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CAPITOL 1. INTRODUCCIO

1 ELS BACTERIS LACTICS DEL VI

La importancia dels bacteris lactics en enologia resideix tant en la seva capacitat
d'afectar la qualitat final del vi aixi com en les implicacions economiques que de la seva
actuacio es deriven (Wibowo ef al., 1985). Pasteur (1873) considerava que la preseéncia
de bacteris lactics en vi disminuia la seva qualitat i causava per aixo perjudicis
economics. Miiller-Thurgau fou el primer investigador en adonar-se de que el seu
creixement al vi possibilitava la reduccio de I'acidesa i amb aixd es beneficiava la seva

qualitat sensorial (Wibowo, 1985; Davis ef al., 1988).

1.1 SITUACIO TAXONOMICA

'Els bacteris lactics sén un grup de microorganismes forga heterogenis des d'un punt
de vista morfologic 1 fisiologic. Les seves caracteristiques generals principals son el ser-
heterotrofs, quimio-organotrofs, Gram +, immobils, no esporulats 1 anaerobis, anaerobis
facultatius o microaerofils. No posseeixen catalasa, nitrit reductasa ni citocrom oxidasa.
A més, produeixen quantitats abundants d'acid lactic per fermentacio de substancies
hidrocarbonades (Holt et al., 1994). Els cinc géneres de bacteris lactics presents al vi,
acceptats actualment sén els recollits a la taula 1.1 (Roissart i Luquet, 1994; Dicks,
1995; Dicks et al., 1995; Schieiffer i Ludwig, 1996; Stiles i Holzapfel, 1997).

Geénere Metabolisme de Morfologia Agrupaci6 cel-lular
carbohidrats

Lactobacillus Homo/heterolactic Bacil-lar Aparellats o cadenes

Pediococcus Homolactic Coccoidal Tétrades

Leuconostoc  Heterolactic Coccoidal Aillats o cadenes

QOenococcus  Heterolactic Coccoidal Aillats o cadenes

Weissella Heterolactic Bacil-lar/coccoidal Aparellats o cadenes

Taula 1.1. Classificacio dels bacteris lactics presents al vi.

Leuconostoc, Oenococcus 1 Pediococcus son cocs, petites esferes de 0.5-1.0 um de-

diamctre amb un morfotip colonial generalment llis si bé existeix certa heterogencitat al
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respecte (Lafon-Lafourcade et al., 1983; Fleet et al., 1984, Davis ef al., 1988). Mentre
Leuconostoc 1 Oenococcus es caracteritzen per la formacio de cadenes, amb més o
menys individus, els Pediococcus es disposen en tétrades formades com a conseqiiéncia
de la seva divisié en dos planols perpendiculars (Holt et al., 1994). Lactobacillus
presenta en canvi una morfologia bacil-lar amb una llargaria de 1.0-5.0 um i un
didametre de 0.5-1.0 um trobant-se generalment aparellats o en cadenes més o menys
llargues. Varies espécies abans incloses dins el génere Lactobacillus aixi con
Leuconostoc paramesenteroides formen ara el génere comi Weissella on coexisteixen

soques de morfologia dispar (Collins ez al., 1993; Dicks, 1995).

D'entre tots els bacteris lactics presents al vi, el génere més important pel
desenvolupament de la fermentacié malolactica (FML) és Oenococcus oeni (abans
Leuconostoc oenos) 1 per aix0 aquesta tesi es centra en el seu estudi Les primeres
referéncies bibliografiques relacionades amb aquest microorganisme corresponen a Garvie
(1960) 1 Fomachon (1964) qui van realitzar estudis sobre la seva identificacié i
caracteritzacid. Garvie (1967a) va descriure la nova espécie L. oernos en base a la seva
incapacitat per produir dextra a partir de la sacarosa aixi com per la capacitat de créixer a
pH baixos qué altres espécies del seu habitat natural, el vi, no podien suportar. L. oenos
(actualment O. oemi) fou definit com a un bacteri lactic caracteritzat per formar
majoritariament l'isomer D(-) de I'acid lactic a partir de la glucosa i també per la incapacitat
de produif émbniac a paﬁir de ‘l'argivnirvta (Garvie; 1975; 1976; 1984). Aquesta‘ dltima
afirmaci6é és tdltimament posada en dubte per alguns autors qué detecten l'activitat
arginina desaminasa a moltes de les soques assajades (Liu et al., 1994; 1995).

Des d'aleshores, s’han realitzat nombrosos estudis taxonomics centrats en aquest
microorganisme utilitzant diferents técniques i1 assaigs metabolics, moltes vegades
posades a punt per un grup d'investigacio i escassament utilitzat per altres. Aixi, Garvie
(1967b) va descriure la necessitat d'afegir vitamines 1 aminoacids al medis de cultiu de
Leuconostoc per obtenir creixements acceptables. Especialment important era la
necessitat d'afegir suc de tomaquet en la composicio d'aquests medis (Garvie, 1984).
Amachi ef al. (1969; 1971; 1975) explicarien aquesta necessitat en base a la presencia al
tomaquet de l'acid 4'-O-(3-D-glucopiranosil)-D-(R)-pantoténic. Els efectes beneficiosos
d'aquest dereivat dc l'acid pantoténic han estat posteriorment demostrats en altres
bacteris lactics (Babu er al., 1992). Tanmateix, la capacitat d'assimilacié d'aquest

component no deixa de ser avui ¢n dia un més dels trets que defineixen O. oeni. Garvie

-3-
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(1967b), Tracey 1 Britz (1989) i Fourcassie et al. (1992) descriuen la utilitzacio de
broves d'assimilacié d'aminoacids essencials com a una ferramenta d'interés en la
identificacid de noves soques d'O. oeni. |

Els patrons electroforétics de diferents enzims també han estat utilitzats en la
taxonomia d'O. oeni (van Vuuren i Dicks, 1993). La lactat deshidrogenasa (LDH)
stutilitza per diferenciar O. oeni dels Leuconostoc i dels Lactobacillus (Garvie, 1980;
Dicks i van Vuuren, 1990). Aixi mateix, Hontebeyrie i Gasser (1974) i Garvie (1984)
van demostrar la utilitat de métodes immunologics per separar diferents espécies en
funcié de les seves deshidrogéhasés ‘(lactat de'sh’idro-gen'aéaA i gluéoéa—G-fosfat-
deshidrogenasa). Tracey i Britz (1989) van efectuar estudis taxonomics basant-se en
perfils d'acids grassos mentre Garvie (1984) i Boizet ef al. (1992) van descriure el
tipatge per bacteriofags com a eina per identificar soques d'O. oeni. Els estudis realitzats
es fonamentaven en la analisi de les caracteristiques morfologiques dels bacteriofags
aixi com en el fraccionament del seu genoma amb diferents enzims de restriccio. La
realitzacié de patrons de proteines cellulars solubles totals efectuats per Dicks et al.
(1990) 1 Dicks (1995) també permetien realitzar agrupaments de soques i diferenciar O.
oeni d'altres bacteris lactics.

Durant els ultims anys, l'aparicié de noves ferramentes de biologia molecular ha
permés la realitzaci6 d'adscripcié de les soques a génere i espécie d'una manera més
rapida i acurada. L'analisi de les seqiiéncies d'ARN 16S (Wallbanks et afl., 1990;
Martinez-Murcia i Collins, 1990; Collins et al., 1991; Lejeune i Lonvaud-Funel, 1997),
23S (Martinez-Murcia et al,, 1993), RFLP de gens ribosomals o restriccions d'ADN total
(Viti et al., 1996) 1 libridacions ADN-ADN (Hontebeyrie 1 Gasser, 1974) efectuades els
altims anys revela I'existéncia de d'importants diferéncies entre L. oenos 1 la resta de
bactens lactics. A aquestes diferéncies cal afegir les tradicionalment utilitzades per
caracteritzar O. oeni, com poden ser el creixement en preséncia d'etanol, en medis acidics
1 amb unes determinades temperatures (Dicks et al., 1995). Alguns autors creuen per aixo
que cal reclassificar l'espécie 1 anomenar-la Oenococcus oeni (Dicks et al., 1995;
Schleiffer 1 Ludwig, 1996; Lejeune 1 Lonvaud-Funel, 1997, Zavaleta et al., 1997).
Aquesta nova terminologia s'ha adoptat en l'escriptura d'aquesta tesi malgrat qué en
nombroses referéncies internes 1 cxternes s'utilitze el nom tradicional d'L. oenos.

La identificacié de nous individus de l'especie O. oeni realitzada en aquesta tesi, sha
él’cctual mitjangant les proves classiques enunciades al Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology. Aquest manual classic descriu als individus de 1'cspecie Oenococcus oeni,

4
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abans Leuconostoc oenos, com aquelles cél-lules esfériques o quasi-esfériques qué es
troben en parelles o cadenes i d'una dimensio de 0.5-0.7 um x 0.7-1.2 um (Holt et al,
1994). De caracter Gram +, immobils i no formadores de espores. Son anaerobis
facultatius, quimiorganotrofs, amb un requeriment obligat pels carbohidrats fermentables.
El seu creixement és forga lent i produeix colonies de morfologia petita fins i tot en medis
de nutrici6 complexos. Aquestes caracteristiques es detallen a I'apartat de materials i

metodes del capitol 2 que tracta de l'afllament i identificaci6é de noves soques d'O. oeni.

1. 2 ECOLOGIA DELS BACTERIS LACTICS DEL VI

Els bacteris lactics es troben al raim i passen al most durant les primeres etapes de la
vinificaci6. Habitualment, el primer procés que te lloc al most és la fermentacié
alcoholica desenvolupada pels llevats. El creixement dels llevats inhibeix el
desenvolupament dels bacteris lactics, bé siga per l'alliberament al medi d'algunes
substancies toxiques produides, com pot ser l'etanol, o bé pel consum de nutrients
(Ribéreau-Gayon et al., 1978). Setmanes després de l'inici de 1a fermentacié alcoholica,
aquests nutrients i els productes derivats de la seva metabolitzacidé son excretats al vi o
bé s'incorporen a ell per l'autolisi dels llevats. Aixi, els llevats, principalment
Saccharomyces cerevisiae, excreten una tercera part del nitrogen que absorbeixen
durant el seu creixement en forma d'aminoacids, _péptids, ‘purines, pirimidines,
nucleodsids, nucleotids oligo i polinucleotids i complexes polisacarids rics en proteines -
que poden aprofitar els bacteris per desenvolupar-se (Beelman ef al., 1987).

Degut a aquestes influeéncies i també a altres, com pot ser la preséncia d'SO,, la
temperatura o ¢l pH, el nimero de bacteris lactics durant el procés de vinificacié no és
constant, com tampoc no ho sén les espécies predominants. Els bacteris lactics presents
al raim de forma majoritaria sén Lactobacillus hilgardii i Lb. casei. Al principi de la
fermentacio alcoholica son les espécies Pediococcus damnosus, Lb. plantarum 1 Lb.
casei juntament amb O. oeni (abans Leuconostoc oenos) 1 L. mesenteroides les
predominants, arribant a concentracions maximes de 10* ufc mL™ (van Vuuren i Dicks,
1993). Durant el desenvolupament de la fermentacié alcoholica el nimero de bacteris
lactics totals decreix i tan sols es detecten algunes unitats de Lb. plantarum i O. oeni.
D'aquests, només sol resistir a la majoria dels casos el segon, que és aixi I'encarregat de
dur endavant el procés de I'FML en arribar a concentracions cel-lulars de 107 ufc mL".

