - -).

Com o fenótipo F1, que representa o perfil fenotípico de interesse enológico, foram agrupadas

99 estirpes pertencentes às espécies: O. oeni (69); Leuc. mesenteroides (1); Lb. brevis (2);

Lb. mali (12); “Lb. plantarum” (6); Lb. vaccinostercus (3); e P. parvulus (6). O fenótipo F2 foi

apresentado por 76 estirpes pertencentes às espécies: O. oeni (69); Leuc. mesenteroides (1);

Lb. brevis (5); e Lb. hilgardii (1). 
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Ao fenótipo F3 correspondem apenas 3 estirpes de Lb. brevis. O fenótipo F4 foi apresentado

por 79 estirpes pertencentes às espécies: O. oeni (52); “Lb. casei” (2); Lb. mali (7); e P.

parvulus (18). O fenótipo F5 foi apresentado por 38 estirpes pertencentes às espécies: O. oeni

(37) e Lb. brevis (1).

FIGURA 3.19 Resultados do ‘screening’ fenotípico das actividades enzimáticas associadas à degradação
da arginina (arg) e à hidrólise de  β-D-glucósidos (b-glu) obtidos para cada espécie.

Considerando apenas as espécies que apresentam maior número de isolados (>5),

verificou-se que o perfil fenotípico predominante é F1 (mle+, ß-glu+, arg-, tdc-, hdc-) para

“Lb. plantarum” (6/6) e Lb. mali (12/19); F2 (mle+, ß-glu+, arg+, tdc-, hdc-) para Lb. brevis

(5/11) e F4 (mle+, ß-glu-, arg-, tdc-, hdc-) para P. parvulus (18/24). No caso de O. oeni

predominam os fenótipos F1 e F2, com a mesma frequência relativa (69/227). Estes

resultados são interessantes na medida em que o perfil que apresenta interesse enológico

(F1) predomina em duas espécies de Lactobacillus e os isolados de P. parvulus apresentam

um perfil que pode ser considerado "neutro" relativamente ao interesse enológico. Deve ainda

referir-se que O. oeni, considerada a espécie de eleição para utilização como ‘starter’ em

processos de vinificação, apesar de não apresentar nenhum isolado com actividade

descarboxilásica e apresentar actividade ß-glucosidásica em 62% das estirpes, apresenta

capacidade de metabolizar a arginina em 47% das estirpes.

Atendendo a estes resultados e com o objectivo de seleccionar um conjunto de estirpes com

características de interesse enológico para posterior caracterização em ensaios de

crescimento e determinação do genótipo por ‘gene-specific’ PCR, optou-se por seleccionar: 

(i) um conjunto de estirpes com o fenótipo F1 representantes da diversidade de cada

espécie para ambos os estudos; 

(ii) um grupo de estirpes representante dos restantes fenótipos a utilizar como con-

trolo nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR. 

O. oeni arg arg Lb. brevis arg

+ - + - + -

b-glu + 69 69 138 b-glu + 1 1 2 b-glu + 8 2 10

- 37 52 89 - 0 0 0 - 1 0 1

106 121 1 1 9 2

"Lb. casei" arg Lb. hilgardii arg Lb. mali arg

+ - + - + -

b-glu + 0 0 0 b-glu + 1 0 1 b-glu + 0 12 12

- 0 2 2 - 0 0 0 - 0 7 7

0 2 1 0 0 19

"Lb. plantarum" arg Lb. vaccinostercus arg P. parvulus arg

+ - + - + -

b-glu + 0 6 6 b-glu + 0 3 3 b-glu + 0 6 6

- 0 0 0 - 0 0 0 - 0 18 18

0 6 0 3 0 24

Leuc. mesenteroides
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O processo de selecção baseou-se na integração dos resultados do ‘screening’ fenotípico com

os dados obtidos na caracterização dos perfis de proteínas celulares totais e M13-PCR

‘fingerprinting’. Para reduzir a probabilidade de seleccionar isolados clonais, de cada grupo de

isolados com mesmo fenótipo e com elevada semelhança fenética apenas foi seleccionado um

representante.

Na Tabela 3.9 apresenta-se a distribuição das 81 estirpes seleccionadas pelos respectivos

perfis fenotípicos, de acordo com a espécie a que pertencem. O perfil fenotípico F1

corresponde ao perfil com relevância enológica, tendo sido seleccionadas 63 das 99 estirpes

de BAL com este perfil. 

TABELA 3.9 Estirpes seleccionadas para ‘gene-specific’ PCR como representantes dos diferentes perfis
fenotípicos obtidos. 

 3.4.2 ‘Gene-specific’ PCR

Para confirmação dos resultados obtidos no ‘screening’ fenotípico procedeu-se à detecção por

PCR dos genes associados com ‘primers’ específicos: mleA (enzima maloláctica); bgl/pbg

(β-glucosidase); arcAC (via de degradação da arginina); tyrDC (tirosina descarboxilase); e

hdcA (histidina descarboxilase). Na Figura 3.20 apresentam-se, a título exemplificativo, as

imagens digitalizadas da separação em gel de agarose dos diferentes amplicões esperados

para os genes estudados.

FIGURA 3.20 Amplicões resultantes da detecção por PCR dos genes em estudo. Marcador de massa
molecular: 1 kb Plus DNA ladder (Gibco).
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F1 + + - - - 41 1 2 0 0 6 5 2 6 63

F2 + + + - - 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

F4 + + + + - 0 0 3 0 0 0 0 0 0 3

F4 + - - - - 5 0 0 1 0 2 0 0 2 10

F5 + - + - - 4 0 0 0 0 0 0 0 0 4

 Σ 51 1 5 1 0 8 5 2 8 81

mleA bgl/pbg arcAC tyrDC hdcA
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Os resultados dos ensaios de ‘gene-specific’ PCR obtidos para as 81 estirpes seleccionadas são

apresentados na Tabela 3.10. Nesta tabela, que estabelece a comparação destes resultados

(GEN) com os obtidos no ‘screening’ fenotípico (FEN), indicam-se os números de isolados para

os quais se obtiveram resultados concordantes positivos (+ +) e negativos (- -), bem como

resultados discordantes (+ - ; - +). 

TABELA 3.10 Comparação dos resultados obtidos nos ‘screenings’ fenotípico e genotípico.

Com o objectivo de confirmar a identidade dos produtos amplificados procedeu-se à

sequenciação de um produto amplificado para cada gene em estudo. As sequências

nucleotídicas obtidas foram comparadas com as disponíveis no GenBank, utilizando o

algoritmo BLASTN. 

Os resultados destas comparações, apresentados na Tabela 3.11, permitiram confirmar a

identidade dos produtos amplificados para os genes mleA, bgl/pbg, arcAC e tyrDC. 

No caso do gene hdcA não foi possível confirmar a identidade dos produtos amplificados com

os pares de ‘primers’ propostos por Le Jeune et al. (1995) e Landete et al. (2005), o que

parece indicar que os resultados obtidos por ‘gene-specific’ PCR são falsos positivos, dado que

não se obteve nenhum resultado positivo no ‘screening’ fenotípico. 

FEN GEN
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Σ
(51) (1) (5) (1) (8) (5) (2) (8) (81)

mleA + + 51 1 5 1 8 5 2 8 81
- - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0

bgl/pbg + + 42 1 4 0 5 5 1 6 64
- - 1 0 0 1 2 0 0 2 6
- + 8 0 0 0 0 0 0 0 8
+ - 0 0 1 0 1 0 1 0 3

arcAC + + 5 0 2 0 0 0 0 0 7
- - 24 1 2 1 8 5 1 8 50
- + 22 0 0 0 0 0 1 0 23
+ - 0 0 1 0 0 0 0 0 1

tyrDC + + 0 0 3 0 0 0 0 0 3
- - 51 1 2 1 8 5 2 8 78
- + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0

hdcA + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- - 50 1 2 1 8 4 2 7 75
- + 1 0 3 0 0 1 0 1 6
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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TABELA 3.11 Resultados da sequenciação dos produtos amplificados nos ensaios de ‘gene-specific’
PCR.(FEN,GEN): fenótipo, genótipo; ID: sequência com maior percentagem de homologia; H (%): per-
centagem de homologia; S (bp): dimensão da sequência obtida; A (bp): dimensão do amplicão.

A análise dos resultados apresentados na Tabela 3.10 revelou que mleA é o único gene para o

qual não se obtiveram resultados discordantes. Relativamente aos resultados discordantes

observados para os outros genes, é importante salientar que:

(i) os casos (FEN+, GEN -) em que não foi possível detectar o gene em estirpes com

fenótipo positivo são provavelmente devidos a fraca homologia na região de

‘annealing’ dos ‘primers’. Esta hipótese é suportada pelo facto de o maior número

deste tipo de casos se ter registado para a  β-glucosidase, um gene para o qual foi

necessário utilizar ‘primers’ degenerados atendendo à variabilidade da sequência

alvo. Problemas na detecção deste tipo de alvo foram relatados anteriormente por

Ohrmund & Elrod (2002) num estudo de definição de ‘primers’ degenerados dirigi-

dos para os genes codificantes para β-glucosidases ou 6-P-β-glucosidases, que

envolveu mais de 160 sequências nucleotídicas e proteicas, referentes a 12 espé-

cies bacterianas distintas. Deste estudo resultou um par de ‘primers’ que foi uti-

lizado na amplificação por PCR destes genes em Bacillus subtilis. Neste estudo, os

autores referem ainda que não tiveram sucesso nos resultados iniciais obtidos

nesta amplificação. 

