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' RESUMO

Neste trabalho, fol estudado o' efeito do etanol e dos 4cidos decandico,
e“dodecanéico no crescimento e na actividade ‘malolactica de: ima egtirpe:
de: Leuconostoc oenos, O etanol, nas concentracées normalmente p‘i"esentes
no’vinho, inibe o crescimento  celular; mas parece nio exercer: qualquer
efeito sobre & actividade da enzima malolactica.- Contudo, os efeitos ‘que,
exerce sobre a permeabilidade da membrana celular, destruindo a barreira
de proteccéo da célula, conduzem a uma inibicdo da enzimg pelo pH do meio.

Os 4cidos. gordos. exercem efeitos diferentes . conforme as concen-'
tracdes em que estio prescites no melo; Em concentracdes baixas, parecem
funcionar como factores de crescimento induzinde uma estimulacfo tanto
do crescimento. como: da- actividade “enzimética. Concentragbes -mais ele-
Vadas (dependendo. da extensdo da cadeia carhonada. do amdo) tornam-ge
inibidoras, A forma téxica & a forma molecular, o que indica que. 08
acidos. entram na célula sob a forma nao dissociada.

Por outro lado, & demonstrado o efeito estimulants do #cido malico
no-metabelismo de L. cenos ‘em: condicdes adversas. Km meios carencigdos
nutricionalmente e de. pH. baixo, como é o -cago do vinho, o-4cido. malico
Parece estar na origem de uma producéo adicional de energia pelas bactérias.

Palavmg chave Fermentagao mslolactlca, Leuconostoc ‘oenos;  acido-
maélico; ; :

Mots  elés: Fermentation ‘malolactique;  Leuconostoc: oenos, acide
malique,. B ‘ '
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INTRODUCAQ

Tem sido considerado que a fermentacdo  dos agclicares
fornece a energia para a formacdo da biomassa necessiria &
degradacdo do 4cido malico aquando da fermentacio malolactica
dos vinhos (Radler, 1976), enquanto que a degradacio do acido
malico conduziria apenas a um aumento de pH do meio tornado-o
mais favdrével 20 crescimento bacteriano (Radler,; 1975). Entre-
tanto varios trabalhos vém sugerindo um papel diferente para
a fermentacdo malolictica. Assim, Henick-Kling et al. (1991)
referem uma reduzida taxa de utilizacdo da glucose por Lacto-
bacillus plantarum que parece preferir o malato como fonte
de energia, especialmente a pH baixo. Salou et al. (1991) e
Loubiere et al. (1992) sugeriram que a fermentacio malolictica
por Leuconostoc oenos pode desempenhar um papel como for-
necedora adicional de energia. Aqueles autores observaram um
ganho energético no metabolismo da glucose o que explicaria
o efeito estimulante do acido malico no crescimento.

Em trabalho anterior por nés realizado (Firme et al. 1922)
é demonstrada de forma clara, a estimulacio do crescimento e
da degradagio dos aglicares por L. oenos em presenca de 4cido
mélico. Estes fendmenos estfio na origem de um apreciivel
aumento nos rendimentos molares de degradacio da glucose.

Neste trabalho fomos estudar o efeito da constituicdo do
meio e das condi¢Ges de arejamento no metabolismo dos acticares
e 0 papel desempenhado pelo dcido malico nessas condicdes, no
sentido de tentar compreender as observacbes anteriores e
verificar o que se passa em condicBes préximas das do vinho,
portanto a pH baixo e em condigGes de caréncias nutricionais.

- Por outro lado, tem sido demonstrada a existéncia de anta-
gonismo entre leveduras e bactérias lacticas, tanto em mostos
e vinhos como em meios sintéticos (Lonvaud-Funel e Desens,
1988). A inibicdo das bactérias lacticas pela accdo das leveduras
é considerada como o resultado do esgotamento ‘de nutrientes
ou producdo de compostos inibidores por estes microrganismos.
Os acidos gordos de cadeia média, sdo toxicos tanto para as
leveduras como para as bactérias lacticas. Sdo sobretudo acidos
carboxilicos de cadeia média (C; a C,.) e respectivos ésteres
etilicos, aldeidos e cetonas. Sdo responsiveis pela. diminuicdo
tanto da taxa de crescimento como da velocidade de degradacdo
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do 4cido malico: O seu efeito depende da presenca de compostos: |
macromoleculares no meio, tal como «yeast goastsy que parecem
adsorver ‘os ‘Acidos gordos (Edwards e Beelman; 1987).