Aquesta evoluci6 tipica en vins de pH al voltant de 3.5 no coincideix exactament amb
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altres que presenten un pH superior, on poden desenvolupar-se altres bacteris lactics
amb conseqiiencies diverses. A la majoria de vins europeus, el creixement de
Pediococcus o Lactobacillus en vi sol anar associada amb la produccié de compostos
indesitjables. Tanmateix, existeixen notables excepcions tant a Europa, Lb. plantarum a
Cordova (Calero, 1993) o Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus o Lb. fermentum a
Galicia (Agrelo, 1987; Sieiro et al., 1990; Calo et al, 1991) com a Australia, Lb.
hilgardii 0 Ped. cerevisiae (Davis et al., 1985b) on aquests microorganismes sén els
responsables de la realitzacié de I'FML de manera satisfactoria. Aixo implica dongcs, la
necessitat de realitzar estudis particulars per a cada area geografica i el tenir molta

precaucio en extrapolar resultats d'un lloc a un altre.

1.3 ASPECTES METABOLICS DELS BACTERIS LACTICS DEL VI (AMB
ESPECIAL INCIDENCIA EN O. oeri)

1.3.1 Metabolisme de carbohidrats

Els bacteris lactics no disposen del cicle dels acids tricarboxilics ni dels sistemes de
citocroms, per la qual cosa no poden obtenir energia mitjangant una fosforilacio
oxidativa. Aixi doncs, l'obtencid d'energia s'ha de realitzar via una fosforilacio a nivell
de substrat durant la fermentacié dels carbohidrats (Cogan i Jordan, 1994). Pel que
respecta a les hexoses, aquesta metabolitzacié es pot realitzar per dues vies
metaboliques alternatives que es diferencien per la forma en qué es trenquen les seves
estructures carbonades. Tanmateix, ambdues comparteixen el fet de que només son
atacades les hexoses-fosfat amb gluco-configuracio (Kandler, 1983).

La preséncia de la via homolactica de degradacié de les hexoses (Embden-
Meyerhoff-Parnas) al génere Pediococcus 1 a alguns Lactobacillus els permet disposar
d'un metabolisme homofermentatiu caracteritzat per la formacié majoritaria d'acid lactic
(90-95%). Aquests microorganismes es caracteritzen per la possessié de l'enzim
fructosa-difosfat-aldolasa que permet l'obtencié de dues molécules d'acid lactic i la
generacio de dues d'ATP a partir d'una de glucosa.

Els altres bacteris lactics qué es poden trobar al vi, Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella 1 altres espécies de Lactobacillus degraden les hexoses mitjangant la ruta
heterolactica elucidada per DeMoss ef al. (1951) 1 Gonsalus ef al. (1952) anomenada de
les pentoscs-fosfat, que es caracteritza perqué a més de lactic, rendeix acid acétic, etanol

1 CO, c¢n diferents proporcions. Aquesta ruta es diferencia de I'homolactica per

e
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I'abséncia de I'aldolasa i per la preséncia de dues deshjdrogenaées 1 una fosfocetolasa. A
les reaccions inicials de la via heterolactica (figura 1.1), la glucosa es transforma en
gluconat-6-fosfat consumint una molécula d'ATP i reduint un equivalent dNAD(P)".
Aquest gluconat-6-fosfat es descarboxila aleshores a ribulosa-5-fosfat, consumint un
altre NAD(P)" i alliberant una molécula de CO,. La xilulosa-5-fosfat resultant
s'escindeix 1 en resulten dues molécules: el gliceraldehid-3-fosfat, qué es metabolitza
per la branca glicolitica de la ruta heterolactica fins a lactat, i una molécula de dos
carbonis, l'acetil-fosfat, que es destina a la produccid d'dcid acétic o etanol. Les
proporcions relatives en qué s'obtenen aquests productes depén de les necessitats de
poder reductor qué tinga el bacteri. Si n'hi ha un déficit de cofactors oxidats,
l'acetil-fosfat es metabolitza per la via de l'etanol, que permet la reoxidacié de dues
molecules de cofactor NAD(P)H. Si existeix un acceptor d'electrons al medi, l'acetil-P
¢s pot destinar a la produccié d'acid acétic, amb el guany d'un ATP extra (Lucey i
Condon, 1986; Condon, 1987; Garcia et al., 1992b).

Quan I'hexosa fermentable no és la glucosa sind la fructosa, els bacteris-heterolactics
poden reduir-la a mannitol per un sistema enzimatic col-lateral a la ruta de les
pentoses-fosfat, la mannitol deshidrogenasa. D'aquesta manera, les molécules
dNAD(P)H generades a les etapes inicials del metabolisme de les hexoses es poden
reoxidar. Aixi, amb la preséncia de fructosa al medi, les dependéncies externes pel qué
fa a la necessitat d'equﬂlbrar constantment el balanq redox disminueixen, 1 el creixement
bacterla es veu afavorit. La influéncia que pod1a tenir el cometabolisme de diferents
fonts de carboni sobre el creixement d'O. oeni en medis sintétics ha estat anteriorment
estudiada (Tracey i van Rooyen, 1988; Krieger et al., 1992).

Salou et al. (1994) van determinar l'efecte beneficids d'aquesta metabolitzacié de manera
conjunta explicant-la en base a una menor dependéncia de INAD" i a una major capacitat
de produccio d'ATP via l'acetat quinasa. La preséncia de rutes paral-leles (via del glicerol i
via de l'enitritol) amb el mateix objectiu final, la reoxidacié de I'NADP(H), s'ha descrit
anteriorment per a la glucosa (Veiga-da-Cunha et al., 1992). Tanmateix, les condicions
sota les quals funcionen aquestes vies, i la importancia quantitativa del seu funcionament,

sOn aspecles qué encara es troben en fase d'estudi (Veiga-da-Cunha ef al., 1993).
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Figura 1.1. Negre, ruta heterolactica de fermentacié dhexoses en bacteris laciics

{QOenococcus oem}\ roig, via de produeci6 dei mannitoi; blau, vies de producelo del

glicerol i deleriiritol (Veiga de Cunha eial, 1992). Veure abreviatures.
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Els bacteris heterofermentatius (com O. oen;‘) també poden utilitzar les pentoses
presents al vi (fonamentalment arabinosa i ribosa) degradant-les per la via de ‘les
pentoses-fosfat. Aixi, qualsevol pentosa qué es puga convertir en xilulosa-5-P,
s'incorpora en aquest punt a la via i continua la seva metabolitzacié rendint els
productes tipics d'aquesta ruta. Per fer-ho, algunes shan d'isomeritzar, epimeritzar i
després fosforilar (figura 1.2). Obviament, la fermentacié d'aquestes pentoses no
necessita d'una descarboxilacio prévia i, el qué és més important, no li cal consumir
dues molécules de NAD(P)" per fer-ho. Aixo permet qué tot I'acetil-P es puga destinar a

la produccio d'acid acétic generant una molécula d'ATP (Lonvaud-Funel, 1991).

D-ARABINOSA ~ .  RIBITOL. L-ARABINGSA
'D-RIBULOSA o ]
l RIBITOL-5-P LRIBULOSA
D-RIBULOSA-5-P
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-

XILITOL-5-P
I D-RIBOSA-5-P ARABITOL 5.P
ALITOL o
XILOSA D-RIBOSA ARABITOL

Figura 1.2. Esquema del metabolisme general de pentoses 1 pentitols als bacteris

lactics. Cogan 1 Jordan (1994) amb modificacions.

La conseqiiéncia és qu¢ la metabolitzacid de les pentoses permet un rendiment
energetic més alt que T'obtingut a partir de les hexoses.

Alguns Lactobacillus, entre ells Lb. plantarum o Lb. casei, disposen d'una tercera
possibilitat de metabolitzacié dels carbohidrats, I'heterofermentacio facultativa (Roissart 1
Luquet, 1994). Aquests bacteris fermenten les hexoses a la via d'Embden-Meyerhoft-
Parnas, on producixen lactat sota condicions normals (acompanyat de xicotetes proporcions
d'acetat, etanol i formiat en preséncia de quantitats limitants de glucosa). Les pentoses les

metabolitzen a lactat i acetat amb una fosfocetolasa induible per la scva preséncia.

En preséncia d'oxigen, ¢ls bacteris lactics que disposen d'un sistema actiu d'oxidases

poden oxidar I'NADH (o NADPH) 1 mantenir I'equilibri redox a l'interior cel-lular.
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D'aquesta manera tot l'acetil-P produit a la via de degradacié d'hexoses es pot destinar a
la produccié d'energia via l'acetat quinasa i les célllules obtenen un gran avantatge
fisiologic que les permet créixer amb comoditat. Aquestes respostes dels bacteris lactics
a I'oxigen foren analitzades per Condon (1987) qui va descriure tres sistemes enzimatics
capagos d'oxidar 'NADH present a les cel-lules. Els dos primers son flavoproteines qué
catalitzen la reduccié de 1'0O; a H,O, i de 'O, a H;O respectivament. L'NADH:H,0,
oxidasa és un enzim citoplasmic prou inestable detectat a molts bacteris lactics (Anders
et al., 1970). L'NADH:H,O oxidasa també es troba situada al citosol i esta prou estesa
~entre els bacteris lictics, havent-se purificat en alguns d'ells, com en Lactobacillus
plantarum 1 en Leuconostoc mesenteroides (Lucey i Condon, 1986; Condon, 1987). El
tercer sistema, una NADH oxidasa depenent dhematina és un sistema associat a la
fracci6 membranosa descrit per Streptococcus faecalis i només detectat en unes poques
soques de bacteris lactics (Condon, 1987).

Pero el sistema de les NADH oxidases no és present o no és funcional a totes les
soques de bacteris lactics conegudes. Lucey 1 Condon (1986) van descriure l'abséncia
d'activitat NAD(P)H oxidasa en la soca L. mesenteroides ATCC 12291 que li impedia la
formacié d'acid aceétic (i conseqiientment d'ATP) degut a qué l'acetil-P havia de
destinar-se a la regeneracidé d'NAD(P)H mitjancant la via de l'etanol. Aix0 impedia a
aquesta un millor creixement en preséncia d'oxigen. La necessitat de posseir un sistema
NAD(P)H oxidasa com a requisit previ per poder produir ATP en condicions aerobies
va ser confirmat anys després amb la utilitzacié de diferents soques d'aquesta mateixa
especie 1 d'altres pertanyents al génere Leuconostoc (Nuraida et al., 1992) aixi com a
altres bacteris lactics (Warriner 1 Morris, 1995). Recentment, Sakamoto i Komagata
(1996) han estudiat la distribucié de I'NADH:H,0, oxidasa en diferents géneres de
bacteris lactics  (Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus 1
Enterococcus). Els seus resultats avalen la hipotesi general d'un millor creixement dels
cultius en presencia d'oxigen, sempre 1 quan presenten tant un sistema NADH oxidasa

actiu com un altre de peroxidases que elimine I'H,O, produit.

La metabolitzacié dels carbohidrats presents al most o al vi pot lloc a una clevada
produccio d'acid lactic (picadura lactica), amb conseqiiéncies negatives pel vi (Garcia ef
al., 1992b). Un altra possible conseqiiéncia negativa de I'excés de carbohidrats al vi és la
produccid de mannitol a partir de fructosa produida pels bacteris heterofermentatius

anomenada fermentacié mannitica (Suarez 1 Inigo, 1990). Aquests bactens (entre clls ().
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oeni) tenen l'enzim mannitol deshidrogenasa qué. transformant la fructosa a mannitoL,
permet la regenerado deis cofactors reduits a la via heterolactica (Chalfan et al., 1975).
Aixi mateix, l'activitat de diferents espécies de Leuconostoc sobre els carbohidrats del vi
pot donar lloc a la formado de pel licules de carbohidrats, com és el dextra. a partir
sacarosa. Aquesta produccié de dextra, o greix del vi, proporciona al vi una apareja
viscosa indesitjable. Aixi mateix, la metabolitzacié de les pentoses pot donar lloc a la

produccié d'acétic, que si superen uns nivells moderais condueixen a l'avinagrament del vi.