(ii) os casos (FEN-, GEN+) em se detectou o gene em estirpes com fenótipo negativo

podem resultar da não expressão do gene alvo nas condições do ensaio fenotípico

ou da sua não funcionalidade/inactivação. Liu & Pilone (1998) referem que o teste

fenotípico de detecção da hidrólise da arginina é pouco sensível e apenas detecta

estirpes que apresentem uma elevada capacidade de degradação deste amino-

ácido. Com base nas característica indutíveis das descarboxilases de aminoácidos

descritas por outros autores, Bover-Cid & Holzapfel (1999), na optimização do pro-

cesso de ‘screening’ da tirosina descarboxilase, sugerem a realização de 5-10

pré-cultivos na presença de tirosina. 

Estirpe (FEN,GEN) Gene ‘Primers’ ID H (%) S (bp) A (bp)

AI 602
O. oeni

(+,+) mleA mleA43406F
mleA60440R

X82326.2 
mleA O. oeni

100% 377 400

AI 127 
O. oeni

(+,+) bgl/pbg GLUF
GLUR

CP000411.1 
bgl/pbg O. oeni

97% 1083 1200

AI 140 
Lb plantarum 

(+,+) bgl/pbg GLUF
GLUR

AJ250202.1
bglGPT Lb. plantarum

98% 1046 1200

AI 127 
O. oeni

(+,+) arcAC RTAC5’
RTAC3’

AF124851 
operão arc O. oeni

99% 539 1300

AI 250 
Lb. brevis

(+,+) tyrDC TDCF
TDCR

AF446085.2
operão tyr Lb. brevis

99% 240 850

AI 127 
O. oeni

(-,+) hdcA HDCF
HDCR

CP000411.1
factor de tradução Ts 

O. oeni 

98% 375 400
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 3.4.3 Ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura

Com o objectivo de avaliar o comportamento funcional das estirpes seleccionadas pelo

‘screening’ fenotípico, optou-se por caracterizar o crescimento destas estirpes em vinho e

meios de cultura, como um critério adicional a utilizar na selecção de estirpes candidatas à

utilização como ‘starters’ de processos de vinificação.

Foi caracterizado por ensaios de crescimento um conjunto de 72 estirpes, que inclui as 63

estirpes que apresentaram o fenótipo F1 em resultado do ‘screening’ fenotípico, 3 ‘starters’

comerciais (GM, ML-34 e PSU-1) e 6 estirpes de referência pertencentes às espécies

Oenococcus oeni (1); Lactobacills brevis (1), Lactobacillus paracasei (2), Lactobacillus

plantarum (1) e Pediococcus parvulus (1). Estes ensaios foram efectuados em 5 meios

diferentes: Vinho Tinto da RDD (adquirido após fermentação alcoólica e esterilizado por

filtração); Vinho + MRS (1:1); MRS pH 5,5; e MRS pH 3,5 e pH 5,0 suplementados com 0,2%

de ácido málico e 2% etanol. A utilização de vinho e MRS, como meios a usar na avaliação dos

diferentes parâmetros de crescimento, justifica-se por à partida constituirem o habitat natural

e o meio de cultura geralmente utilizado em laboratório para a cultura destas bactérias,

respectivamente. 

Tal como descrito no ponto 2.4.2 de Material e Métodos, o crescimento das estirpes nos 5

meios foi efectuado em microplacas num sistema automático, tendo sido monitorizada a

variação de absorvância em intervalos de 30 min durante 55 h de incubação a 25ºC.

Na análise dos dados obtidos nestes ensaios foram adoptadas três abordagens distintas: 

(i) determinação dos principais parâmetros de crescimento (V, valor máximo da taxa

específica de crescimento; A, variação máxima da densidade óptica; e DT, duração

da fase de latência) em cada meio e análise integrada dos resultados referentes ao

crescimento das 72 estirpes nos 5 meios utilizados, por métodos hierárquicos

(análise de ‘clusters’) e métodos não hierárquicos (análise em componentes

principais, ACP); 

(ii) análise integrada destes parâmetros, em cada meio, utilizando o índice de optimi-

zação de crescimento (IO) proposto por Tenreiro (1995);

(iii) cálculo das áreas trapezoidais (AR) correspondentes a cada curva de crescimento,

de acordo com a estratégia descrita por Guckert et al. (1996).

Na Figura 3.21 apresenta-se o dendrograma construído a partir da matriz estirpes x

parâmetros de crescimento (V,  A,  T) estimados nos 5 meios testados, utilizando o coeficiente

de correlação de Pearson e o método de aglomeração UPGMA. A variação do índice de

optimização (0<IO<3) e da área relativa (0<AR<1) observadas em cada meio são igualmente

apresentadas nesta figura sob a forma de um gráfico de radar para cada estirpe. 

Na Figura 3.22 apresenta-se o gráfico de projecção correspondente aos dois primeiros

factores obtidos por ACP a partir da matriz estirpes x parâmetros de crescimento (V,  A,  T)

estimados nos 5 meios testados. O comportamento global de cada estirpe, baseado em 15

variáveis (3 parâmetros de crescimento x 5 meios), é ilustrado também nesta figura através

da representação gráfica em caras de Chernoff.
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FIGURA 3.21 Dendrograma obtido a partir da matriz de dados de crescimento usando o coeficiente de
correlação linear de Pearson e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada
(UPGMA). Gráficos de radar mostrando valores de índices de optimização (polígono interior) e áreas rela-
tivas (polígono exterior) para os diferentes meios, apresentados no sentido dos ponteiros do relógio: MRS
pH 5,5 (M); MRS pH 3,5 + 0,2% málico + 2% etanol (M3); MRS pH 5,0 + 0,2% málico + 2% etanol (M5);
MRS+Vinho (1:1; MV); Vinho (V).
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FIGURA 3.22 Gráfico da análise em componentes principais (F1 x F2) e representação gráfica em caras
de Chernoff ilustrando a separação dos ‘clusters’ definidos no dendrograma da Figura 3.21.A percentagem
de explicação associada aos três primeiros factores de ACP é de 70% (F1: 42%; F2: 18%; F3: 10%). As
principais variáveis explicativas encontram-se assinaladas em cada eixo (ver legenda na Tabela 3.12).
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A correspondência das variáveis experimentais com as variáveis de Chernoff, seleccionada

para esta representação gráfica, é apresentada na Tabela 3.12.

TABELA 3.12 Atribuição de variáveis experimentais para a construção das caras de Chernoff. Todas as
variáveis foram normalizadas pelo valor máximo observado. No caso da duração da fase de latência, estes
valores foram ainda transformados no seu complementar. na: não atribuída.

No dendrograma da Figura 3.21 observam-se 6 ‘clusters’ distintos (I a VI), que se associam

em três grupos principais de correlação: (i) ‘clusters’ I e II; (ii) ‘clusters’ III, IV e V; e (iii)

‘cluster’ VI. Na Tabela 3.13 apresenta-se a distribuição pelos 6 ‘clusters’ das 63 estirpes

analisadas nos ensaios de crescimento, de acordo com a sub-região de origem, das estirpes

de referência e dos ‘starters’. 

Ainda que se observem diferenças na distribuição das estirpes de cada sub-região, não se

detectou qualquer associação significativa (p = 0,50), indicando assim que a diversidade

fisiológica das estirpes de BAL responsáveis pela FML espontânea não parece evidenciar

qualquer padrão geográfico a nível interno da RDD. 

Variáveis de Chernoff Parâmetros de crescimento

largura da cara variação máxima de D.O. em MRS pH 5.5 (MA)

localização das orelhas na

localização da região média da cara valor máximo da taxa de crescimento em MRS pH 5.5 (MV)

excentricidade parte superior da cara na

excentricidade da parte inferior da cara na

comprimento nariz valor máximo da taxa de crescimento em vinho (WV)

localização da boca duração da fase de latência em vinho (WL)

curvatura da boca variação máxima de D.O. em vinho (WA)

dimensão da boca variação máxima de D.O. em MRS pH 3.5 supl. 0.2% ácido 
málico e 2% etanol (M3A)

localização dos olhos valor máximo da taxa de crescimento em MRS pH 3.5 (M3V) 
supl. 0.2% ácido málico e 2% etanol

separação dos olhos duração da fase de latência em MRS pH 3.5 supl. 0.2% ácido 
málico e 2% etanol (M3L)

inclinação dos olhos variação máxima de D.O. em MRS pH 5.0 supl. 0.2% ácido 
málico e 2% etanol (M5A) 

excentricidade dos olhos valor máximo da taxa de crescimento em MRS pH 5.0 supl. 
com 0.2% ácido málico e 2% etanol (M5V)

dimensão dos olhos duração da fase de latência em MRS pH 5.0 supl. 0.2% ácido 
málico e 2% etanol (M5L)

posição das pupilas duração da fase de latência em MRS pH 5.5 (ML)

localização das sobrancelhas variação máxima de D.O. em vinho + MRS (WMA)

ângulo das sobrancelhas valor máximo da taxa de crescimento em vinho + MRS (WMV)

dimensão das sobrancelhas duração da fase de latência em vinho + MRS (WML)

dimensão das orelhas na

largura do nariz na
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TABELA 3.13 Composição dos ‘clusters’ (número de estirpes) definidos na análise hierárquica dos dados
dos ensaios de crescimento. BC: Baixo Corgo; CC: Cima Corgo; DS: Douro Superior; REF: estirpes de
referência.. 