Um dos objectivos deste estudo é clarificar o efeito do
ctanol e dos 4cidos decandico e dodecandico, os acidos gordos
mais frequentemente encontrados no vinho, na taxa de cres:
cimento e na actividade malolictica de suspensoes celulares de
uma estirpe de Leuconostoc oenos isolada de vinhos portugueses.

MATERIAL E METODOS
Esiudo do efeito do dcido malico

Bactérias e condigbes de cultura — Foi usada uma estirpe
comercial de Leuconostoc oenos, GM (Microlife Technis, Sarasota,
Florida) que foi eultivada em meio de Carr modificado contendo
em gl-1 de agua destilada: extracto de levedura, 4; casami-
noacids, 5; KH,PO,, 0.6; KCl, 0.45; CaCl,, 0.13; MnSO,, 0.003
e -MgSO0,, 0.131. Numa das experiéncias para eliminar a inter-
feréncia do extracto de levedura, este foi substituido por «yeast
nitrogen bases. Nos casos em que se pretendia estudar o meta-
bolismo . do “4cido malico foram adicionados 5gll de 4cido
malico. O pH do meio foi ajustado a 3.5 ou 4.8. O meio foi
distribuido por baldes de Erlenmeyer de 250 ml, contendo 150 mi -
de meio, ou garrafas de 500 ml, contendo 450 ml de meio. Apbs.
esterilizagio durante 15 minutos g 121°C, o meio foi adicionado
de 2g 11 de glucose, frutose ou arabinose, a partir de solugbes
previamente -egterilizadas. As concentractes ‘de aclcar foram
egcolhidas de ‘acordo com 08 teores normais do vinho. As con-
digdes de aerobiose foram conseguidas pela agitagio constante
dos baldes contendo esferas de vidro e fechados com rolhas
de algoddo cardado. As atmosferas de N, foram conseguidas
fazendo borbulhar o gis, durante um espaco de tempo previa-
mente  determinado. para atingir a saturagao As experiéncias
foram efectuadas a 25°C.

Preparagdo do imdculo ¢ controlo do crescimento — O inéculo
foi preparado por multiplica¢do no meio referido acima a 25°C,
por 2 dias, de uma cultura stock mantida a —20°C. As células
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foram centrifugadas a 2000 g por 10 min, lavadas e resuspen-
didas num pequeno volume de meio de cultura. A concentracio
do inéculo foi de 0.08, 0.10 ou 0.15 mg ml-1 em peso seco, depen-
dendo das experiéncias.

O controlo do crescimento foi efectuado por leituras regu-
lares da absorvancia a 600 nm sendo usada uma curva de cali-
bracido de peso seco de células versus absorvancia.

© Métodos anal@twoo——-As concentracoes de glucose, frutose;
acidos L-mélico, D- e L-lactico e acético foram determinadas
enzimaticamente (Bergmeyer, 1971) usando anilise em fluxo
continuo segmentado (Skalar Analytical B. V., Breda, Holanda).
As concentragles iniciais e finais foram sempre comparadas.
O glicerol foi determinado enzimaticamente usando o «Test
Combination Kits de Boeheringer Mannheim. O etanol foi deter-
minado por cromatografia de gas em «head space» usando um
detector de ionizacdo de chama e uma coluna de vidro Perma-
bond (FFAP-DF 0.25, de 25 m de comprimento X 0.32 mm i.d.).

Estudo do efeito do etanol e dcidos gordoes

Os ensaios de crescimento foram realizados a 30° C a
pH 4.5 em meio FT80 modificado (Cavin et al. 1988). O cres-
cimento foi seguido pela avaliacio da transmitancia a 600 nm
num espectrofotémetro de visivel. Foi utilizada uma estirpe de
L. oenos CTQB M3 isolada de vinhos portugueses.