1.3.2 Metabolisme de polialcohols

Ais bacteiis lactics presents al vi també slian descrit rutes de metabolitzacié deis
polialcohols (fonamentalment glicerol). L'interés d'aquesta metabolitzacid es centra per una
banda en la produccioé d'acroleina, mitjansant dues deshidratacions consecutives i per un
altra, en la de pirGivic mitjanoant la incorporado de la dihidroxiacetona-P al flux glicolitic

(figura 1.3)(Radler, 1975; lIafon-I1"afourcade, 1983; Garcia ef a/, 1992b).

GLICEROL

1 GLICEROL DESHIDROGENASA

ATP MAD*
A H2° ADP  j. NADH
3-HIDROXI 1 PROPANOL DIHIDROXIACETONA-P
NADH
. U NAO*
ACROLEINA 1,3-PROPANODIOL GLJCOLJ3I

Figura 1.3. Esquema de la ruta de metabolitzacidé del glicerol ais bacteris lactics. A

partir de Garcia et al. (1992b) amb modificacions.

L'acroleina produida a la ruta de I'aldehid-hidroxipropiénic (Amerine i Kunkee, 1968;
Lafon-Lafourcade, 1983) pot aleshores reaccionar amb els polifenols presents al vi i produir

un compost de sabor amarg amb evidents repercussions negatives (Garcia et al.,, 1992b).

1.3.3 Metabolisme de components nitrogenats (aminoacids): formado d'amines
biogéniques

El contingut en components nitrogenats es veu significativament alterat durant I'FML
pels bacteris lactics al vi (van Vuuren i Dicks, 1993). La descarboxilacié d'alguns

aminodcids presents al vi, com soén la histidina i la tirosina. pot donar lloc a la produccid
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d'amines biogeniques, respectivament histamina i tiramina (Vidal-Carou et al., 1990a).
La perillositat d'aquestes amines es deu a la seva toxicitat quan es presenten en elevades
quantitats al vi (Vidal-Carou et al., 1990b). La formacié d'amines biogéniques ha estat
descrita per a soques de Pediococcus spp. generalment, encara qué també es troben
referéncies d'O. oeni (Lonvaud-Funel 1 Joyeux, 1994) i Lactobacillus hilgardii (Farias et
al., 1993). La produccié d'aquests composts sol estar associada a vins amb pH alt i

concentracions d'SO, baixes (Vidal-Carou et al., 1990b; Garcia et al., 1992b).

1.3.4 Metabolisme d'acids organics -

Si bé 'FML, aspecte central del nostre estudi, in sensu stricto és la bioconversio de
l'acid malic en acid lactic, la metabolitzacid paral-lela d'altres acids organics presents al
vi no ha d'oblidar-se. Els acids organics qué O. oeri (i altres microorganismes) poden
trobar al vi, o bé sdén els propis del vi o bé son un producte més del metabolisme de la
microbiota alli existent. Els bacteris lactics, entre ells O. oeni, poden sintetitzar aquests
acids com a subproductes de les rutes degradatives de carbohidrats. Aquesta preséncia
d'acids organics 1 l'escassetat d'altres substrats fermentables com poden ser el
carbohidrats, pot permetre en ocasions als bacteris (O. oeni) la seva degradacid per
obtenir I'energia i el poder reductor necessaris qué suporten el seu descnvolupament i
indirectament I'FML. Al vi, els acids organics predominants sén el malic i el tartaric
(Radler 1 Brohl, 1984; van Vuuren i Dicks, 1993). L'estudi de l'acid malic resulta
interessant per la seva degradacié a lactic (FML), mentre que el del tartaric es centra en
les conseqiiéncies negatives de la seva degradacié (volta tartarica). Aixi mateix, al vi
son presents en menors quantitats I'acid fumaric i I'acid citric (Radler i Bréhl, 1984; van
Vuuren 1 Dicks, 1993). L'acid fumaric només es assimilat per alguns bacteris lactics
(Cofran i Meyer, 1970; van Vuuren i Dicks, 1993). La metabolitzaci6 de 1'acid citric si que
resulta interessant per la formacié de compostos aromatics a la seva ruta de degradacio
(Radler 1 Brohl, 1984; Davis et al., 1985b). A banda d'aquests acids, al vi es poden trobar
quantitats molt inferiors d'altres acids, com l'oxalacctic o succinic que generalment no

afecten de manera notable la seva estabilitat fisico-quimica (Lonvaud-Funcl, 1991).

Acid citric
L'acid citric ¢s troba present al vi en quantitats al voltant de 0.5 g L™ (Wibowo et al.,
1985; van Vuuren 1 Dicks, 1993). Alguns bacteris lactics, entre ¢lls O. oeni, poden

degradar l'acid citric per la ruta de la citrat liasa encara que no sempre poden viure
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exclusivament amb ell com a unica font d'energia (Cogan, 1987; Hugenholtz, 1993).
Tanmateix, varies observacions en la literatura asseguren que I'addicié de citrat als medis
sintctics basats en carbohidrats estimula el creixement dels bacteris lactics (Cogan, 1987).

Al cas d'O. oeni, I'explicacio a aquest efecte positiu pot estar basada en les constants
necessitats de regeneracid dels cofactors reduits durant la transformacié de la
glucosa-6-P en gluconat-6-P i d'aquest en xilulosa-5-P. O. oeni pot convertir ¢l citrat en
piruvat i per reduccié a lactat. En aquesta ultima transformacié s'oxida una molécula
d'NADH qué contribueix a equilibrar el potencial redox cel-lular. Perd aquesta no és
Iinica contribucié possible de l'acid citric al metabolisme cel-lular. Existeixen altres
vies del seu catabolisme, amb implicacions organoléptiques, qué possibiliten la
produccid d'acetoina, 2,3-butanodiol 1 diacetil (Shimazu et al., 1985; Revel ef al., 1989).
Sota condicions favorables, amb una multiplicacié bacteriana intensa, O. oeni dedica el
ptruvat provinent de la degradacié de l'acid citric a la produccié de lipids mentre
l'acetil-P es dedica a la produccio d'acid acétic 1 d'ATP. Amb un desenvolupament
bacteria més lent; el piruvat es dirigeix cap la via de produccié d'acetoina, diacetil 1
2,3-butanodiol (components aromatics). Aix0 explica com, en vins on ¢l
desenvolupament bacteria 1 I'FML son lents, s'aprecien més intensament modificacions
organoleptiques degudes a la generacié de substancies acetoiniques (Shimazu et al,
1985; Lonvaud-Funel, 1991; Hugenholtz, 1993). La proporcid en que aquests
components sén produits depén tant la soca de bacteri lactic utilitzada com del pH del vi
(Zeemah et al., 1982, Garcia et al., 1992b). En quantitats' lirriitédes, la degrédacié de
l'acid citric resulta recomanable (Buckenhiiskes, 1993). Tanmateix, una excessiva
produccié d'aquests compostos, aporta al vi un indesitjable aroma i fa que siga rebutjat
pels consumidors (Davis et al., 1986b). A més, es poden produir importants quantitats
d'acid acctic per activitat de la citrat-liasa, o bé a partir del piruvat (via acetil-CoA) amb

el conseglient avinagrament del vi (LLafon-Lafourcade, 1983).

Acid tartaric

L'acid tartaric present al vi només és degradat per alguns bacteris lactics en vins a pH
superior a 3.5 (van Vuuren i Dicks, 1993). La descomposicié de l'acid tartaric -pels -
bacteris lactics (anomenada volta) te conseqiiéncies negatives per al vi degut a
'excessiva produccié d'acid acctic 1 acetoina (Lafon-Lafourcade ef al., 1983). D'una
banda li dona un sabor avinagrat al vi, si els nivells d'acid acctic sobrepassen cls

perceptibles pel gust, 1 d'un altra 1i confercix un aroma a sauerkraut no desitjable.
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Normalment aquest problema no sol associar-se a 1FML efectuada amb soques
seleccionades d'O. oeni perqué la no degradado de 1'acid tartaric sol ser un deis criteris
enologics qué han de satisfer els bacteris destinais al seu s com a cultius iniciadors
(Buckenhiiskes, 1993). La capacitat per degradar I'acid tartaric, deguda a I'enzim que el
transforma en oxalacetat (Fomachon, 1964), només sTia descrit per algunes soques de

Lb. plantarum iLb. brevis (Dicks i van Vuuren, 1990).

Acid malic

Els bacteris lactics presents al vi poden transformar 1'acid malic en acid lactic i C02.
Aquest procés, anomenat fermentacié malolactica, confereix al vi diferents propietats
caracteristiques que seran esmenades al llarg d'aquesta introduccio (apartat 1.2.2). La
metabolitzacié d'aquest acid, en preséncia de carbohidrats, pot incrementar la taxa de
creixement deis bacteris lactics (O. oeni) (Pilone i Kunkee, 1972; 1976).

Els sistemes enzimatics implicdis en la desacidificacié son diversos, coneixent-se
fins ara tres rutes altematives (figura 1.4). La primera ¢s la ruta de la malat
deshidrogenasa, només present en algunes soques de bacteris lactics capacitades per a la
sintesi de novo d'aminoacids, amb nul interés enoldgic per no desenvolupar-se ais
bacteris lactics presents al vi (Lautensach i Subden, *987; Garcia et al., 1992b).

La segona de les rutes, descoberta per Korkes i Ochoa (1948) en Lb. plantarum presenta
un enzim NAD+depenent amb 1'acid pirivic com a tnic intermediari. Schiiltz i Radler van
purificar un tercer enzim en Lb. plantarum depenent d¥*NAD+ i Mn2+ anomenat enzim
malolactic (EML) E.C. 1.1.1.38 capas de descarboxilar directament 1'acid L-malic a L-lactic
i C02 (Battermann i Radler, 1991; Garcia et al., 1992b). Més informado relativa a la

degradado de 1'dcid malic present al vi (FML) es troba a l'apartat 2 d'aquest capitol.

NAD* NADH a0 NADH NAO*

0] L MALAT » OXALACETAT——PIRUVA T - —, Ek0 0 j+j LACTAT
D{) o L(+) LDti

CO2 NAO* NADH NADH NAO*
v J

. L
2] L-MALAT — =2_""E7f/'[_ ’_ % PIRUVAT — »* D(-) o L/4) LACTAT

co2

3] L-MALAT——*  J4)LACTAT

Figura 1.4. Esquema de les diferents rutes de metabolitzacié de 'acid F-malic presents

ais bacteris lactics.
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2 LA FERMENTACIO MALOLACTICA

La fermentacié malolactica (FML) és el procés bacterid mitjangant el qual els
bacteris lactics transformen l'acid L-malic present al vi en acid L-lactic i CO, (Pilone i
Kunkee, 1970; Liu i1 Gallander, 1983; Davis et al, 1985b; Wibowo et al., 1985;
Lonvaud-Funel, 1994; Hemick-Kling, 1995). Aquest procés es desenvolupa, de forma
natural al vi, generalment després de la fermentacié alcoholica. A banda de la
descarboxilacid de l'acid malic, IFML duu aparellada la transformacié d'uns altres
metabolits presents al vi qué possibiliten I'aparicié de nous aromes (Davis et al., 1985b;
Henick-Kling, 1995; Sauvageot 1 Vivier, 1997) i aporta al vi una elevada, que no total,
estabilitzacié microbiana (Costello et al., 1983; Davis et al., 1985b; Garcia i Pardo, 1988).

La fermentacié és duta a terme pels bacteris lactics del vi, pertanyents als géneres
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus 0 Weissella (Davis et al., 1985b;
Dicks, 1995). L'espécie O. oeni (abans L. oenos) és la més freqiientment associada a
I'FML desenvolupada en vins europeus (Lafon-Lafourcade, 1983; van Vuuren i Dicks,
1993) degut a la seva capacitat per créixer amb el baix pH que aquests presenten
(Henick-Kling, 1986a; van Vuuren i Dicks, 1993).