Relativamente às estirpes de referência e ‘starters’, verifica-se que: (i) as estirpes tipo de

Oenococcus oeni (AI 860) e Lactobacillus paracasei (AI 857) e os ‘starters’ GM (AI 834) e

ML34 (AI 833) pertencem ao ‘cluster’ VI; (ii) a estirpe tipo de Lactobacillus plantarum

(AI 856) e o ‘starter’ PSU-1 (AI 831) pertencem ao ‘cluster’ IV; e (iii) a estirpe tipo de

Pediococcus parvulus (AI 844) localiza-se no ‘cluster’ I. 

Tendo em conta a distribuição de ‘starters’ e estirpes de referência, como indicativa do

potencial enológico, os ‘clusters’ VI e IV parecem mais promissores relativamente ao

‘cluster’ I. Relativamente à distribuição das estirpes da RDD analisadas, verifica-se que 59%

se distribuem pelos ‘clusters’ IV (37%) e VI (22%), enquanto que apenas 16% são incluídas

no ‘cluster’ I, evidenciando o interesse da exploração biotecnológica desta colecção em

termos de selecção de ‘starters’.

Comparando os índices de optimização (IO) e as áreas relativas (AR) observados para cada

estirpe nos 5 meios de cultura (Figura 3.23), verifica-se que nos meios de cultura não

incluindo vinho se observa uma correlação, não linear, entre estas variáveis, enquanto que em

presença de vinho se observa uma grande dispersão de valores. Este facto mostra que a

utilização das áreas relativas conjuntamente com os parâmetros clássicos (taxa de

crescimento, absorvância máxima e duração da fase de latência) constitui uma abordagem

com maior conteúdo informativo. Adicionalmente, valida a utilização dos índices de

optimização e mostra a maior aplicabilidade das áreas relativas na análise de curvas de

crescimento atípicas como as observadas quando se utiliza vinho (exclusivamente ou como

aditivo ao meio de cultura). 

De facto, observando os gráficos de radar, baseados nos valores do índice de optimização e da

área relativa obtidos para cada estirpe nos 5 meios de cultura (Figura 3.21), é evidente a

complementaridade informativa destes dois tipos de análise de curvas de crescimento. Assim,

o polígono interno dos gráficos de radar (correspondente aos índices de optimização baseados

nas variáveis usadas para a construção do dendrograma) e o polígono externo

(correspondente às áreas relativas) variam de modo diferente para os 6 ‘clusters’ definidos no

dendrograma.

‘cluster’ BC CC DS ‘starters’ REF Total

I 6 4 3 13

II 5 4 9

III 1 1 1 3

IV 10 9 4 1 1 25

V 3 1 4

VI 6 7 1 2 2 25

Total 25 28 10 3 6 72



Resultados e Discussão134

FIGURA 3.23 Gráficos de correlação entre os índices de optimização (IO) e as áreas relativas (AR) dos
ensaios de crescimento nos 5 meios de cultura.

Para avaliar a coerência dos ‘clusters’ definidos pela análise hierárquica e obter uma

interpretação em termos de parâmetros de crescimento (nos diferentes meios analisados)

discriminantes destes grupos, procedeu-se a uma análise em componentes principais aplicada

à mesma matriz de dados (Figura 3.22) que permitiu obter uma percentagem de explicação

de 70% no conjunto dos três primeiros factores. Tendo em conta as correlações das variáveis

originais com os novos eixos da ACP (Tabela 3.14) foi possível interpretar o eixo F1 como

permitindo a discriminação das estirpes em função do seu crescimento em meio de cultura

(taxa de crescimento e valor máximo de D.O. versus duração da fase de latência) e o eixo F2

como separando as estirpes de acordo com o seu comportamento em vinho (D.O. máxima

versus fase de latência) e meio de cultura suplementado com vinho (fase de latência versus

D.O. máxima). O eixo F3 (10% de explicação) não foi considerado, tendo em conta que a

única variável explicativa associada (WMA; r = 0,70) não contribuiu para aumentar a

discriminação conseguida com F1 x F2.

TABELA 3.14 Principais variáveis utilizadas para a interpretação dos factores F1 e F2 da ACP dos dados
de crescimento.

Sentido do eixo
Factor 1 (42%) Factor 2 (18%)

Variávela

a. A legenda das variáveis encontra-se na Tabela 3.12

Correlação 
com o eixo Variável Correlação 

com o eixo

Positivo ML
M5L
M3L
(WV)

0,89
0,83
0,80

(0,45)

WA
WML

0,82
0,64

Negativo M3A
M5V
M3V
MV
M5A
MA

0,89
0,88
0,80
0,77
0,73
0,63

WL
(WMA)

0,83
0,57

MRS pH 5.5 r2 = 0.79

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
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IO

MRS pH 3.5 
+ 0.2% MAL + 2% ETANOL

r2 = 0.95

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

AR

IO

MRS pH 5.0
+ 0.2% MAL + 2% ETANOL

r2 = 0.97

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

AR

IO

MRS + VINHO

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

AR

IO

VINHO

0.00
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1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
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IO
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Agrupando no diagrama F1xF2 as estirpes de acordo com os ‘clusters’ da análise hierárquica

(I a VI), verificou-se que: 

(i) os ‘clusters’ I a V agrupam as estirpes que apresentaram valores mais elevados de

D.O. e taxa de crescimento em meio de cultura, discriminando-se estes ‘clusters’

ao longo do eixo F2 de acordo com o seu comportamento diferencial em vinho

(oposição entre taxa de crescimento e duração da fase de latência em vinho); 

(ii) o ‘cluster’ VI agrupa as estirpes que apresentam taxas de crescimento em vinho

elevadas e fases de latência longas nos restantes meios testados. Neste ‘cluster’ é

ainda possível considerar 3 subgrupos de estirpes: as localizadas no quadrante

superior que apresentam valores elevados de D.O. em vinho, as do quadrante infe-

rior que apresentam uma fase de latência longa em vinho e as localizadas na

região central que apresentam valores intermédios nestes parâmetros. 

As Caras de Chernoff, apresentadas na Figura 3.22, constituem um método de representação

gráfica que permite integrar os dados referentes a cada estirpe. Este tipo de representação é

útil na interpretação dos agrupamentos resultantes de métodos hierárquicos, nomeadamente

na avaliação da sua homogeneidade/heterogeneidade e na identificação de estirpes ‘intruder’.

A título exemplificativo referem-se: 

(i) as estirpes AI 850 e AI 279, que no dendrograma da Figura 3.21 assumem uma

posição exterior nos respectivos ‘clusters’, sendo a estirpe AI 850 (estirpe tipo de

Lactobacillus paracasei) claramente um ‘intruder’ enquanto que a estirpe AI 279

(O. oeni) se encontra bem agrupada no respectivo ‘cluster’;

(ii) a semelhança entre as estirpes do ‘cluster’ V, ainda que no diagrama de ACP este

pareça ser um ‘cluster’ pouco coeso;

(iii) o agrupamento das estirpes do ‘cluster’ VI em três subgrupos, suportados pela sua

distribuição no diagrama de ACP.

No contexto da selecção de estirpes autóctones candidatas a utilização futura como ‘starters’

em processos de vinificação é de referir que os ícones correspondentes às estirpes utilizadas

como ‘starters’ comerciais (PSU-1, ML34 e GM) curiosamente apresentam uma "expressão"

muito semelhante à de algumas estirpes pertencentes aos mesmos ‘clusters’ e à mesma zona

do diagrama de PCA. Comparando as três estirpes, PSU-1 parece ter a "expressão menos

apelativa", o que está de acordo com o posicionamento destas estirpes no diagrama de PCA:

PSU-1 no quadrante inferior esquerdo (cluster IV), ML34 e GM no quadrante superior direito

(cluster VI).
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 3.4.4 Análise de macrorestrição

Considerando que 65% das 63 estirpes seleccionadas com fenótipo F1 (Tabela 3.9) e

analisadas nos ensaios de crescimento pertencem à espécie Oenococcus oeni, procedeu-se à

caracterização dos perfis de macrorestrição destas estirpes, com o objectivo de obter uma

caracterização mais completa a nível genómico e um critério adicional na selecção de estirpes.