As suspensoes celulares, em tampio fosfato pH 6, 0.2 M'
foram obtidas a partir de culturas crescidas em CSTR (reactor
continuamente agitado), estabilizado perto do final da fase :
exponencial de crescimento (D = 0.11 h-1),

A actividade malolactica foi determinada por medi¢do mano-
métrica do CO, libertado pela descarboxilacio do 4cido L-méalico
num aparelho de ‘Warburg (Umbreit et al., 1964). A mistura
de reaccdo é composta por uma solugio fosfato a pH 3 e 4cido
L:malico 50 mM. :

Em ambos os casos os 4cidos gordos foram dissolvidos em
etanol a 99'% e diluidos de modo a que a concentragdo final
em etanol fosse de 4.9%.
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' RESULTADOS E DISCUSSAO

I —Efeito do etanol e dos dcidos: gordos no crescimento e actividade
maloldctica

O etanol parece nio afectar significativamente a actividade
malolactica de suspensdes celulares para concentracdes inferiores
a 129 a pH 3. Concentracoes superiores inibem progressiva-
mente essa actividade até que esta se anula a 18% de etanol.
Outro ensaio revelou que o efeito do etanol, nas mesmas con-
centragoes, € negligenciavel a pH 5 (Fig, 1). :

0,3

(umol/min.mg)
N

-Actividads Malolactica
e

0 T r— —
0 5 10 15 20
Etanol (%) :
Fig. 1-—Efeito do. etanol na. actividade malolactiea de suspensdes
celulares™ de: Leuccnostoc  oenos.

Effect de Vétanol sur Tactivite malolactique de suspensions cellulaires
de  Leuconostoc: .0énos. : .

@ pH 3 —-—D— pH 5

A pH 3 (o pH 6ptimo de actividade para células - 1nte1ras)
0 etanol parece ngo afectar s1gn1f1cat1vamente a actividade malo-
lactlca de suspensdes celulares O etanol estard na or1gem de
uma permeabiliza¢do progressiva da membrana cﬂ:oplasmatma



da célula a qual facilitard o transporte do 4cido malico, o que
se traduz pelo aumento da actividade observado. Para con-
centrages mais.clevadas parece verificar-se uma desagregacio
da membrana e a enzima ¢é inibida pelo pH do meio. A pH 5
(o pH optimo da enzima), ndo se verifica este efeito de pH e
a actxwdade malolictica nao parece afectada pelo etanol.
 Verificou-se por outro lado, que a taxa de crescimento é
fortemente dependente da concentracio de etanol no meio:
embora o efeito de 2'% de etanol seja desprezavcl com etanol
a 49 a inibicdo do crescimento é Jja mensurével (Capucho e
San Roméo, 1993). Resultados posteriores confirmam que, con-
trariamente ao- encontrado por outros autores (Lonvaud-Funel
e Desens, 1990), nfo se observa um eatlmulo da taxa. de cres-
cimento a baixas concentracdes de etanol.

Assim, o etanol parece nio exercer qualquer efeito sobre
a actividade mas os seus efeitos sobre a membrana traduzir-se-io
por uma inibicfio da taxa de de radaeao do 4cido mahco devida
20 'pH:do meio. :

Os primeiros trabalhov por nés roahzados com suspensfes
celulares indicam que a actividade malolactica da estirpe aumenta
com o aumento: ‘da concentracio de 4cido (C,, ou Ciz) até se
atingir um maximo e depois diminui até se anular (Capucho
e San Romao 1991). Resultados semelhantes foram obtidos nos
ensaios de crescimento: este é favorecido por baixas concen-
tragdes de 4cido carboxilico sendo claramen’ce diminuido quando
essa concentracio aumenta (Fig. 2). '

‘As concentracBes para as quais se verificaram os efeitos
acima referidos sio mais baixas no caso do 4cido dodecanéico,
0 que estd directamente relacionado com a toxidade  relativa
dos dois acidos a qual aumenta com o tamanho da respectiva
cadeia alifatica (Freese et al. 1973). :

A estimulacéo observada inicialmente pode ser atribuida a
alteracbes da permeabilidade da membrana, devido & insercao
dos acidos gordos, com um consequente aumento do transporte
do 4cido malico para o interior da célula.

Trabalho posterlor (Capucho et al. 1992) sobre o efeito
destes Acidos permltm propor um mecanismo  explicativo dos
efeitos descritos acima. Foi observada uma clara dependéncia
do efelto do acido decanmco na actividade malolactica do pH
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‘Fig. 2= Efeito do 4cido dodecanéico no crescimento
- de- Liewconostoc: 0enos. !

Effect de Pacide dodecanoique: sur. la croissance
de- Leuconostoc 0enos.