Pasteur (1873) va estudiar la participacié dels bacteris lactics en I'elaboracio de vi.
Anys més tard, Koch (1898) els va aillar i va introduir el concepte dFML (Kunkee,
1967). Moslinger (1901) va presentar una equacid global on descrivia I'FML com la
~conversié de I'icid malic en icid lictic + CO, i intentava csbrinar la relacié
estequiometrica d'aquest procés. Anys més tard, Miiller-Thurgau i1 Osterwallder (1913)
publicaren una descripcié dels bacteris lactics que podien efectuar I'FML juntament amb
una clau taxonomica per a la seva classificacié. Crues (1943) va realitzar una revisié
dels microorganismes implicats en l'elaboracid del vi on va mencionar l'existéncia
d'alguns bacteris que podien utilitzar I'acid malic. En aquests anys, Korkes 1 Ochoa
(1948) comengaren la investigacié de la bioquimica de I'FML..

Pero va ser a la segona meitat del segle XX quan els estudis per afavorir i controlar
I'I'MI. van .adquirir més importancia. A banda de ser un métode natural per reduir
I'excessiva acidesa d'alguns vins, I'FMI. podia efectuar un procés final de modulacié de
caracleristiques organoleptiques al vi que resultaven beneficioses (Henick-Kling, 1995).
A més, el procés malolactic reduia en molt ¢l perill de tenir enterboliment bacteria
després de I'embotellament del vi (Ifigo et al,, 1969). L'interés investigador sobre

maltiples aspectes de I''MIL ¢n vi continua, avui ¢n dia, sent molt gran i aixi ho

-15-
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confirma l'elevat i constant nombre d'articles cientifics publicats, alguns dels quals es

citen al llarg d'aquesta tesi.

2.1 BENEFICIS DE L'FML PELS BACTERIS LACTICS

Malgrat que no és una veritable fermentacio en la qual s'obtinga directament energia
1 poder reductor, la descarboxilacié de l'acid malic a acid lactic és beneficiosa pel
creixement bacteria (Pilone 1 Kunkee, 1970). El primer benefici pels bacteris lactics (O.
'oeni)'assbc':i.at a IFML és I'augment de pH qué es provoca al vi quan un dels grups
carboxilics de 1'acid malic es transforma en CO, (Cox i Henick-Kling, 1990;
Henick-Kling ef al., 1992). Una gran part del metabolisme bacteria en vi es centra en el
manteniment del pH intern cellular. L'existéncia d'un ambient menys acidic al vi,
permet els bacteris disposar del nutrients per créixer, que en cas contrari son destinats a

aquest manteniment (Henick-Kling et al., 1992).

Pero més interessant resultaria la possibilitat de produccié d'energia (ATP) durant la
realitzacié de I'FML. Aquesta hipotesi fou suggerida per Cox i Henick-Kling (1989) qui
proposaven una via quimiosmotica de produccio d'energia. Aixi, l'entrada del malat a la
cel-lula es produiria per transport actiu (uniport de malat) (Salema et al., 1994). Llavors,
el malat seria descarboxilat a lactat per l'enzim malolactic. El lactat resultant seria
cotransportat a l'exterior cel-lular junt a varis protons, la qual cosa permetria la
generacié d'un gradient de protons (Kunkee, 1991). Aquest gradient electroquimic de
protons, produit pel simport estequiométric de molécules de lactat i protons, pot ser
utilitzat per una ATPasa per a la sintesi d'ATP (Loubiere et al., 1992). Aquesta capacitat
de generacié d'ATP acoblada a I'FML es presenta a diferents soques de bacteris lactics,
entre les que es troben algunes de Lb. plantarum (Olsen et al., 1991; Garcia el al.,
1992a) 1 d'O. oeni (Cox 1 Henick-Kling, 1990; Poolman er al, 1991), i s'associa
directament a la preséncia d'un sistema enzimatic actiu capag de descarboxilar l'acid
malic. Aquesta activitat mesurada in vivo €s altament dependent del pH. Tanmateix,
l'efecte quantitatiu d'aquesta minima generacio d'energia sobre el desenvolupament d'O.
oeni no és massa apreciable, especialment quant a banda d'acid malic no existeix un

altra font d'energia (carbohidrats) present al medi (Cox 1 Henick-Kling, 1995).
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2.2 BENEFICIS I PERJUDICIS DE L'FML PER LA PRODUCCIO DE VI

La fermentacid malolactica €s un procés bacteria qué es desenvolupa als vins de
manera natural, generalment una vegada ha conclos la fermentacié alcoholica. Alguns
productors de vi deixen fer a la natura i el desenvolupament de I'FML es converteix en
un fenomen deixat a l'atzar. Altres tracten d'induir-la perqué es desitja la seva
contribucié positiva, 1 fins 1 tot en ocasions es tracta d'inhibir perque no es manifesten
alguns aspectes negatius associats amb la seva realitzacio. Entre els aspectes positius

associats a 'FML, Kunkee (1974) i Garcia i Pardo (1988) en van ressaltar tres.

El primer d'ells ¢és la desacidificacié biologica que sofreixen els vins quan l'acid malic
¢és transformat en acid lactic, rebaixant aixi la seva acidesa, i fent-los més agradables al
paladar. Si observem la figura 1.5 veurem com la descarboxilacié de I'acid malic, amb dos

grups carboxils dona lloc a I'acid lactic queé només en presenta un (Peynaud, 1968).

CH OH
| |
HOOC — CHy- C — COOH —— CH,— C— COOH + CO,
| | :
H | H

Acid malic Acid lactic

Figura 1.5. Esquema de la fermentacié malolactica.

Com a conseqiiéncia de I'FML, el pH del vi pot augmentar 0.1-0.3 umntats
(Bousbouras i Kunkee, 1971; Costello et al., 1985). Aquest increment de pH es
considera positiu sempre que el valor final no siga massa elevat. Un pH superior a 3.5
pot afavorir el creixement de bacteris no desitjables qué donen lloc a un vi de baixa
qualitat (Davis ef al., 1985b). Aquesta desacidificacié també es pot desenvolupar amb
l'afegiment de productes quimics pero aix0, ni estabilitza microbiologicament el vi ni

obviament permet 1a produccié de components volatils.

El segon aspecte beneficios de I'FML el constitueix el creixement dels bacteris en si.

Aquest desenvolupament es realitza a partir del consum dels nutricnts residuals presents
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al vi després de la fermentacio alcoholica. L'esgotament dels nutrients impedeix queé
siguen utilitzats per altres bacteris perjudicials qué podrien créixer amb posterioritat i
enterbolir el vi embotellat. Es pot dir qué un vi que ha sofert I'FML és més estable qué
un altre on no s’ha desenvolupat, degut al consum dels nutrients presents al vi per part
dels bacteris. Kunkee (1967) assegurava que després de la reduccio dels nivells d'acid
malic efectuadap pels bacteris malolactics, cap altre bacteri podia créixer al vi, arribant
aquest a una estabilitat microbiana definitiva. Aquesta afirmacié, en un principi
acceptada per la comunitat cientifica, va ser posada en dubte anys més tard. El vi, una
‘vegada realitzada I'FML, encara te prou nutrients per suportar el creixement bacteria de
Lactobacillus spp. 1 Pediococcus spp. (Costello et al., 1983; Davis et al., 1985b). El
creixement d'aquests bacteris perjudicials és en certa mesura d'esperar, si tenim en
compte que l'augment del pH, una de les primeres conseqiiéncies de I'FML, els
afavoreix. Es per aixd qué els endlegs recomanen realitzar processos d'ajustament de pH
1 SO, després de I'FML perb finalitzar el procés de vinificacio i impedir el creixement de
cap altre bacteri. Amb tot, la realitzacio de I'FML és un procés generalment considerat

com a positiu per l'estabilitzacié microbiologica que confereix al vi.

L'Gltim aspecte positiu qué generalment es considera associat a I'FML és la
produccio de components volatils qué augmenten la carrega organoléptica del vins. Els
canvis sensorials al vi sén molt subtils i és per aixo que molts dels experts només poden
detectar-los quan s6n produits en altes concentracions (Kunkee, 1974). Una analisi més
exhaustiva d'aquests components volatils requereix la utilitzacidé de técniques
cromatografiques més resolutives (GC) per determinar i quantificar els compostos.
Valade 1 Laurent (1992) van comprovar com O. oeni a més de produir acid lactic a
partir dels sucres residuals, també podia sintetitzar acetaldehid, acid acctic, etanol,
diacetil, acetoina 1 2,3-butanodiol com a components aromatics més caracteristics. La
produccid d'aquests compostos pot beneficiar la carrega organoléptica del vi sempre qué
els seus valors es troben dins d'uns marges acceptables (Amerine ef al., 1982; Davis et
al., 1985b). La produccié d'aquests i uns altres components depen en molt de 1a soca
bacteriana utilitzada, perqué no totes les soques els produeixen, ni ho fan en la mateixa
quantitat (Davis et al., 1985b). Tot aixo ens ha de fer entendre I''MI. com un procés
bacteria complex al que, si bé és fonamental la descarboxilacié del malic, no cal

menysprear les variacions quantitatives d'altres metabolits.

1R
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En una revisié efectuada per Buckenhiiskes (1993) s'afegeixen a aquests aspectes
positius dos més, com sén la disminucié dels compostos nitrogenats aixi com la dels
aldehids 1 cetones presents al vi. El consum del nitrogen afavoreix l'estabilitat del vi
durant 'emmagatzemament, impedint el creixement d'altres microorganismes. D'altra
banda, amb la disminuci6 del contingut d'aldehids i cetones es possibilita una aplicacio
limitada de 1'SO,. Si al vi existeixen aldehids i cetones, reaccionen amb 1'SO; i anul‘len el

seu efecte bactericida, requerint-se aleshores es seu l'afegiment en quantitats superiors.

A banda d'aquests processos, generalment considerats com a positius, al vi tambe¢ es
produeixen d'altres canvis gens beneficiosos, promoguts per la desacidificacié que
implica I'FML. Aquests canvis son perjudicials bé per donar lloc a un vi insipid o bé per
permetre qué es modifiquen de manera negativa els equilibris fisico-quimics que alli
existeixen. Entre els més freqiients podem citar la pérdua de color qu¢ es produeix quan,
com a conseqiiéncia de l'augment de pH, 1'SO, s'uneix als polifenols. Aquesta pujada de
pH pot també afavorir el creixement d'especies microbianes perjudicials (que
normalment es desenvolupen a pH superior a 3.5) 1 si l'augment de pH és encara
superior, 1 s'arriba a valors al voltant de 3.6, afavoreix la precipitacié del bitartrat
potassic, es perd acidesa i es produeixen desequilibris fisico-quimics que perjudiquen la

qualitat final del vi (Davis et al., 1985b).

2.3 PARAMETRES QUE AFECTEN LA SUPERVIVENCIA DELS BACTERIS
LACTICS (ESPECIALMENT O. oeni) 1 EL. DESENVOLUPAMENT DE LA

FERMENTACIO MALOLACTICA AL VI

El desenvolupament de I''ML depén tant del creixement dels bacteris lactics com de la
seva activitat enzimatica de descarboxilacid. Els efectes fisico-quimics i microbiologics

sobre el procés son doncs multiples, incidint cadascun d'ells a un nivell diferent.