Tenreiro et al. (1994) aplicaram esta técnica à diferenciação de estirpes de O. oeni isoladas de

amostras de vinho do Dão e Ribatejo, tendo definido 21 grupos genómicos resultantes da

análise integrada dos resultados obtidos com as endonucleases NotI e SfiI. Assim, e tal como

descrito em Material e Métodos (ponto 2.3.7), adoptou-se o procedimento experimental e de

análise de dados definido por estes autores e, com base nas dimensões estimadas para os

fragmentos de macrorestrição com NotI, classificaram-se as estirpes de O. oeni de acordo

com os grupos genómicos (A a M) por eles descritos (Tabela 3.15).

TABELA 3.15 Agrupamento das estirpes de Oenococcus oeni de acordo com os perfis NotI obtidos e
comparativamente aos grupos genómicos definidos por Tenreiro et al. (1994).

Verifica-se assim que as 41 estirpes de O. oeni foram agrupadas em 13 perfis NotI distintos

pertencentes aos dois ‘clusters’ genómicos definidos por Tenreiro et al. (1994): ‘cluster’ A-G

(13 estirpes) e ‘cluster’ H-M (28 estirpes). Atendendo a que se detectaram 6 perfis NotI

adicionais aos descritos, classificaram-se as estirpes correspondentes em novos grupos

genómicos designados em função do grupo genómico, previamente descrito, mais semelhante

(F’, H’, H’’, J’, L’ e L’’). 

Grupo 
genómico

Estirpes Dimensões dos fragmentos (kb)

B AI 012 [CCII]; AI 467[BCIV] 570 470 260 148 128 102 56 44

E1 AI 274 [BCII] 795 300 270 133 128 102 56 44

F1 AI 282 [BCII] 795 270 250 133 128 102 58 44

F2 AI 271 [BCII]; AI 272 [BCII] 795 250 240 133 128 102 58 44

F3 AI 238 [CCII]; AI 295 [CCII]; AI 602 
[CCV]

795 260 250 133 128 102 58 44

F’ AI 141 [BCII]; AI 296 [BCI]; AI 653 
[CCIV]; AI 731 [CCIV]

795 275 250 160 140 118 85 63

H’ AI 247 [BCI]; AI 351 [BCII]; AI 355 
[BCI]; AI 359 [BCI]; AI 360 [BCI]

690 390 200 155 128 105 85 63 44 35

H’’ AI 462 [CCIII]; AI 463 [CCIII] 690 390 200 155 128 118 105 63 35

I AI 241 [CCII]; AI 244 [CCII] 385 365 200 155 128 118 105 85 63 35

J’ AI 110 [DSIII]; AI 343 [CCIII]; AI 449 
[DSII]; AI 474 [DSIII]

390 340 200 155 133 128 118 105 85 63 52 

K AI 070 [CCII] 630 200 195 128 118 85 63 52 

L’ AI 028 [CCII]; AI 049 [DSI]; AI 051 
[CCII]; AI 113 [CCII]; AI 224 [CCII]; AI 
279 [BCII]; AI 364 [BCI]; AI 366 [CCII]; 
AI 440 [DSI]; AI 457 [BCII]; AI 757 
[DSI]; AI 767 [CCI]; AI 800 [BCII]

535 375 200 165 128 105 70 63 52 35

L’’ AI 228 [CCII] 500 260 240 180 128 102 70 63 52 35
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Na caracterização por macrorestrição de isolados de vinhos tintos da região do Dão realizada

pelos autores referidos, a maioria dos isolados foi classificada em grupos genómicos

pertencentes ao ‘cluster’ A-G, onde também foram classificadas as ‘starters’ PSU-1 e ML34

(grupo F1), enquanto a ‘starter’ GM foi classificada como pertencendo ao grupo genómico H.

No conjunto dos 41 isolados da RDD predominaram os grupo genómicos pertencentes ao

‘cluster’ H-M, sendo que ca. 50% dos isolados deste ‘cluster’ pertencem a um novo grupo

genómico (L’). Este grupo genómico foi encontrado nas três sub-regiões e, tendo em conta

que os isolados analisados por macrorestrição correspondem aos representantes da

diversidade fenética expressando o fenótipo F1 (mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), poderá

corresponder a um grupo genómico prevalente na RDD. Ainda que 9 dos 13 grupos genómicos

tenham sido detectados apenas numa sub-região, o que poderia indiciar a existência de

ecotipos locais, a prevalência do grupo genómico L’ (32%) e a ocorrência em duas sub-regiões

de cada um dos grupos genómicos B, F’ e J’ dão suporte à hipótese anteriormente

apresentada da não existência de padrões geográficos na distribuição das estirpes de O. oeni

a nível interno da RDD.

 3.4.5 Análise global

No decurso deste trabalho utilizou-se uma estratégia de agrupamento e selecção sequencial

por análise integrada de caracterização polifásica que envolveu os seguintes passos:

(i) redução do universo de 793 isolados de BAL, de vinhos tintos da RDD com FML

espontânea, através da selecção de uma amostra representativa de 295 isolados;

(ii) selecção de 227 isolados, representativos da diversidade de perfis de proteínas

celulares totais (WCP) observados nos 295 isolados, para tipificação genómica por

M13-PCR ‘fingerprinting’;

(iii) selecção de 96 isolados, representativos da diversidade genómica dos 227 isola-

dos, para identificação a nível de espécie por análise de rDNA 16S;

(iv) selecção de 81 isolados, representativos da diversidade global dos 295 isolados em

termos de diversidade fenética (perfis WCP e de M13-PCR ‘fingerprinting’) e

actividades enzimáticas com relevância enológica, para exclusão de discordâncias

fenótipo-genótipo por ‘gene-specific’ PCR;

(v) selecção dos 63 isolados com concordância fenótipo-genótipo e perfil enzimático

enologicamente mais relevante (F1: mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), assumidos

como representantes da diversidade da colecção de BAL da RDD, para caracteriza-

ção por ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura;

(vi) redução a 41 isolados de Oenococcus oeni, assumidos como representantes da

diversidade desta espécie na colecção de BAL da RDD, para caracterização

genómica por macrorestrição.
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De acordo com o objectivo principal da dissertação, e na sequência desta estratégia,

procedeu-se à selecção do subconjunto final de estirpes de O. oeni da RDD que, sendo

representativas desta região de produção, possam constituir uma “carteira” de ‘starters’

regionais para FML controlada.

Assim, foram utilizados como critérios de selecção a dispersão dos isolados pelos ‘clusters’

definidos na análise hierárquica dos dados dos ensaios de crescimento, a sua distribuição ao

longo dos eixos factoriais (F1 e F2) na análise em componentes principais destes mesmos

dados, o posicionamento na proximidade dos ‘starters’ PSU-1, ML34 e GM (caso dos isolados

AI 228, AI 366 e AI 653), bem como a manutenção da diversidade genómica em termos de

grupos de macrorestrição e sub-região de origem.

A listagem dos 17 isolados de O. oeni seleccionados de acordo com estes critérios

apresenta-se na Tabela 3.16 e, nas Figuras 3.21 e 3.22, assinalam-se estes isolados ( ).

TABELA 3.16 Distribuição dos isolados de O. oeni seleccionados por sub-região e ‘cluster’ fisiológico,
definido pelos ensaios de crescimento.

Tendo em consideração que a expressão de um determinado genótipo é normalmente

influenciada por factores extrínsecos e que o vinho constitui um ambiente peculiar, assume

relevância a análise do efeito de diferentes condições ambientais (v.g. pH, ácido málico,

etanol, SO2, temperatura) na transcrição de genes com interesse enológico.

Consequentemente, este conjunto de isolados deverá ser caracterizado por análise

transcricional em vinho e, comparativamente, em meio de cultura.

Sub-região ‘Cluster’ I ‘Cluster’ II ‘Cluster’ IV ‘Cluster’ V ‘Cluster’ VI

BC AI 141 [F’]
AI 279 [L’]

AI 271 [F2] AI 351 [H’] AI 296 [F’]
AI 360 [H’]
AI 364 [L’]

CC AI 602 [F3] AI 295 [F3]
AI 244 [I ]
AI 366 [L ]
AI 228 [L’’]

AI 224 [L’] AI 653 [F’]

DS AI 474 [J’]
AI 449 [J’]

AI 440 [L’]
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 3.5  ANÁLISE TRANSCRICIONAL DA EXPRESSÃO DE GENES SELECCIONADOS

Os resultados que se apresentam referentes à análise transcricional da expressão dos genes

seleccionados foram obtidos em ensaios preliminares. O primeiro ensaio foi realizado com

duas estirpes de Oenococcus oeni, anteriormente seleccionadas nos ensaios de crescimento,

como pertencentes a grupos fisiológicos diferentes (AI 141 - grupo II e AI 653 grupo VI),

embora pertencendo ao mesmo grupo genómico (F') definido pela análise da macrorestrição.