@ 0 mg/] —~{ = 1mg/1 = 1,5 mgy/1
—O—2mg/l.  —a&—5mg/l  —{—10mg/!

do meio. Quando o pH decresce o efeito do 4cido aumenta
(Tabela 1). Estes resultados indicam que a forma activa do
acido é a espécie molecular, Assim, os 4cidos gordos -entram
na ‘célula devido & sua solubilidade nos fosfolipidos da mem-
brana, como moléculas nio dissociadas, que se desprotonam no
interior acidificando o citoplasma da célula, com a consequente
diminuicio do pH intracelular. Esta alteragio de pH poderé
afectar a actividade da enzima malolictica. As experiéncias
realizadas com extractos brutos mostram que os 4cidos gordos
nfo alteram a actividade enzimatica, o que ests de acordo com
a hip6tese anterior (resultados nio apresentados). A deter-
minacdo do pH interno da célula bacteriana na presenga ‘dos
acidos gordos; podera permitir a conﬂrmagao do mecanlsmo
proposto. ‘ ‘ L
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TABELA 1

Actividade ‘maloldctica  (wmol/min.mgps) a diferentes
valores- de' pH em presenca ‘de 0,10 e 20 mg/l
de ‘acido-decandico,

Activité malolactique ( pmol/minmgps) o - différents
PH en presence de 0, 10 e 20 myg/l dacide décanoigue

Acido decandico

pH

0 mgjl 10 mzfl 20' mg/l
3 0:402 ©0.533 0.060
5 0:298 0.286 10.397
6 0.128 0.130 0:123

Quando-se inicia a fermentacéo malolatica. (FML) no vinho
a . concentracdo de etanol é cerca de 12% e o pH da ordem
de 3.4-3.5, dependendo do vinho. Ainda que - estas -condicbes
sejam adversas ao desenvolvimento da flora microbiana, nas
nossas condigdes, a degradagdo do acido L-mélico ndo é signi-
ficativamente  afectada. ‘Assim a utilizacio de indeculos comer-
ciais com elevada concentrac¢do celular e suficiente actividade
deverd permitir o desencadear da FML.

II — O papel do dcido mdlico — Energética da FML

O extracto de levedura, a frutose e as condicbes - de  anae-
robiose favorecem o crescimento celular, o que confirma resul-
tados anteriores (Firme et al. 1992). A taxa de degradacio
‘do 4cido malico ndo foi neste caso influenciada pela atmosfera,
‘parécendo assim' que em condicGes favoraveis de crescimento,
'0s aclcares sao consumidos e a velocidade de degradacdo do
4cido malico é dependente da biomassa formada (Fig. 3a).
‘Com «yeast nitrogen bases, e a pH 3.5, apenas se verificou um
ligeiro crescimento e o 4cido malico foi mais intensamente con-
sumido em anaerobiose (Flg '3b). Os produtos formados no
‘metabolismo dos aclicares estiveram de acordo com os espe-
‘rados numa heterofermentacio (Tabela 2).

Para explicar os fenémenos de ‘estimulacio. observados,
foram calculadas as taxas de energia produzida. Assim, tendo
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... TABELA 2

- Influéncia  do pH € das condigdes dearejamento nos. produtos formados
(mmolmmol*! de agiicar) no- metabolismio - dos aglicares por Leuconosioc
oenocs, ern presenca de Acido malico: (*) .

. Influence. dw pH et des  conditions d’aération dw- miliew dans les ‘produits

“formés. (mmolmmol’ ! de sucre) dans: le. méiabolisme des sucres

arLeuconostoc. cenos, en présence d’acide maligue
3

Acide lactico Acido acético Etanol Glicerol

T 2 1 2 o 2 1 2

e Ar. nod. . 0.85 0.92° 042 0.50 . 0.30 0.13: - 0.10
Glucose

N, 1.15 0.87 069 . 0:27 - 036 :0.71 0.05- . 0.02
Ar n. d. 0.74 \ 0,52 0.80 0.29 012 0.11 = -0.07

Frutese g
: N, 0.68 0.45 0,46 0,73 0.12 - 0,12 0.02 0,08

(*) - O CO, nfo foi determihado. 1 —pH 3.5; concentragdo de inéculo

0.1 mg ml-!. 2 pH 4.8; concentragio de inééulo 0.15mg m!-!. n.d. —néo
detectado.