2.3.1 pH

El creixement dels bacteris lactics al vi es troba fortament condicionat pel pH, sent
aixo un factor critic 1 moltes vegades decisiu per permetre o no la realitzacié de I'FML
(Bousbouras 1 Kunkee, 1971; Beelman et al., 1977; Bntz 1 Tracey, 1990). Com cra

d'esperar, la influéncia del pH del vi sobre ¢l desenvolupament de I'FML ¢s maltiple. En
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una primera instancia, ¢l pH influeix sobre la taxa de creixement del bacteris presents al
vi. Aixi, els experiments efectuats per diferents autors coincideixen en l'obtencié d'uns
millors resultats de creixement d'O. oeni quan més alt és el pH inicial (Bousbouras i
Kunkee, 1971; Liu i Gallander, 1983; Pimentel ez al., 1994). Cal perd tenir en compte,
que el pH no €s un parametre fisico-quimic aillat qué es puga modificar sense afectar
altres factors també directament relacionats amb el desenvolupament de I'FML (Liu i
Gallander, 1983). Els efectes inhibidors tant de la temperatura com de I'SO; o de I'etanol
es veuen directament lligats als valors de pH al vi (Britz i Tracey, 1990), i a l'efecte
| pfodu'ﬁ p‘er'l‘a combinacié de tots aQUesté'féctorS' no sén igualment sensibles totes les
soques de bacteris lactics (Davis et al., 1985b). Aquestes interaccions entre el pH i
altres aspectes fisico-quimics també s'han estudiat en medis sintétics, on el creixement
del bacteri no es veia condicionat per parametres incontrolats, confirmant-se els
resultats préviament obtinguts en vi (Salou et al., 1991; Pimentel et al., 1994). Un altra
derivacid de l'efecte del pH sobre el creixement del bacteris lactics al vi es centra en la
capacitat de generacid d'ATP acoblada a la realitzacié de I'FML (Cox i Henick-Kling,
1989). Aixi la forga protomotriu generada quan el pH oscil-1a entre 3.5 1 4.5 és maxima
mentre qué el sistema de generacié d'energia es troba inhibit fora d'aquest rang (Cox i
Henick-Kling, 1995). Aquest aspecte es tracta més extensament en l'apartat 1.2.3

dedicat a la generacié d'energia associada a 'FML.

2.3.2 Etanol

L'etanol inhibeix el creixement dels bacteris lactics presents al vi (Britz 1 Tracey,
1990) interferint en els processos d'unié dels lipids qué conformen la membrana
(Capucho i San Romao, 1994). La capacitat qué tinga una soca bacteriana per
sobreviure a altes concentracions alcoholiques determinara la seva capacitat d'éxit i
marcara el seu possible predomini sobre la resta de soques lactiques presents al vi. Aixi
quan la quantitat d'alcohol al vi produida per Saccharomyces cerevisiae supera els 10°
alcoholics varies espécies de bacteris lactics poden sobreviure. Amb 129, les soques d'O.
oeni resistents  solen ser les encarregades de la realitzacid de I'FMI.. Si els nivells
d'alcohol arriben als 14° només comptades soques dels geéneres Oenococcus,
Lactobacillus 1 Pediococcus poden resistir 1 la fermentacid es torna un procés dificultos
1 quasi sempre cs desenvolupa de mancra parcial (Beelman ef al., 1977). Tal 1 com cra
d'esperar la tolerancia a I'etanol no ¢s un fet aillat, sind qué es troba modulat pels valors

de pli i temperatura al vi. Aixi, amb una I baixa (15 °C), I'addicio d'ctanol te resultats

Melt™
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dramatics mentre que a 25 °C presenta un efecte estimulador (Britz i Tracey, 1990).
Tanmateix, els resultats obtinguts per Lafon-Lafourcade (1983) i Pardo (1987) mostren ¢l
contran. Aixi mateix, la supervivéncia dels cultius amb un pH' baix i una elevada

concentraci6 d'etanol, decreix notablement (Lafon-Lafourcade, 1983; Wibowo et al, 1985).

2.3.3 Concentracio d'inocul bacteria

El desenvolupament satisfactori de la fermentacié malolictica en vi també depén de
la quantitat inicial de bacteris lactics presents (Davis et al., 1985b). Aixi, una poblacio
que inicialment es troba al vi en densitats cel-lulars baixes, en un periode més o menys
llarg, qué sol durar setmanes o mesos, pot desenvolupar-se, arribar a nivells superiors
(al voltant de 10°-10" ufc mL™) i realitzar I'FML de manera satisfactoria. Un
procediment altematiu, la inoculacio de elevades concentracions de cultius iniciadors al
vi, permet abreujar aquests temps de fermentacié (veure l'apartat 1.2.6.5). Aplicant
aquesta tecnologia es possibilita la realitzacid de 'FML en aquells vins que, per les
seves condicions fisico-quimiques adverses no suportarien el creixement previ dels
bacteris necessari per aconseguir els nivells poblacionals minims exigits per realitzar

I'FML de mabera satisfactoria (Lafon-Lafourcade, 1970).

2.3.4 Concentracioé de nutrients (fonts de carboni i nitrogen)

El desenvolupament del bacteris lactics al vi (O. oeni) depén inicialment de la
preséncia d'una font de carboni a parﬁr de Ia (juél pugucn obtenir enérgia 1 poder
reductor. Generalment aquesta font de carboni és un sucre o un acid organic. Les
quantitats en qué es troben aquests nutrients al vi presenta una importancia cabdal,
perque si son absents impediran el desenvolupament dels microorganismes mentre que
si son abundants poden donar lloc a un creixement incontrolat i a la produccié de
diferents substancies en concentracions indesitjables (Wibowo et al., 1985; Tracey i van
Rooyen, 1988; Salou et al, 1994). Aixi, excessos en les quantitats inicials de
carbohidrats poden afavorir la picadura lactica o la formacié de mannitol. També és
possible que els peptids 1 proteines existents al vi puguen ser consumits pels bacteris
lactics, pero no hem trobat referéncies de que aquests produeixin peptidases o proteases

extracel-lulars necessaries perque aixo es done (Wibowo et al., 1985).
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2.3.5 Temperatura

Com era d'esperar, la temperatura és un altre dels factors fisico-quimics que
influeixen notablement sobre el creixement dels bacteris lactics que efectuen 1'FML al
vi. Kunkee (1967) va establir unes condicions pel creixement optim al vi dels cultius de
Leuconostoc spp que oscil-laven entre 20°C i 25°C. Un augment en la temperatura de
creixement fins als 32°C es traduia en un creixement inicial dels cultius més rapid
durant el primer dia, pero qué després s'aturava. Beelman ef al. (1977) trobaren una
temperatura de creixement optima al voltant dels 22°C. Britz i Tracey (1990) també
'as‘s‘ajare'n' I'efecte de la températufa sobre el creixement de diferents soques d'O. oeni
determinant que si bé totes les soques en estudi creixien a 15°C i a 25°C, els resultats
eren forga més positius a 25°C. Aquests resultats obtinguts en cultius creixent en vi
foren confirmats després en experiments realitzats en medis sintétics, on els 25°C foren
més efectius que temperatures més baixes (18°C) o més altes (32°C) (Pimentel et al.,
1994). Aixi, els valors Optims es situen al voltant dels 22-25 °C, tenint sempre en

compte que els valors dependran molt de la soca malolactica utilitzada en la vinificacid.

2.3.6 Anhidrid sulfurés

Els llevats 1 els bacteris lactics son sensibles a la preséncia d'SO, al vi (Ribéreau-
Gayon et al., 1978; Wibowo et al, 1985). Aquesta sensibilitat s'ha aprofitat
tradicionalment en enologia per controlar ['activitat dels microorganismes no
desitjables, afegint-lo en quantitats adequades per restringir o inhibir el seu
desenvolupament (Davis et al., 1985b). Aquest SO, o bé es queda lliure o bé s'associa a
alguns components del vi, fonamentalment als compostos carbonilics com l'acetaldehid,
dificultant el creixement dels microorganismes. Quan 1'SO, s'afegeix en una
concentracié total de 100-150 mg L™, combinat entre 20-100 mg L™ o Iliure al voltant
d'1-10 mg L', s'impedeix el creixement (Beelman et al., 1977; Wibowo et al., 1985).
Aquests valors fluctuen for¢a en funcié del valor del pH i del tipus de vi. Aixi, a pH
baix, I'SO, es troba lliure al medi 1 la seva activitat antimicrobiana ¢s més alta (Britz 1
Tracey, 1990). Tant és aixi que una lleugera disminucié del pH, en només una o dues
decimes, es tradueix en un augment expectacular de la letalitat causada per 1'SO, (Liu i
Gallander, 1983; Wibowo et al, 1985). Els efectes combinats de 1'SO, 1 ¢l pll, la
temperatura o 1a concentracio d'etanol sobre O. oeni al vi també han estat estudiats per
Britz 1 Tracey (1990), qui van cstablir nivells d'inhibicié superiors quan ¢l pH o la

temperatura cren baixos o bé els nivells d'alcohol augmentaven. Aixi, les quantitats
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d'SO, necessdries per inhibir selectivament el desenvolupament dels bacteris lactics (O.
oeni) al vi, s'han d'establir tenint en compte el valors d'aquests parametres fisico-
quimics. D'una manera similar, la preparacié d'un cultiu iniciador de bacteris lactics per
induir I'FML, hauria de preveure la seva capacitat per resistir la preséncia d'SO, al vi i

desenvolupar métodes qué minimitzaren el seu efecte negatiu.

2.3.7 Composicio de I'atmosfera de cultiu

La produccié de vi sol desenvolupar-se en ambients generalment anaerobis. La
generacid de CO, durant la fermentacid alcoholica contribueix notablement a que aixi
siga. Tanmateix, O. oeni, principal bacteri lactic responsable de I'FML, no és un bacteri
estrictament anaerobi i pot desenvolupar-se al vi encara que l'oxigen es trobe present.
Fins 1 tot, alguns investigadors diuen que la preséncia de xicotetes quantitats d'oxigen
dissolt al medi de cultiu poden afavorir el seu creixement (Milisauljenic, 1964). Pero, si
la concentracié d'oxigen al vi augmenta, es pot inhibir el creixement d'O. oceni i pel
contrari afavorir la preséncia d'altres bacteris de metabolisme aerobic també presents al

vi com son els acétics (Drysdale 1 Fleet, 1988).

2.3.8 Bacteriofags

La presencia de bacteriofags pot disminuir molt la qualitat d'un vi si es desenvolupa
un atac viric sobre els bacteris lactics responsables de 1'FML (generalment O. oeni)
(Sozzi et al., 1982; Diviés i Cavin, 1985). Encara qué els problemes associats a la
preséncia de bacteriofags atacants de bacteris lactics als vins no tenen conseqiiéncies
negatives tant espectaculars com els observats a la induastria lactia (Huggins, 1984) si
que son els responsables d'aturades o enlentiments en I'FML (Henick-Kling et al.,
1986). Aixi mateix, la preséncia de bacteriofags en la produccidé de cultius iniciadors
d'O. oeni per a promoure I'FMIL. pot malmetre el procés (Arendt et al., 1991). Les
conseqiiéncies negatives de la preséncia de bacteriofags en enologia han estat
comprovades anteriorment a Suissa (Sozzi et al., 1982; Sozzi 1 Mignot, 1988) i a
Australia (Davis et al., 1985a; Henick-Kling et al., 1986). L'efecte dels bacteriofags
sobre la fermentacié és molt variable 1 depén de la proporcio bacteriofags/bacteris, de
tal manera qué si aquesta relacié és superior a 1 al final de la fermentacid alcoholica, sol
produir-sc una inhibicid6 total de I'FML des dcls primers moments del scu
desenvolupament. Si la proporcio és favorable als bacteris lactics, I'FML hauria de

desenvolupar-se de forma retardada, perqué cls bacteriofags anirien progressivament
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infectant aquelles c¢l-lules que foren sensibles. Tanmateix, les dades experimentals
obtingudes al nostre laboratori mostren com les taxes d'infeccio virica no suporten el fet
d'una explosio virica tipica als bacteris d'ambients lactics. Més bé al contrari, el nombre
de bacteriofags lliures detectats al vi disminueix drasticament (en un ordre de magnitud)
en cada nova infeccié. Aquest fet és explicable per l'estrés que causa I'ambient fisico-
quimic del vi sobre els bacteriofags. D'aquesta manera s’han observat elevades taxes de
letalitat virica a pH inferiors a 3.6, que dificulten en molt la infeccié dels bacteris lactics
(Esparcia, comunicacid personal). Amb tot, en preséncia de bacteriofags, I'FML es
desenvolupara unicament per aquelles ccl-lules insensibles als bacteriofags, fent més
lent el ja de per si costds procés. Per fer-ho necessitaran abans arribar a nivells
poblacionals minims i aix0 requerira un temps excessiu.