Adicionalmente foram incluídas duas estirpes como controlos positivos para os genes arcAC

(AI 127 de O. oeni) e tyrDC (AI 249 de Lactobacillus brevis). 

Na Figura 3.24 são representadas graficamente as intensidades dos  produtos de amplificação

observados em gel de agarose para o gene mleA para as quatro estirpes utilizadas neste

ensaio, em função do meio e tempo de crescimento. 

FIGURA 3.24 Níveis de expressão de mleA em estirpes de Oenococcus oeni e Lactobacillus brevis.

De um modo geral, observou-se expressão do gene mleA para as três estirpes de O. Oeni, nos

cinco meios testados após 8 e 21 dias de crescimento. Inexplicadamente, para a estirpe

AI 653 pertencente ao grupo fisiológico VI, mais próximo das 'starters' ML34 e GM, e que se

caracterizava por maiores valores de absorvância máxima em vinho, fase de latência mais

reduzida e valores não reduzidos de taxa de crescimento em vinho, não se detectaram

transcritos do gene mleA nos vinhos da RDD e sintético. 

Níveis de expresssão do gene mleA mais elevados em vinho da RDD e em vinho sintético

foram obtidos para a estirpe AI 141 pertencente ao grupo fisiológico II,  caracterizado nos

ensaios de crescimento como apresentando valores intermédios de absorvância máxima em

vinho.
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Na Figura 3.25 são apresentados os gráficos que traduzem os valores das intensidades dos

produtos de amplificação observados em gel de agarose para o gene controlo rpoB. Contudo,

os resultados irregulares obtidos para os transcritos deste gene não permitem retirar

conclusões sobre o efeito diferencial dos meios analisados.

FIGURA 3.25 Níveis de expressão de rpoB em estirpes de Oenococcus oeni e Lactobacillus brevis.

Perante estes resultados, delineou-se um segundo ensaio, em que se utilizaram apenas duas

estirpes crescidas no mesmo meio de cultura até atingirem uma determinada biomassa, e que

posteriormente foram transferidas para oito meios distintos, onde se procedeu à avaliação da

expressão dos genes seleccionados e se acompanhou a viabilidade das culturas. 

Na Figura 3.26 são apresentados os resultados referentes aos níveis de expressão dos genes

mleA, arcAC, rDNA 16S e rpoB ao fim de 1 h, 24 h e 72 h nos diferentes meios, para a estirpe

AI 864 de O. oeni. No gráfico superior, apresentam-se os valores normalizados em função do

gene rDNA 16S (gene de cópia múltipla). No gráfico inferior, a normalização foi efectuada pelo

outro gene constitutivo, rpoB (gene de cópia única).  São também apresentadas as imagens

correspondentes aos produtos de amplificação observados em gel e a contagem de células

viáveis. 

Relativamente à expressão do gene da enzima maloláctica da estirpe AI 864, foram

detectados e quantificados transcritos em todos os meios testados,  à excepção do vinho da

RDD. Nesses meios, para qualquer um dos tempos considerados no ensaio, verificou-se

sempre uma  sub-expressão do gene mleA comparativamente à expressão do gene rDNA 16S. 
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Contudo, para todos os meios testados não foi possível obter valores de expressão para todos

os tempos estabelecidos. Quando os níveis de expressão foram normalizados em função do

gene rpoB, observou-se uma sobre-expressão (1,5X) do gene mleA às 24 h no meio MRS

pH 3,5 suplementado com 0,5% de ácido málico. 

FIGURA 3.26 Análise de transcrição na estirpe AI 864 de Oenococcus oeni.

A transcrição dos genes arcAC foi observada em todos os meios  exceptuando o vinho

sintético e o meio MRS pH 3,5 suplementado com 0,5% de ácido málico. Tal como observado

para o gene da enzima maloláctica, também se verificou uma sub-expressão dos genes arcAC

relativamente ao gene rDNA 16S. Esta sub-expressão foi detectada em todos os meios,

exceptuando vinho sintético e MRS pH 3,5 suplementado com 0,5% de ácido málico. Nos

meios em que se detectaram transcritos ao fim de 1 h e 24 h (MRS pH 5,0 e MRS pH 3,5 +

pNPG) verificou-se um aumento na expressão dos genes arcAC. 
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Quando os valores obtidos foram normalizados pelo gene rpoB manteve-se a situação da

sub-expressão; contudo às 24 h, no meio MRS pH 3,5 + pNPG, observou-se um aumento

considerável da transcrição dos genes arcAC, cuja expressão foi de 92% do gene rpoB.

Curiosamente, a presença de transcritos de arcAC induzidos pelo vinho da RDD foi apenas

detectada ao fim de 72 h.

Quando se comparou a razão dos transcritos rpoB/rDNA 16S verificou-se que estes valores

decrescem ao longo do tempo nos meios MRS pH 5,0, MRS pH 3,5, MRS pH 3,5 + 0,5% MAL,

MRS pH 3,5 + 0,2% MAL, MRS pH 3,5 + 10,0% ETOH e vinho sintético, embora se tenha

observado um ligeiro aumento das 24 h para as 72 h nestas três últimas condições.

Contrariamente, no meio MRS pH 3,5 + pNPG e vinho da RDD observou-se um

comportamento inverso, i.e. um aumento da razão ao longo do tempo de exposição das

células a estes dois meios. 

Em termos de viabilidade da estirpe AI 864, verificou-se que globalmente para os meios de

cultura (MRS e modificados) que a estirpe manteve a viabilidade. Pelo contrário, no vinho

sintético a partir das 24 h e no vinho da RDD a partir de 1 h, observou-se um decréscimo

altamente significativo na viabilidade desta estirpe de O. oeni. No final do ensaio às 72 h, já

não foi possível proceder à contagem de células viáveis, devido ao limite de detecção da

técnica (valor a tracejado no gráfico).

Na Figura 3.27 são apresentados os resultados referentes aos níveis de expressão dos genes

mleA, tyrDC, rDNA 16S e rpoB ao fim de 1h, 24 h e 48 h nos diferentes meios para a estirpe

AI 250 de Lactobacilllus brevis. No gráfico superior, apresentam-se os valores normalizados

em função do gene rDNA 16S. No gráfico inferior, a normalização foi efectuada pelo outro

gene constitutivo, o gene rpoB.  São também apresentadas as imagens correspondentes aos

produtos de amplificação observados em gel e a contagem de células viáveis. 

Relativamente à expressão do gene mleA na estirpe AI 250, foram apenas detectados e

quantificados transcritos no meio MRS pH 3,5 + pNPG e vinho sintético, cujos valores

demonstraram uma sub-expressão relativamente aos dois genes controlo,. 

Esta estirpe de Lb. brevis expressou o gene tyrDC em todos os meios testados, não tendo sido

detectados e quantificados transcritos do gene apenas no tempo de 1 h nos meios

MRS pH 3,5 + 0,5% MAL e vinho da RDD. Tal como observado para o gene da enzima

maloláctica, também se verificou uma sub-expressão do gene tyrDC relativamente ao gene

rDNA 16S, para quase todos os meios testados. Foram observadas excepções nos meios

MRS pH 5,0 e vinho sintético. Assim, para o meio de cultura e às 24 h, a sobre-expressão foi

de apenas 2%, enquanto que os valores quantificados no vinho da RDD indicaram uma

sobre-expressão de 64% e 62% ao fim de 24 e 48 h, respectivamente.

Quando os níveis de expressão foram normalizados em função do gene rpoB, observou-se a

sobre-expressão do gene tyrDC em três meios, meio MRS pH 3,5, vinho sintético e vinho da

RDD. A sobre-expressão foi de apenas 5%, para o meio de cultura às 24 h, de 0,8% e 26%

para o vinho Sintético às 24 h e 48 h, respectivamente. Inesperadamente, observou-se uma

elevada sobre-expressão do gene tyrDC em vinho da RDD de 10X e 3,7X, às 24 h e 48 h,

respectivamente.
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FIGURA 3.27 Análise de transcrição na estirpe AI 250 de Lactobacillus brevis.

Quando se comparou a razão dos transcritos rpoB/rDNA 16S verificou-se que estes valores

decrescem ao longo do tempo nos meios MRS pH 5,0 e MRS pH 3,5 + pNPG. Verificou-se

também um decréscimo, mas seguido de aumento da expressão de rpoB, para os meios MRS

pH 3,5, MRS pH 3,5 + 0,2% MAL, MRS pH 3,5 + 0,5% MAL, MRS pH 3,5 + 10,0% ETOH e

vinho da RDD. Para o vinho sintético observaram-se sempre valores superiores para os

transcritos de rpoB, variando a sua proporção ao longo do tempo.