Le CO, w'a pas été determiné. I — pH 8.5; concentration de Pinoculum

0.1 ingmlT, 2 — pH }.8; concentralion de Pinoculum 0.15 mgml- T n.d —

- noy déteclé.

em atencio o comportamento heterofermentativo de L 0enos
(Gavie, 1986) foi assumido que é formada uma molécula de ATP
por: molécula de glucose degradada (Mostafa e Colhns, 19€8).
~ Nas nossas condigSes os rendimentos em ATP (Y,.,) no meta-
bolismo da glucose foram préximos de 10, correspondendo &
formagio de uma molécula de ATP por molécula de glucose
metabolizada, o que estd de acordo com os valores normalmente
aceites (Bauchop e Elsden, 1960). Em presenca de 4cido malico
esses valores foram superiores, corfespondendo a um aumento
na formacdo de ATP, sendo ainda estimulados para valores
baixos de pH e em meio carenciado nutricionalmente (Fig. 4).

Segundo. estes resultados, admitimos que em condicdes -
adversas de meio, como é o caso do vinho, as bactérias se
adaptam' a um mecanismo que ‘lhes permite obter um rendi-
mento em ATP por mole de agicar metabolizado, maior do
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Fig. 4 — HEfeito do acido malico e das condigdes de pH e arejamento
do meio na producfo.de ATP.por Leuconosto¢ oenos.

Effect de Pacide malique et des conditions de pH et aemtzon du_milieu
sur la production &ATP. par Leuconostoc oenos.

que aquele que € obtido em condigGes favoraveis de crescimento.
A frutose e o oxigénio, actuando como aceitadores adicionais
de electrdes, permitem um maior ganho energético. Em. anae-
robiose, contudo, ser o acido mahco que estara na or1gem d0‘
aumento de energla observado.
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RESUME

Effect de quelques metabolites de la fermentation alcoolique
sur la croissance et Pactivité d'une souche de Leuconostoc oerios.
Réle de I'acide malique

Ce travail a pour étude l'effet de I'éthancl et des acides décanoigue
et dodécanoique sur la croissance et l'activité malolactique d’une  souche
de Leuconostoc oenos. L’éthanol aux- concentrations du vin inhibe. la crois-
sance, mals: il semble: sans effets-sur lactivité de Tenzyme malolactique.
Toutefois, les effets quil exerce sur la perméabilité membranaire, . élimi-
nant la barriére -de protection de la. cellule;, entrainent une: inhibition de
I'enzyme par le: pH du milieu.

Les acides gras exercent des effets différents selon leurs concentrations.
Aux concentrations les moins élevées ils: stimulent la croissance et Vactivité
enzimatique, tandis ' que pour: celles les -plus eléevées 'ils - semblent . avoir
un- effet inhibiteur. .L’espéce toxique est I"espéce moléculaire ce qui-indique
que-ces:acides entrent dans la’cellule sous la forme non . digsociée.

Par ailleures, P'effet de l'acide malique dans des conditions de culture
difficiles a -aussl €té étudié. Dansg les milieux pauvres et & des. pH: bas,
comme c'est le cas dans les vins, Yacide malique est ‘& l'origine d'une
production "accrue d'énergie pendant le métabolisme des’ sucres.

SUMMARY

Effect of some metabolites of alcoholic fermentation on growth
and activity of Leaconostoc oenos.
The malic acid role

The purpose .of this work is to study the effect of both ethanol and
decanoic and dodecanoic acids on the growth and on the malolactic activity
of-a - Leuconostoc -oenos -strain-isolated from  red ‘wine of Portugal Our
results point. out that ethanol in concentrations hear: of those present: in
wine, has a non significant effected on malolactic activity. However, its
effects on the membrane permeability leads to a decrease of the efficiency
of the celle protection, and ‘an inhibition of the enzyme activity by the:
low: pH of the wines is observed.

The fatty acids effect depends on its concentration; at low -con-
centration they seem to act ‘as growth factors stimulating also malolactic
activity; “at higher ‘concentrations they. exert an inhibitory ~effecti The
uridissociated molecule ‘is: the  active form suggesting that fatty: acids
enter the cell as undissociated molecules.

~Furthermore the malic acid influence on' the growth and metabolism
of L. oenos was also studied. Malic acid clearly stimulates bacterial growth,
allowing -an increase in  the yields of ATP production.” Results suggest
that under adverse conditions' cells ‘are not-able to grow and malic acid:
degradation supplies additional energy production during.sugars metaholisni..
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