El control i la prevencio de la preséncia fagica als vins hauria de ser un fet habitual
en enologia, ja queé si bé és cert que la preséncia de bacteriofags d'O. oeni en vi en fase
litica és relativament escassa, la preséncia d'aquests en forma de profag (fase lisogénica)
es molt freqiient al genoma bacteria (Cavin et al., 1991). Al voltant del 60% de les
soques estudiades per Arendt ét al. (1991) contenien bacteriofags imntegrats al seu
genoma. Per controlar i evitar les contaminacions per bacteriofags, resulta aconsellable
la rotacié de cultius per evitar la transmissio virica aixi com la inoculacié de soques
bacterianes préviament assajades al laboratori i seleccionades per ser insensibles a I'atac
(Sozzi et al., 1982). Encara aixi, periodicament caldria realitzar preparacions al
microscopi electr(‘)nic‘de mostres dels vins i comprovar la preséncia de bacteriofags

quan els desenvolupaments de les fermentacions sén massa lents (Sozzi et al., 1982).

2.4 INDUCCIO O CONTROL DE LA FERMENTACIO MALOLACTICA

Els beneficis o perjudicis associats al desenvollipamcnt de I'FML han estat revisats
profusament durant I'dltima década (Davis et al., 1985b; Wibowo et al., 1985; Garcia et
al., 1992b). Si en una cosa coincideixen tots el autors, és en la necessitat de controlar el
procés, bé siga promovent-lo, bé siga inhibint-lo. Quan ¢l desenvolupament de I'ML es
preveu que vaja associat amb el creixement de microorganismes indesitjables, o no siga
interessant I'eliminacid de l'acidesa del vi, els esforgos es centren en la inhibicio del
procés. Aixd es pot aconseguir bé restringint ¢l creixement dels microorganismes alli

presents, bé climinant-los esterilitzant el vi (Davis et al., 1985b). Amb aquest proposit
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s'han intentat molts tractaments amb diferents graus d'efectivitat i utilitzacié. Uns estan
basats en tractaments fisics com sén la realitzacié de la clarificacié tan aviat com siga
possible, 'emmagatzemament a baixes temperatures (per sota els 18°C), el manteniment
del vi produit en dipdsits ascptics o lesterilitzacio (filtracié esterilitzant o
pasteuritzacid) (Davis et al., 1985b). Altres estan basats en l'afegiment de productes
quimics per esterilitzar el vi o almenys dificultar el creixement microbia: acid sorbic,
heptil esters, p-hidroxi-benzoat (Davis et al., 1985b), acid fumaric (Kunkee, 1974) o
acid decanoic (Edwards i Beelman, 1987). Entre tots cal destacar, pel seu alt grau
d'utilitzaci6, I'addicié d'anhidrid sulfurds en quantitats per damunt de 30 mg L™ (Kunkee,
1974), 50 mg L"* (Davis et al., 1985b) o fins i tot 100-200 mg L™ (Kunkee, 1967).

Per6 generalment, resulta interessant promoure I'FML al vi i obtenir els avantatges
que aixo ofereix. Les practiques enologiques aconsellades a la literatura per promoure la
realitzacié6 de I'FML es centren en la promocié del creixement de la microbiota
autoctona i en la inoculacio de soques seleccionades. Aixi mateix, resulta interessant la
realitzacié de I'FML utilitzant tecnologies alternatives a la tradicional, que eviten la
necessitat de créixer els bacteris /n situ abans de cada fermentaci6. En aquesta
introduccid farem un repas d'aquestes técniques centrant-nos en aquelles que més ens
interessen 1 sobre les quals hem desenvolupat diferents experiments exposats al llarg
d'aquesta tesi. Moltes d'aquestes tecnologies no sén en absolut excloents sind més bé
complementaries, pel qué cal pensar en una conjuncié de totes elles per obtenir uns

resultats finals satisfactoris.

2.4.1 Seleccio de les condicions optimes per potenciar la microbiota malolactica
autoctona

Una de les formes de potenciar I'FML ¢és controlar les condicions fisico-quimiques
dels bacteris lactic resposables del seu desenvolupament. Si els microorganismes troben
al vi un microhabitat adequat a les seves necessitats basiques qué no impedeixe el seu
creixement, aquest es produira 1 de manera paral-lela s'aconseguira la desacidificacio.
Aquestes condicions optimes per al desenvolupament de I'FML es centren en la
necessitat de controlar la quantitat d'SO, al vi (agent antimicrobia afegit per inhibir el
creixement de microorganismes indesitjables) aixi com en el manteniment d'un pH entre
3.21 3.5 1 una temperatura al voltant de 22-25°C (ambdds optims pel desenvolupament

d'O. oeni sota condicions cnologiques). D'aquesta manera, cls nutrients alliberats al
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medi amb ['autdlisi dels llevats son aprofitats per aquest bacteri per créixer. La
presencia d'elevades quantifats de CO, al vi, qué afavoreixen la seva anaerobiosi, i €l
manteniment de nivells alcoholics relativament baixos (entre 10 i 12° alcoholics), qué
eviten el seu efecte inhibidor, ajudaran a 1a realitzacié del procés (Davis et al., 1985b;
Lafon-Lafourcade, 1986; Garcia i Pardo, 1988). Obviament, algunes d'aquestes
condicions vindran fixades pels tipus de vins utilitzats o per les caracteristiques
intrinseques de les soques bacterianes adaptades a créixer en ells i no serd possible

modificar-les amb posterioritat.

2.4.2 Inoculacid de vins amb soques provinents de vins fent I'FML

Si es disposa de un cultiu bacteria creixent en vi i realitzant activament 1'FML,
resulta factible la seva reinoculacid en vi fresc on els microorganismes es reprodueixin i
~ continuen realitzant la desacidificaci6. Aquesta practica requereix la realitzacio
d'inoculacions d'entre el 15-50 % (v/v) (Kunkee, 1967) o bé el recollir les cél-lules del
vi actiu mitjangant centrifugacioé o filtracié per tal d'aconseguir biomasses suficients
com per assegurar un procés satisfactori. La necessitat d'utilitzar grans volums de vi per
realitzar les reinoculacions depén molt del tipus de vi i soca, ja que nosaltres, a nivell de
laboratori, hem aconseguit la realitzaci6 de I'FML mitjangant reinoculacions
periodiques d'O. oeni amb transvasament d'entre 1-10% (v/v) de vi (Pardo, 1987).
Aquest tipus de practica enologica de manteniment dels bacteris per reinoculacions
periodiques pot presentar el problema de la contaminacié per bacteriofags, evitable amb

una rotacié de cultius (Davis et al., 1985b).

2.4.3 Inoculacio amb cultius purs de soques comercials o seleccionades

La practica més estesa avui en dia consisteix en la inoculacio del vi amb una soca
malolactica préviament seleccionada, assajada 1 amb unes propietats enologiques
comprovades 1 constantment mantingudes. Amb aixo, es pot induir I'FML en vins amb
unes condicions fisico-quimiques adverses, on la microbiota autoctona no ha pogut
desenvolupar-se, o en aquells on es desitja tenir un control més acurat del procés. Amb
la utilitzacié de cultius iniciadors, starters, es pot aconseguir un millor control del
procés en poder escollir el moment optim de fermentacié i una reduccio ¢n ¢l temps de
la realitzacid, alhora que s'afavoreix la produccié de vins amb unes caracteristiques
sensorials desitjades. LLa impossibilitat de trobar una soca polivalent en totes les

condicions 1 tipus de wvi requercix la scleccid de diferents soques  bacteriancs
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(fonamentalment O. oeni). Cada soca presenta unes caracteristiques determinades que la
fan atil en uns vins, generalment del mateix tipus qué en aquell on fou aillada. Aquest
aspecte ha centrat en gran manera la nostra dedicaci6 al llarg d'aquesta tesi (veure el

, capitol 2, dedicat a l'aillament, caracteritzacio i seleccié de noves soques d'O. oeni).

2.4.4 Tecnologies alternatives per realitzar la fermentacioé malolactica

LFML als vins €s una reaccié de desenvolupament lent i imprevisible degut a les
dificultats que tenen les cel-lules per créixer 1 arribar a biomasses elevades. Aixi doncs,
un dels inconvenients més importants a nivell tecnoldgic, per induir I'FML en vi,
consisteix en la necessitat de disposar d'un elevat nombre de céllules actives per
realitzar la bioconversié de l'acid L-malic en acid L-lactic i CO,. Resulta doncs,
altament desitjable desenvolupar tecnologies alternatives a la fermentacié tradicional
que disminueixen el temps necessari per a la seva realitzacié 1 permeten un millor
control sobre el procés. Aixo pérmct la induccid de I'FML en el moment desitjat aixi
com l'aturament de la reaccié en ¢l moment més convenient, per deixar al vi en els

nivells d'acid L-malic desitjats.

Una de les alternatives existents per desenvolupar I'FML d'una manera rapida i
segura consisteix en la inoculacid d'elevades quantitats de céllules al vi que realitzen el
procés. Les possibles aproximacions experimentals es centren bé en la inoculacio
d'elevades biomasses cel'lulars lliures al vi o bé en la seva immobilitzacid sobre
diferents suports inerts. Les experiéncies efectuades per Lafon-Lafourcade (1970; 1985)
amb cél-lules lliures van demostrar com I'FML es podia realitzar al vi amb la utilitzacio
d'elevades quantitats inicials de biomassa d'O. oeni. Uns anys més tard, Wibowo et al.
(1988) van obtenir una rapida desacidificacid dels vins assajats quan els inoculaven amb
densitats bacterianes superiors a 10° ufc mL™. D'aquesta manera, la biomassa actua com
si fora una preparacio enzimatica altament concentrada 1 s'eviten els problemes d'haver
de créixer primer els cultius en vi per a després obtenir la degradacié del malat (Naouri
et al., 1990). Gao i Fleet (1994) van assajar la degradacié d'acid malic per elevades
concentracions d'O. oeni (10°-10'° ufc mL™) aconseguint valors de I'ordre del 95-100%
en trenta minuts a partir de 3.5 g L7 inicials. Tanmateix, aquest tipus d'inoculacio
presenta alguns problemes associats que fan que la seva realitzacié no siga un procés
facil. Clementi i Vinti (1983) van determinar qué ¢l pH era un factor limitant per

aconseguir resultats satisfactoris amb O. oeni, per la qual cosa no tots els vins son
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susceptibles de ser inoculats amb la mateixa soca si es volen aconseguir resultats
positius. El pH és un factor que influeix directament sobre l'enzim malolactic
condicionant la seva taxa d'activitat. A més cal afegir els problemes d'obtencid
d'elevades quantitats de biomassa necessaria per a inocular els vins i la vigilancia
exhaustiva dels pre-cultius per impedir la inoculacié de microorganismes contaminants,
inherents a qualsevol practica amb aquest microorganisme. Aixi mateix, cal dir qué la
realitzacid de I'FML sota aquestes condicions impedeix la produccid de modificacions |
organoléptiques al vi associades al metabolisme bacteria en fase de creixement

(Edwards 1 Beelman, 1989; Chagnaud et al., 1990).