Em termos de resultados da contagem de células viáveis, verificou-se que genericamente para

todos os meios e para o tempo de ensaio definido, a estirpe de Lb. brevis manteve a

viabilidade. Ocorreu apenas uma ligeira redução do número de cfu/mL no meio MRS pH 3,5 +

10% ETOH às 24h, atingindo-se às 48 h o valor inicial. No entanto, tal como constatado para

a estirpe de O. oeni, no vinho observou-se uma perda de viabilidade a partir das 24 h (valor a

tracejado no gráfico).
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Numa análise global do segundo ensaio de análise transcricional dos genes seleccionados

podem-se retirar algumas conclusões. Relativamente à estirpe de Oenococcus oeni, a

expressão do gene arcAC no vinho da RDD ao fim de 48 h, embora em sub-expressão (34% e

32% dos valores de rDNA 16S e rpoB respectivamente), não deixa de ser relevante em

termos enológicos, uma vez que as enzimas resultantes, são responsáveis pela degradação da

arginina dando origem a precursores de carbamato de etilo e/ou aminas biogénicas

(putrescina).

A observação da elevada expressão do gene tyrDC no vinho pela estirpe de Lactobacillus

brevis, associada à perda de viabilidade das células, revela a importância das células viáveis

não cultiváveis na produção de aminas biogénicas atribuída por alguns autores

(Lonvaud-Funel, 2001). 

Os resultados apresentados, ainda que obtidos a partir de ensaios preliminares, revelam a

importância da realização destes estudos na avaliação do comportamento transcricional de

genes que codificam para enzimas com relevância enológica. Esta avaliação deverá ser

considerada como critério na selecção de estirpes para culturas ‘starter’.



CONSIDERAÇÕES FINAIS E 
PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o presente trabalho pretendeu-se caracterizar uma colecção de isolados de bactérias do

ácido láctico (BAL), provenientes de vinhos tintos com fermentação maloláctica espontânea,

representativa da diversidade ecológica de BAL da Região Demarcada do Douro (RDD).

Simultaneamente pretendeu-se definir metodologias e critérios para a selecção e

monitorização de estirpes candidatas à utilização como 'starters' e contribuir com dados

resultantes da aplicação de novas metodologias (análise do transcriptoma) para o

esclarecimento do papel das BAL nas características finais do vinho.

Atendendo à dimensão da colecção original de BAL (793 isolados) obtida a partir de 193

amostras de vinho tinto recolhidas em 18 adegas da RDD, em três vindimas consecutivas

(1999-2001), a inviabilidade económica do estudo de caracterização de toda a colecção de

BAL justificou a redução do universo de estirpes em estudo. Esta redução foi efectuada com

suporte estatístico de modo a garantir a aleatoriedade e a representatividade da amostra de

295 isolados seleccionada para avaliação da diversidade e identificação a nível de espécie. 

No percurso de caracterização fenética e selecção de estirpes marcadoras dos vinhos de uma

região demarcada, a abordagem polifásica reflectiu-se numa estratégia de agrupamento e

selecção sequencial de estirpes, através da aplicação de metodologias com diferente potencial

discriminante, de modo a permitir não só a identificação a nível de espécie, como também a

caracterização da diversidade fenética e funcional presente na colecção estudada.

Na caracterização fenética dos 295 isolados da amostra seleccionada foram aplicados métodos

quimiotaxonómicos e moleculares de tipificação (análise de perfis de proteínas celulares totais

e M13-PCR 'fingerprinting') que permitiram a selecção de representantes para identificação

presuntiva a nível de espécie por 16S-ARDRA, confirmada por sequenciação parcial do rDNA

16S. No final deste processo, os 295 isolados de BAL foram identificados nas seguintes

espécies: Oenococcus oeni (227); Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19);

Lactobacillus brevis (11); Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus

vaccinostercus (3); Lactobacillus casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); e

Pediococcus parvulus (24).

A diversidade fenética da colecção de BAL em estudo foi estimada pela aplicação de índices de

diversidade que, globalmente, apontaram para a existência de uma diversidade elevada de

estirpes de BAL associadas ao processo de produção de vinhos tintos com FML espontânea na

RDD, em particular para a espécie dominante Oenococcus oeni, tendo esta espécie

apresentado estimativas de diversidade fenética semelhantes às obtidas para o género

Lactobacillus. 
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A análise do potencial identificativo das técnicas aplicadas permitiu concluir que: (i) a técnica

de M13-PCR 'fingerprinting' revelou um elevado potencial de identificação para as estirpes do

género Pedicocccus, tendo apresentado uma concordância de 100% com a análise de rDNA

16S; (ii) a técnica de SDS-PAGE revelou um potencial elevado na identificação de estirpes de

Oenococcus oeni apresentando uma concordância de 94% com a análise de rDNA 16S; e (iii)

nenhuma destas técnicas revelou potencial identificativo para os isolados de lactobacilos,

apresentando baixos valores de correlação com a análise de rDNA 16S, 21% para a análise de

perfis WCP e 35% para a técnica de M13-PCR 'fingerprinting'.

Quanto se avaliou o poder discriminante destas técnicas concluiu-se que a técnica de

SDS-PAGE 'fingerprinting' apresenta um poder discriminante superior à técnica de M13-PCR

'fingerprinting', quando aplicadas separadamente, conseguindo-se um aumento do poder

discriminante através da sua aplicação conjunta numa abordagem polifásica de caracterização

fenética. 

Para a caracterização funcional da diversidade existente foram estudadas actividades

enzimáticas com relevância enológica, tendo sido efectuado o 'screening' da colecção de 295

isolados de BAL para a presença da enzima maloláctica, de β-glucosidases, das enzimas da via

de degradação da arginina, da descarboxilase de tirosina e da descarboxilase de histidina.

Da caracterização do fenótipo enológico dos 295 isolados de BAL, concluiu-se que: (i) estes

isolados são capazes de efectuar a conversão de ácido L-málico em ácido L-láctico; (ii) as

actividades da tirosina e histamina descarboxilases são pouco frequente entre as BAL da RDD,

tendo apenas sido detectada actividade tirosina descarboxilase em 3 isolados da espécie

Lactobacillus brevis; (iii) as actividades correspondentes às enzimas β-glucosidase e arginina

desaminase foram detectadas em cerca de 50% dos isolados; (iv) o perfil fenotípico com

interesse enológico (mle+, β-glu+, arg-, tdc-, hdc-) é apresentado por estirpes de O. oeni

(69/227), Lactobacillus plantarum (6/6) e Lb. mali (12/19). 

Com base na análise integrada dos dados provenientes deste 'screening' fenotípico e da

caracterização fenética dos isolados, seleccionou-se um conjunto de 81 estirpes com

actividades enzimáticas com relevância enológica, representante da diversidade de cada

espécie presente na colecção de BAL em estudo. Após aplicação de 'gene-specific' PCR aos

genes associados a estas actividades enzimáticas e exclusão de discordâncias

fenótipo-genótipo, obteve-se um conjunto de 63 estirpes com concordância fenótipo-genótipo

e perfil enzimático enologicamente mais relevante (F1: mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), que

foram assumidos como representantes da diversidade da colecção de BAL da RDD e

caracterizados por ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura.

As 63 estirpes caracterizadas nestes ensaios foram agrupadas em 6 'clusters' distintos e,

ainda que se tenham observado diferenças na distribuição das estirpes de cada sub-região,

não se detectou qualquer associação significativa, indicando assim que a diversidade

fisiológica das estirpes de BAL responsáveis pela FML espontânea não parece evidenciar

qualquer padrão geográfico a nível interno da RDD. Paralelamente, efectuou-se uma

caracterização das 41 estirpes de O. Oeni incluídas neste conjunto, por análise de

macrorestrição, para definição do grupo genómico respectivo. Estas estirpes foram agrupadas
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de acordo com 13 grupos genómicos distintos, tendo o grupo genómico prevalente sido

detectado nas três sub-regiões da RDD. 

De acordo com o objectivo principal desta dissertação, e na sequência da estratégia adoptada,

procedeu-se à selecção de um subconjunto final de 17 estirpes de O. oeni da RDD que, sendo

representativas desta região de produção, possam constituir uma "carteira" de 'starters'

regionais para FML controlada. 

Tendo em consideração que a expressão de um determinado genótipo é normalmente

influenciada por factores extrínsecos e que o vinho constitui um ambiente peculiar, assume

relevância o estudo da transcrição de genes com interesse enológico em vinho e,

comparativamente em meio de cultura, em diferentes condições ambientais (v.g. pH, ácido

málico, etanol, SO2, temperatura). De facto, os resultados obtidos nos ensaios preliminares

da análise transcricional dos genes mleA, arcAC e tyrDC em vinho e meio de cultura, em

diferentes condições, apontam para a importância da avaliação dos transcritos dos genes com

relevância enológica como critério a usar na selecção de estirpes candidatas a cultura 'starter'. 

Assim, em trabalhos futuros, pretende-se aplicar a análise dos transcritos (de todos os genes

seleccionados) por RT-PCR convencional, e em tempo real para uma quantificação mais

exacta, a este conjunto de 17 estirpes de O. oeni. 

Também como trabalho futuro e no âmbito do projecto "Safebactowinebags" em curso,

pretende-se aplicar a técnica RAP-PCR (amplificação de cDNA com 'primers' arbitrários) na

caracterização destas e de outras estirpes candidatas a 'starter', através da selecção de

marcadores de cDNA com expressão diferencial e da caracterização de padrões de transcrição

impostos pelo meio (em ensaios cruzados entre vinhos e estirpes da RDD e de outras regiões

demarcadas (Dão, Ribatejo e Alentejo). Espera-se deste modo poder contribuir para o

esclarecimento da controvérsia 'starters' universais versus estirpes autóctones ('starters'

regionais).