Un altra possibilitat consisteix en la realitzacié de I'FML amb un elevat nombre de
bacteris lactics immobilitzats. L'augment de la productivitat, la reutilitzacié de la
- maquindria enzimatica i els avantatges als processos de separacié han fet qué aquesta
possibilitat haja- estat explotada anteriorment amb la utilitzacié de diferents bacteris
lactics per pre-fermentar llet (Cavin ef al, 1986), obtenir cultius iniciadors
immobilitzats (Kearney et al., 1990; Morin et al., 1992) o produir acid lactic (Richter et
al., 1991). La possible utilitzacié de bacteris lactics immobilitzats per realitzar 'FML ha
estat revisada per nombrosos autors (Divies et al., 1994; Champagne, 1996). Alguns
assaigs efectuats a nivell de laboratori 1 de planta pilot amb diferents bacteris lactics han
ofert resultats prometedors utilitzant diferents técniques d'immobilitzacié (agregacio,
adhesi6, encapsulacié o atrapament). Els millors resultats s'han aconseguit per
atrapament en gels d'alginat (Spettoli ez al., 1984; Cuenat i Villetaz, 1984; Naouri ef al.,
1991) o x-carragenat (McCord 1 Ryu, 1985; Crapisi et al., 1987a i b), productes no
toxics per a les cél-lules i autoritzats per a la producci¢ d'aliments. Spettoli et al. (1987)
aconseguiren magliéflir un biorreactor en operacié continua fins a trenta sis dies
degradant al voltant d'un 50% de 1'acid malic present en un medi sintétic, mentre qué
Cuenat i Villetaz (1984) pogueren instal-lar un sistema en continu qué els permetia
desacidificar parcialment fins a 40 L. de vi en 10 hores en columnes de 10 L. Els
resultats obtinguts amb céllules immobilitzades en «x-carragenat mostren
comportaments similars tant en medi sintétic (McCord 1 Ryu, 1985) com als assaigs
cfectuats en vi (Crapisi et al., 1987b). Experiments preliminars efectuats en gels de
poliacrilamida no oferiren resultats destacats quan la degradacié de 1'acid malic fou
assajada cn medis sintétics (Rossi 1 Clementi, 1984). Com la utilitzacié de la

poliacrilamida no ofcria massa avantatges respecte a les cél-lules Hiures, fou oblidada i
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no hem trobat referéncies bibliografiques posteriors. Un altra possibilitat assajada fou
I'adsorcid de cél-lules d'O. oens a substrats naturals, com estelles de roure, amb resultats
prometedors que permetien conversions de I'ordre de dues a tres vegades superiors a les
obtingudes amb cél-lules lliures (Janssen et al., 1993). Totes aquestes técniques, qué
impliquen l'adsorcié o l'atrapament de les cél-lules en una matriu, fan que la relacié
entre €l volum del suport i la biomassa activa siga alt. D'altra banda, la utilitzacié de
microcapsules limita la transferéncia de nutrients i metabolits generant gradients de
biomassa, a sovint amb cel-lules mortes o inactives al centre. Aquests fets constitueixen
un inconvenient per a la seva utilitzacio en fermentacions alcoholiques.

O'Reilly 1 Scott (1993) van assajar un nou tipus de material, esponges de cel-lulosa,
que es poden comprar en lamines de 0.8 cm de gruix (BPS Separations, Anglaterra),
retallar a la mida desitjada i addicionar de grups funcionals abans d'esterilitzar que
eviten aquests problemes (O'Reilly i Scott, 1995; Scott ef al, 1995). Els resultats
obtinguts en fermentacions de sidra foren satisfactoris tant per a immobilitzar llevats

com bacteris lactics perd fins ara no s'han utilitzat en enologia (Scott i O'Reilly, 1996).

Altra manera d'intentar reduir el temps necessari per efectuar IFML ¢és la realitzacid
d'aquesta en un sistema de biorreactors funcionant en continu. Naouri ef al. (1991) van
assajar la realitzacié de I'FML en continu amb céllules immobilitzades, detectant
aturades en el sistema degudes a I'esgotament de INAD' i Mn®* (necessaris per
I'activitat de l'enzim malolactic). Problemes similars foren detectats a tots els sistemes
on s'han intentat implementar continus, be siga amb enzims (Formisyn et al., 1997) bé
amb cel-lules immobilitzades (veure aquest capitol). Una possibilitat alternativa
consisteix en tenir els cultius de cél-lules Iliures d'O. cermi, en permanent creixement,
dins d'un biorreactor amb un flux continu de vi d'entrada i eixida. Aquest sistema
permetria una produccié continua de vi amb I'FML realitzada i evitaria els problemes

associats a altres aproximacions experimentals abans esmentades.

2.5 PRODUCCIO I CONSERVACIO DE CULTIUS D'Oenococcus oeni PER
INDUIR LA FERMENTACIO MALOLACTICA EN VI

La inoculaciéo directa en vi d'un cultiu d'O. oeni crescut en un medi sintétic
generalment és seguida per un fort 1 rapid decreixement de 1a seva poblaci6. Després

d'una drastica reduccio en cl nombre de cél-lules vives, aquelles qué poden sobreviure
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necessiten un llarg periode d'adaptaci6, a vegades de varies setmanes, per comengar a
créixer i només aleshores, quan la poblaci6 es troba al voltant de 10° ufc mL™ s'observa
un desenvolupament apreciable I'FML (Beelman, 1982). Henick-Kling (1988) estima
aquest temps necessari per superar els inconvenients que es troben les cél-lules al vi en
40 o 60 dies. Aixi doncs, els objectius de recerca en aquests aspectes es centren en dos
punts: la produccié d'elevades quantitats de biomassa 1 en l'adaptacio de les cél-lules al
vi. Aquests objectius es troben a sovint, intimament lligats.

Pel que respecta unicament a l'obtencié de biomassa, cal anomenar la utilitzacié de
" medis basats en diferents sucs de fruita suplementats amb diferents peptones i extractes
de llevat comercials. Champagne et al. (1989) assajaren la producci6 de biomassa amb
suc de poma amb resultats esperangadors. Hayman i Monk (1982) utilitzaren suc de
tomaquet amb la mateixa finalitat mentre que generalment ¢€s el suc de raim el preferit
per la seva similitud amb el vi (Henick-Kling, 1986b). Una de les maneres possibles
d'optimitzar els processos de produccid de cultius iniciadors consisteix en controlar el
pH del medi on creixen els microorganismes. Durant el procés de fermentacio, els
bacteris lactics fermenten els carbohidrats i produeixen diferents acids organics,
principalment acid lactic. Aixo fa qué el pH del medi baixe i inhibeixi el creixement
dels bacteris. Aquest fet ja s'ha descrit anteriorment per a cultius d'O. oeni (Davis et al.,
1986a; Champagne et al., 1989). El control sobre els valors de pH de un medi de
fermentacié permet augmentar el rendiment de biomassa d'aquests tal i com van
descriure Beal et al. (1989) per a Lactococcus thermophilus 1 Lactobacillus bulgaricus.
Aquest benefici també va ser descrit al controlar el pH de creixement d'O. oeni en un
medi basat en suc de poma amb afegiment de diferents suplements nutricionals
(Champagne et al., 1989). Els estudis efectuats per Salou et al. (1991) confirmen de nou
aquests beneficis 1 mostren com la realitzacié de les fermentacions sota control de pH
permet augmentar tant la taxa d'utilitzacio dels substrats com la biomassa final resultant.

Com ja referiem abans, tant important com la produccio és l'adaptacio de les soques
al vi. Eliminar o reduir el temps d'aquesta adaptacid, durant el qual no es realitza I'FML,
ha estat des de fa molts anys, l'objectiu de diferents investigadors. Malgrat aixo les
condicions necessaries per realitzar aquesta adaptacio no son les mateixes per a totes les
soques que provenen de diferents vins 1 de diferents indrets (Wibowo ef al., 1985). Des
de finals de la decada dels vuitanta, apareixen a la literatura diferents punts de vista que

tracten d'aconseguir per vies més 0 menys semblants els mateixos objectius.
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El primer dels métodes, consistent en el creixement dels bacteris en medis de pre-cultiu
involucra la transferéncia successiva dels cultius des de medis nutricionals sintétics amb pH
al voltant de 5.5 fins a vins suplementats amb most a pH entre 3.5 1 4.0. Una vegada
crescuts en aquests medis sén inoculats en vi amb més o menys efectivitat (Hayman i
Monk, 1982; Lafon-Lafourcade et al., 1988; Wibowo ef al., 1985; Beelman, 1982; Henick-
Kling, 1988). Els medis freqiientment recomanats estan basats en most diluit amb H,O o vi
al que se 1i afegeix extracte de llevat 1 Tween-80 (Henick-Kling, 1986b). El pH es sol
ajustar a 4.5 (intermedi entre el pH del vi 1 I'idoni per al creixement en medis sintétics). La
temperatura recomanada també és intermedia, entre la propia de la produccio del wvi i
I'optima per al creixement, sent generalment aconsellats valors entre 25 i 30°C (Henick-
Kling, 1986b). Un altra aproximacid, emprada per Hayman i Monk (1982) consisteix en el
creixement d'O. oeni en un medi de cultiu amb glucosa i suc de tomaquet per obtenir
biomassa i després en la seva reinoculaci6 en medis amb extracte de llevat 1 most amb
quantitats creixents de vi (des de O fins a 100%). Amb aquestes experiéncies es va
determinar que el creixement d'alguns cultius d'O. ceni en vi es veia estimulat quan al medi
de pre-cultiu s'afegia un 40-80% de vi, demostrant aixi que existia un mecanisme
desconegut d'adaptacié al medi. Aquesta mateixa idea fou també exposada per Divics 1
Cavin (1985) qui recomanaven la utilitzacié de medis de pre~cultiu a pH 3.2 amb un 10%
(v/v) d'etanol per aconseguir adaptacions al vi acceptables.

Una segon opcid consisteix en I'adaptacid progressiva del cultius a vins de pH cada vegada
més baix que faciliten postéridnherit la seva inoculacio en vi (Pardo, 1987). La inoculacié
d'una soca en vi de pH baix produeix una elevada mortalitat inicial. Quan setmanes o mesos
després, algunes cél-lules sobreviuen 1 aconsegueixen desenvolupar-se, la seva reinoculacio
en vi fresc ofereix taxes de supervivencia superiors a les de la primera resembra.

Finalment, cal citar una tercera aproximacio experimental consistent en el sotmetiment
de les céllules a condicions d'estrés que faciliten el seu posterior desenvolupament en vi. El
mecanisme d'adaptacié pot basar-se en 1'aconseguiment progressiu de nivells més alts de
tolerancia a l'etanol o al SO, mitjangant la sintesi de proteines d'estrés térmic (hsp)
localitzades en la fraccid membranosa durant el tractament d'estrés qué suposa posar en
contacte les cel-lules amb el vi (Guzzo et al., 1994). Aquestes proteines, sobreexpressades
en condicions d'estrés, podrien estar involucrades en el manteniment de la integritat de la
membrana, constituint aquest fet una resposta adaptativa a l'estrés (Guzzo et al., 1997). El
mecanisme d'adaptacio 1 creixement sota condicions d'estrés al vi és un procés encara avui

desconegut (Guzzo et al., 1997; Jospin et al., 1997) i vanable (Salotra et al., 1995; Garbay 1
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Lonvaud-Funel, 1996), que depén molt de la soca utilitzada. El resultats obtinguts per
l'aplicacié de tractaments d'estrés, per a un grup seleccionat de soques, ofereix avantatges
tecnologics pel que respecta a l'adaptacié dels cultius. Aquest tipus de procediment per
I'adaptacié de les soques d'O. oeri al vi ja fou descrit per Fourcassie i Maujean (1990) qui
recomanaven sotmetre les c¢l-lules a un xoc térmic previ a la seva inoculacié per augmentar
tant la taxa de creixement com la de degradacio de l'acid malic present al vi. Aix0 requereix
I'obtencid de soques d'O. oeni que presenten aquestes proteines especifiques que
confereixen resisténcia als factors adversos presents al vi.

Altres investigadores observaren millores en I'adaptacié dels bacteris realitzant una pre-
incubacid de les cél-lules en medis tamponats (Beelman, 1982) o solucions preparades amb

most (Caillet 1 Vayssier, 1984; Naouri et al., 1989) abans de posar-les en contacte amb el vi.