Na área da identificação pretende-se ainda validar a identificação obtida para as espécies de

Lactobacillus, com recurso a metodologias fenotipicas e genotipicas não utilizadas na presente

dissertação.
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ANEXO
LISTA DE ESTIRPES

Estirpe Sub-região Subgrupo  Adega Amostra  Espécie

AI 001 CC CCII PQ 78 Oenococcus oeni

AI 007 CC CCII PQ 79 Oenococcus oeni

AI 009 CC CCII PQ 79 Oenococcus oeni

AI 011 CC CCII PQ 80 Oenococcus oeni

AI 012 CC CCII PQ 80 Oenococcus oeni

AI 015 CC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

AI 019 CC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

AI 020 CC CCII PQ 82 Oenococcus oeni

AI 028 CC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

AI 034 CC CCII ALEX 7 Oenococcus oeni

AI 038 CC CCII ALEX 8 Oenococcus oeni

AI 046 CC CCII ALEX 29 Oenococcus oeni

AI 048 CC CCII ALEX 29 Oenococcus oeni

AI 049 DS DSI BA 14 'Oenococcus oeni

AI 051 CC CCII QS 17A Oenococcus oeni

AI 055 CC CCII QS 19A Pediococcus parvulus

AI 057 CC CCII QS 19A Pediococcus parvulus

AI 058 CC CCII QS 20A Oenococcus oeni

AI 062 CC CCII QS 21A Oenococcus oeni

AI 063 CC CCII QS 21A Pediococcus parvulus

AI 065 CC CCII QS 22A Lactobacillus vaccinostercus

AI 066 CC CCII QS 22A Oenococcus oeni

AI 067 CC CCII QS 22A Lactobacillus vaccinostercus

AI 069 CC CCII QS 23A Oenococcus oeni

AI 070 CC CCII QS 23A Oenococcus oeni

AI 071 CC CCII QS 23A Lactobacillus mali

AI 072 CC CCII QS 23A Lactobacillus vaccinostercus

AI 075 CC CCII QS 24A Oenococcus oeni

AI 076 CC CCII QS 24A Lactobacillus mali

AI 077 CC CCII QS 24A Lactobacillus mali

AI 079 CC CCII QS 4'A Oenococcus oeni

AI 081 CC CCII QS 7'M Oenococcus oeni

AI 082 CC CCII QS 7'M Oenococcus oeni

AI 086 CC CCII QS 18'A Oenococcus oeni

AI 087 CC CCII QS cs' Oenococcus oeni

AI 092 CC CCII QS 4A Oenococcus oeni

AI 093 CC CCII QS 4A Lactobacillus mali

AI 095 CC CCII QS 17A Oenococcus oeni

AI 098 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

AI 099 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 100 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 101 DS DSII JVF 1 Pediococcus parvulus

AI 102 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 103 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 110 DS DSIII PQ 72 Oenococcus oeni

AI 111 BC BCIV PQ 73 Lactobacillus mali

AI 113 CC CCII PQ 76 Oenococcus oeni

AI 114 CC CCII PQ 76 Lactobacillus mali

AI 115 CC CCII PQ 77 Lactobacillus mali

AI 119 BC BCIII QP 2 Lactobacillus hilgardii 
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AI 121 BC BCIII QP 3 Oenococcus oeni

AI 123 BC BCIII QP 9 Oenococcus oeni

AI 124 BC BCIII QP 9 Oenococcus oeni

AI 125 BC BCIII QP 10 Oenococcus oeni

AI 126 BC BCIII QP 10 Oenococcus oeni

AI 127 BC BCIII QP cim2 Oenococcus oeni

AI 130 BC BCII RG 13 Oenococcus oeni

AI 132 BC BCII RG 13 Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 133 BC BCII RG 13 Lactobacillus brevis

AI 135 BC BCII RG 14 Oenococcus oeni

AI 138 BC BCII RG 19 Oenococcus oeni

AI 140 BC BCII RG 31 Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 141 BC BCII RG 6b Oenococcus oeni

AI 143 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 144 BC BCII RG 11 Oenococcus oeni

AI 149 DS DSIII PQ 70 Oenococcus oeni

AI 151 DS DSIII PQ 72 Oenococcus oeni

AI 153 DS DSIII PQ 72 Lactobacillus mali

AI 156 CC CCII PQ 75 Oenococcus oeni

AI 157 CC CCII PQ 76 Lactobacillus mali

AI 163 CC CCI BA 7 Oenococcus oeni

AI 165 CC CCI BA 15 Oenococcus oeni

AI 168 CC CCI BA 15 Pediococcus parvulus

AI 171 DS DSI BA 14' Oenococcus oeni

AI 174 DS DSI BA 18' Pediococcus parvulus

AI 175 DS DSI BA 18' Oenococcus oeni

AI 176 DS DSI BA 18' Pediococcus parvulus

AI 178 CC CCII QS 18' Oenococcus oeni

AI 183 BC BCI VIRG 24 Oenococcus oeni

AI 186 BC BCI VIRG 13' Oenococcus oeni

AI 189 BC BCI VIRG 14' Oenococcus oeni

AI 190 BC BCI VIRG 15' Oenococcus oeni

AI 197 BC BCI VR 14' Lactobacillus casei/paracasei/zeae

AI 202 BC BCI VR 20' Oenococcus oeni

AI 205 BC BCI VR 21' Oenococcus oeni

AI 206 BC BCI VR 21' Oenococcus oeni

AI 207 BC BCI VR 72' Lactobacillus brevis

AI 210 BC BCI VR 73' Oenococcus oeni

AI 212 BC BCI VR 75' Oenococcus oeni

AI 213 CC CCII ALEX 27 Oenococcus oeni

AI 217 CC CCII ALEX 28 Oenococcus oeni

AI 218 CC CCII ALEX 28 Oenococcus oeni

AI 221 CC CCII ALEX 7 Lactobacillus mali

AI 222 CC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus

AI 223 CC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus

AI 224 CC CCII ALEX 9 Oenococcus oeni

AI 225 CC CCII ALEX 9 Pediococcus parvulus

AI 228 CC CCII QS 5'A Oenococcus oeni

AI 231 CC CCII QS 5'A Oenococcus oeni

AI 235 CC CCII QS 7A Oenococcus oeni

AI 238 CC CCII QS 7A Oenococcus oeni

AI 240 CC CCII QS 20A Oenococcus oeni

AI 241 CC CCII QS 21A Oenococcus oeni

AI 242 CC CCII QS 21A Lactobacillus mali

AI 243 CC CCII QS 22A Oenococcus oeni

AI 244 CC CCII QS 24A Oenococcus oeni

AI 247 BC BCI VR 17' Oenococcus oeni

AI 249 BC BCI VR 20' Lactobacillus brevis

AI 250 BC BCI VR 20' Lactobacillus brevis

AI 252 BC BCI VR 73' Lactobacillus brevis

AI 255 BC BCII RG 11' Oenococcus oeni

AI 259 BC BCII RG 13' Oenococcus oeni

Estirpe Sub-região Subgrupo  Adega Amostra  Espécie
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AI 262 BC BCII RG 17' Lactobacillus brevis

AI 265 BC BCII RG 17' Oenococcus oeni

AI 269 BC BCII RG 19' Oenococcus oeni

AI 271 BC BCII RG 22' Oenococcus oeni

AI 272 BC BCII RG 22' Oenococcus oeni

AI 274 BC BCII RG 19' Oenococcus oeni

AI 278 BC BCII RG 6'b Oenococcus oeni

AI 279 BC BCII RG 6'b Oenococcus oeni

AI 282 BC BCII RG 31' Oenococcus oeni

AI 284 BC BCII RG 31' Oenococcus oeni

AI 285 BC BCII RG 32' Oenococcus oeni

AI 286 BC BCII RG 32' Oenococcus oeni

AI 288 BC BCII RG 35' Oenococcus oeni

AI 289 BC BCII RG 35' Oenococcus oeni

AI 294 CC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

AI 295 CC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

AI 296 BC BCI VR 14' Oenococcus oeni

AI 297 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni

AI 301 BC BCI VIRG 16' Oenococcus oeni

AI 306 BC BCI VIRG 17' Oenococcus oeni

AI 311 BC BCI VIRG 18' Oenococcus oeni

AI 316 BC BCI VIRG 19' Oenococcus oeni

AI 321 BC BCI VIRG 20' Oenococcus oeni

AI 323 BC BCI VIRG 24' Oenococcus oeni

AI 325 BC BCI VIRG 24' Oenococcus oeni

AI 329 CC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

AI 331 BC BCI VR 17' Pediococcus parvulus

AI 332 BC BCI VR 17' Pediococcus parvulus

AI 333 BC BCII RG 11' Pediococcus parvulus

AI 334 BC BCI VR 14' Pediococcus parvulus

AI 335 BC BCI VR 14' Pediococcus parvulus

AI 337 BC BCI VR 75' Oenococcus oeni

AI 340 CC CCIII PQ 61 Oenococcus oeni

AI 341 CC CCIII PQ 61 Oenococcus oeni

AI 342 CC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni

AI 343 CC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni

AI 345 CC CCIII PQ 64 Oenococcus oeni

AI 346 CC CCIII PQ 64 Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 347 CC CCIII PQ 65 Leuconostoc mesenteroides

AI 348 CC CCIII PQ 65 Oenococcus oeni

AI 349 CC CCIII PQ 66 Oenococcus oeni

AI 350 CC CCIII PQ 66 Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 351 BC BCII RG 6b Oenococcus oeni

AI 352 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

AI 353 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

AI 354 BC BCI VR 14 Lactobacillus casei/paracasei/zeae

AI 355 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

AI 356 BC BCI VR 17 Oenococcus oeni

AI 357 BC BCI VR 17 Oenococcus oeni

AI 358 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 359 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 360 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 361 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 362 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

AI 364 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

AI 366 CC CCII PQ 84 Oenococcus oeni

AI 367 CC CCI BA 7 Pediococcus parvulus

AI 368 BC BCII RG 13' Pediococcus parvulus

AI 369 CC CCII QS 4'A Pediococcus parvulus

AI 371 CC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus

AI 372 CC CCII ALEX 8 Pediococcus parvulus

AI 375 CC CCII ALEX 28 Pediococcus parvulus

Estirpe Sub-região Subgrupo  Adega Amostra  Espécie
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AI 376 CC CCII QS 4A Oenococcus oeni

AI 377 CC CCII QS 5A Oenococcus oeni

AI 378 CC CCII QS 5A Oenococcus oeni

AI 379 CC CCII QS 17A Lactobacillus brevis

AI 380 CC CCII QS 17A Oenococcus oeni

AI 383 CC CCII QS 18A Oenococcus oeni

AI 384 CC CCII QS 18A Oenococcus oeni

AI 387 BC BCI VIRG 6 Oenococcus oeni

AI 390 BC BCI VIRG 7 Oenococcus oeni

AI 393 BC BCI VIRG 10 Oenococcus oeni

AI 395 BC BCI VIRG 14 Oenococcus oeni

AI 399 BC BCI VIRG 16 Oenococcus oeni

AI 400 BC BCI VIRG 16 Oenococcus oeni

AI 401 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni

AI 403 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni

AI 405 BC BCI VIRG 0 'Oenococcus oeni

AI 406 BC BCI VIRG 0 'Oenococcus oeni

AI 407 BC BCI VIRG 0 'Oenococcus oeni

AI 409 BC BCI VIRG 0 'Oenococcus oeni

AI 410 BC BCI VIRG 6 'Oenococcus oeni

AI 413 BC BCI VIRG 7 'Oenococcus oeni

AI 423 BC BCI VIRG 9 'Oenococcus oeni

AI 427 BC BCI VIRG 12' Oenococcus oeni

AI 433 BC BCIV PQ 73 Oenococcus oeni

AI 435 CC CCII QS 7M Oenococcus oeni

AI 438 CC CCII QS cas Oenococcus oeni

AI 439 CC CCII QS cas Oenococcus oeni

AI 440 DS DSI BA 14 Oenococcus oeni

AI 442 DS DSI BA 16 Oenococcus oeni

AI 443 DS DSI BA 16 Oenococcus oeni

AI 445 DS DSI BA 18 Lactobacillus brevis

AI 446 DS DSI BA 18 Oenococcus oeni

AI 447 DS DSI BA 18 Oenococcus oeni

AI 449 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni

AI 450 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 453 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni

AI 454 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni

AI 455 BC BCIII QP 3 Oenococcus oeni

AI 457 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni

AI 458 BC BCII RG 35 Oenococcus oeni

AI 459 BC BCII RG 35 Oenococcus oeni

AI 460 BC BCII RG 35 Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 461 BC BCII RG 6b Lactobacillus plantarum/paraplantarum

AI 462 CC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni

AI 463 CC CCIII PQ 63 Oenococcus oeni

AI 464 CC CCIII PQ 63 Oenococcus oeni

AI 467 BC BCIV PQ 74 Oenococcus oeni

AI 468 BC BCII PQ 67 Oenococcus oeni

AI 472 BC BCII PQ 69 Lactobacillus brevis

AI 473 DS DSIII PQ 70 Pediococcus parvulus

AI 474 DS DSIII PQ 71 Oenococcus oeni

AI 475 DS DSIII PQ 71 Oenococcus oeni

AI 477 BC BCIV PQ 73 Leuconostoc mesenteroides

AI 480 CC CCII PQ 75 Oenococcus oeni

AI 481 CC CCII PQ 77 Lactobacillus mali

AI 482 CC CCII PQ 77 Lactobacillus mali

AI 494 BC BCII PQ 68 Oenococcus oeni

AI 495 BC BCII PQ 68 Oenococcus oeni

AI 498 BC BCII PQ 69 Oenococcus oeni

AI 500 CC CCV TAB I Oenococcus oeni

AI 501 CC CCV TAB I Oenococcus oeni

AI 521 CC CCV TAB M218 Oenococcus oeni

Estirpe Sub-região Subgrupo  Adega Amostra  Espécie



179

AI 538 CC CCV TAB M220 Oenococcus oeni

AI 565 CC CCV TAB M222 Oenococcus oeni

AI 583 CC CCV TAB F218 Oenococcus oeni

AI 602 CC CCV TAB F220 Oenococcus oeni

AI 619 CC CCV TAB F221 Oenococcus oeni

AI 633 CC CCV TAB F222 Oenococcus oeni

AI 653 CC CCIV PORT I Oenococcus oeni

AI 655 CC CCIV PORT I Oenococcus oeni

AI 657 CC CCIV PORT M1370 Oenococcus oeni

AI 662 CC CCIV PORT M1373 Oenococcus oeni

AI 675 CC CCIV PORT M1375 Oenococcus oeni

AI 680 CC CCIV PORT M1380 Oenococcus oeni

AI 687 CC CCIV PORT F1370 Oenococcus oeni

AI 704 CC CCIV PORT F1373 Oenococcus oeni

AI 713 CC CCIV PORT F1375 Oenococcus oeni

AI 731 CC CCIV PORT F1380 Oenococcus oeni

AI 756 DS DSI BA 12 Oenococcus oeni

AI 757 DS DSI BA 12 Oenococcus oeni

AI 761 CC CCI BA 62 Oenococcus oeni

AI 762 CC CCI BA 62 Oenococcus oeni

AI 763 DS DSI BA 7 'Oenococcus oeni

AI 767 CC CCI BA 62' Oenococcus oeni

AI 776 BC BCIII QP cs Oenococcus oeni

AI 777 BC BCIII QP cs Oenococcus oeni

AI 779 BC BCIII QP ta Oenococcus oeni

AI 781 BC BCI VR 27 Oenococcus oeni

AI 782 BC BCI VR 32 Oenococcus oeni

AI 784 BC BCI VR 33 Oenococcus oeni

AI 785 BC BCI VR 45 Oenococcus oeni

AI 787 BC BCI VR 53 Oenococcus oeni

AI 788 BC BCII RG 1 Oenococcus oeni

AI 790 BC BCII RG 1 Oenococcus oeni

AI 791 BC BCII RG 6 Oenococcus oeni

AI 792 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni

AI 793 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni

AI 794 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni

AI 795 BC BCII RG 36 Oenococcus oeni

AI 796 BC BCII RG 36 Oenococcus oeni

AI 797 BC BCII RG 37 Oenococcus oeni

AI 798 BC BCII RG 64 Oenococcus oeni

AI 799 BC BCII RG 36' Oenococcus oeni

AI 800 BC BCII RG 64 'Oenococcus oeni

AI 802 BC BCII RG 06' Oenococcus oeni

AI 803 BC BCII RG 24' Oenococcus oeni

AI 804 BC BCII RG 37' Oenococcus oeni

AI 807 CC CCII PQ 37 Oenococcus oeni

AI 809 CC CCII PQ 38 Pediococcus parvulus

AI 810 CC CCII PQ 39 Oenococcus oeni

AI 811 CC CCII PQ 39 Pediococcus parvulus

AI 813 CC CCII PQ 43 Oenococcus oeni

AI 814 CC CCII PQ 44 Oenococcus oeni

AI 815 CC CCII PQ 45 Oenococcus oeni

AI 817 CC CCII PQ 48 Oenococcus oeni

AI 819 CC CCII PQ 49 Oenococcus oeni

AI 821 DS DSI BA 10' Oenococcus oeni

AI 822 DS DSI BA 12' Oenococcus oeni

AI 824 BC BCIII QP vt5 'Lactobacillus brevis

AI 825 BC BCII RG 36 Lactobacillus brevis

AI 828 CC CCII PQ 41 Oenococcus oeni
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