A banda de la producci6 i adaptaci6 de les soques, i a sovint de manera paral-lela, resulta
interessant la conservaci6 de les soques malolactiques. Com ja hem dit abans, una manera
d'induir I'FML és la inoculaci6 directa del vi amb un cultiu creixent ja en vi (Kunkee et al.,
1964). Aix0 requereix tenir sempre cultius en creixement actiu, la qual cosa suposa
inconvenients técnics i economics. Conservant els cultius per diferents métodes,
tradicionalment per congelacid o liofilitzacid, i inoculantlos en vi s'eviten aquests
problemes (Beelman, 1982; Wibowo ef al., 1988). Pero no totes les soques presenten el
mateix comportament després d'haver-les sotmés a un procés de conservacio. Mentre alguns
autors refereixen resultats satisfactoris en la inoculacié dels microorganismes (congelats o
liofilitzats) directament al vi (Beelmzlm, 1982; Edwards i Beelman, 1989), la majoria dels
estudis apunten a la necessitat de sotmetre les cel-lules a un procés de readaptacio previ al

seu contacte amb el vi (Lafon-Lafourcade, 1975; Joyeux i Lonvaud-Funel, 1985).

L'interés per mantenir la viabilitat dels bacteris lactics durant els processos de
conservacio no €s exclusiu per als cultius d'O. oeni. Kearney et al. (1990) van descriure un
augment en l'eficacia de liofilitzacié de Lactobacillus plantarum quan les c¢l-lules eren
préviament immobilitzades en alginat de calci degut a l'efecte protector d'aquest durant el
procés de rehidratacio. Aquest efecte protector de l'alginat de calci també ha estat demostrat
per a suspensions de Lactococcus lactis mantingudes a 4°C (Champagne ef al., 1994). Els
estudis realitzats amb suspensions cel-lulars liofilitzades mostren la major eficacia dels poliols
(B-glicerofosfat i sobretot adonitol) front als polimers (PEG) 1 aminoacids (acid glutamic) en

la seva actuacid com a crioprotectors de diferents bactenis lactics (Valdez et al., 1985).
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OBJECTIUS

1. Aillar i identificar noves soques d'Oernococcus oeni (abans Leuconostoc oenos) per a

la seva aplicacio sobre la fermentacié malolactica en vi.
2. Realitzar una pre-caracteritzacio enologica de les soques aillades.
3. Dissenyar medis de pre-cultiu que faciliten 'adaptacio de soques d'O. oerni al vi.

4. Optimitzar els processos de conservacio d'O. oeni per assegurar la supervivencia

cel-lular 1 el manteniment de I'activitat malolactica durant llargs periodes de temps.

5. Determinar la influéncia del tipus de substrat i l'atmosfera de cultiu sobre la
metabolitzacio de carbohidrats per O. oeni. Estudiar els possibles efectes positius de

I'afegiment de diferents agents reductors als medis de cultiu.

6. Avaluar processos de fermentacié malolactica amb cél-lules lliures d'O. oeni en
condicions de no proliferacié cel-lular. Optimitzar diferents variables

fisico-quimiques 1 microbiologiques.

7. Dissenyar i avaluar sistemes de fermentacio amb cellules d'O. oeni en creixement

continu.

8. Optimitzar les condicions d'immobilitzacié d'O. oeni i analitzar I'aplicacid del

procés en la fermentacié malolactica del vi.
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1 MATERIALS I METODES

1.1 AILLAMENT I IDENTIFICACIO DE NOVES SOQUES

El Bergey's Manual of Determinative Bacteriology descriu als bacteris del génere
Leuconastoc, antic génere al que pertanyia Oenococcus oeni, com a cél-lules esfériques o
quasi-esfeériques que es troben en parelles o cadenes i d'una dimensié de 0.5-0.7 x 0.7-1.2
um (Holt et al, 1994). De caracter Gram®, immobils i no formadores de espores,
catalasa - 1 arginina desaminasa -. S6n anaerobis facultavtius; quixnjorganbtrbfs amb un
requeriment obligat pels carbohidrats fermentables. El seu creixement és forga lent i1
produeix colonies de morfologia petita fins i tot en medis de nutricié complexos. Totes
aquestes caracteristiques i altres més qué n'esmenarem més endavant les comparteixen
tant les soques d'altra procedéncia: lactica, camnica, ... com aquella que te el seu habitat
natural al vi, Leuconostoc oenos. Recentment, Dicks et al. (1995) van fer una proposta de
reclassificacié d'aquesta espécie 1 van suggerir el nom d'Oenococcus oeni. Una discussid
més detallada d'aquest fet es troba a la introduccié d'aquesta tesi. L'aillament de soques
d'O. oeni presents al vi s'ha realitzat en base als criteris fixats pel Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology per L. oenos amb les modificacions que es descriuen al
llarg d'aquest capitol (Holt ez al., 1994). Com a control positiu es va utilitzar a totes les

proves descrites la soca d'O. oeni (abans Leuconostoc oenos) MI1.34 (annex 3).

Analisi de la morfologia microscopica i colonial

Per tal de seleccionar Unicament els bacteris, presents al vi juntament amb fongs
filamentososo i llevats, l'aillament es va realitzant partint d'1 mL de vi que es va
plaquejar en MLO solid amb 1 g L de cicloheximida (annex 1), antibiotic al qual els
eucariots en son sensibles d'una manera més o menys intensa. La cicloheximida,
préviament dissolta i esterilitzada per filtracio, s'afegia al medi autoclavat, 1 es repartia
en plaques. Les plaques es van incubar 7 d a 28°C i es va procedir a una observaci6 de
les colonies crescudes amb un microscopi de contrast de fases a (40 x 10) augments. Es
van seleccionar aquelles colonies que presentaven cél-lules de morfologia coccal o
cocco-bacil-lar. Aquesta variabilitat morfologica ¢és funcid tant de les caracteristiques

individuals de cada aillat com dels medis utilitzats per créixer les soques (Garvie, 1984).
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Determinacio del caracter Gram

Les soques que presentaven una morfologia concordant amb els criteris abans
esmentats, foren sotmeses a una prova de determinacié del caracter Gram mitjangant
tincio diferencial (Gerhardt, 1994) i es seleccionaven les qué eren G +. Com a control

de la determinacid s'utilitza un aillat del bacteri G - Escherichia coli.

Determinacio de la preséncia de catalasa

Igualment es comprovava l'abséncia de l'activitat catalasa realitzant suspensions de
cadascuna de les colonies aillades en placa sobre un portaobjectes on s'havia dipositat
abans un petit volum d'H,;O, de 10 volums. La no formacié de bombolles era atribuida a
I'abséncia de I'enzim catalasa (Gerhardt, 1994). Com a control positiu s'utilitza un aillat

del bacteri Escherichia coli.

Determinacio del caracter homo o heterofermentatiu

La fermentacié de la glucosa als bacteris lactics es pot produir per dues vies
fermentatives alternatives. La primera és la via homolactica (Embden-Meyerhoff-
Parnas), present als Pediococcus 1 a alguns Lactobacillus i Weissella, mitjangant la qual
tota la glucosa present al medi es finalment transformada en acid lactic. L'altra via de
degradacié de glucosa €s la heterolactica (pentoses-monofostat), compartida per alguns
Lactobacillus 1 Weissella aixi com per Leuconostoc i Oenococcus, en la qual a més
d'acid lactic es produeixen acid acetic, etanol i CO, en quantitats variables. Els criteris
de diferenciacié entre aquestes dues rutes de degradacié de la glucosa es fbnéménten
doncs en l'analisi dels diferents productes finals. Per tal de diferenciar els dos tipus de
metabolisme de les colonies vam utilitzar el Medi 5 (Zaiiiga et /., 1993) (annex 1). El
Medi 5 es prepara a pH 6.5 i duia incorporat un indicador de pH (verd de bromocresol)
que conferia una coloracio blavenca a les colonies homofermentatives per la seva quasi
total conversio de I'hexosa en acid lactic (que implica una important baixada del pH 1
promou el viratge de l'indicador) mentre que les heterofermentatives (Leuconostoc,
Oenococcus i alguns Lactobacillus) apareixien amb color blanc (l'acidificacié al medi
no era tan intensa). La inoculacié al medi de cultiu es realitza de la segiient mancra: les
colonies aillades es sembraren en MLO fins obtenir un cultiu jove en fase exponencial.
Aleshores, es centrifugaren a 13000 x g, es rentaren dues vegades amb solucié salina
esteril 1 e sembraren per triple estria en Medi 5. Les plaques s'incubarcn a 28°C amb
una atmosfera del 100% de CO; en gerres d'anacrobiosi 1 periodicament s'observa ¢l

creixement fins obtenir colonies visibles.
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Determinacio de I'isomer d'acid lactic produit a partir de la glucosa

Una vegada aillats els bacteris, calia estudiar la proporcio d'isomers de 1'acid lactic
que produien a partir de la glucosa. Els cocs produeixen quasi exclusivament D(-) lactic
mentre que els bacils en produeixen una mescla racémica de D(-) i L(+). Per quantificar
aquests dos isomers, les diferents soques en estudi, crescudes en MLO fins al final de la
fase exponencial, es van centrifugar a 13000 x g, es van rentar dues vegades amb
soluci6 salina estéril i es van inocular en Medi BB a I'1% (annex 1). Aquest medi fou el
mateix utilitzat per Pilone i Kunkee (1970) amb el canvi de I'extret de fetge per 0.5 g L™
d'L-cisteina i la preséncia de 0.2 g L1 de glucosa segons va descriure Pardo (1987).
Després de 14 d d'incubacio a 28°C, es centrifugaren el cultius a 13000 x g i es descarta
¢l sediment. Una part aliquota del sobrenadant s'utilitza per quantificar l'isomer
L{+)-lactic produit amb el sistema de determinacié enzimatica Cat-39084 de Boehringer
Mannheim. Un altra part fou processada per a la seva anéiisi quimica per HPLC
(annex 2) i es quantifica 1'acid lactic total produit. La quantitat d'isomer D(-) es calcula
per diferéncia. Els assaigs es van realitzar a partir de cultius crescuts en preséncia i en
abséncia de glucosa per corregir les interferéncies en la quantificacio d'isomers de I'acid

lactic degudes a la seva produccié a partir d'altres substrats.

Analisi de la produccié de mannitol a partir de fructosa

Un altra caracteristica que ens permet diferenciar els bacteris heterolactics dels
homolactics és la capacitat que posseeixen els primers de produir mannitol a partir de la
fructosa (Chalfan et al., 1975). Aquesta capacitat de produccid es va assajar segons el
metode descrit per Pardo (1987). Les soques es van créixer en Medi PM (annex 1) a 28°C
partint de cultius crescuts en MLO, centrifugats i rentats amb solucié salina. Després de
créixer els cultius durant 14 d, es centrifugaren a 13.000 x g, es descarta el sediment i un

aliquota del sobrenadant fou processat per a la seva analisi quimica per HPLC (annex 2).

Comprovacio de la desaminacié de I'arginina

També es va determinar la possibilitat de produccié d'amoni a partir d'arginina
creixent els aillats el Medi MRS amb 1 sense addici6 d'arginina (3 g L'') (annex 1). Els
tubs es van inocular segons el procediment descrit per I'assaig de produccié d'isomers
de l'acid lactic. Després d'una incubacié de 5-7 d, 1a preséncia d'amoni es va detectar per

I'aparicio de color taronja quan s'afegia reactiu de Nessler (Gerhardt, 1994).
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Assaigs de creixement a diferents temperatures

La temperatura de creixement recomanada pel Bergey's Marual of Determinative
Bacteriology per realitzar la identificacié d'O. oeni (abans L. oenos) és de 37°C (Holt et al,
1994). Per obtenir una caracteritzacié més extensa es van realitzar assaigs de creixement a
21°C, 25°C, 28°C i 45°C a més dels 37°C recomanats. Aquestes temperatures €s van triar
seguint els consells efectuats per altres autors en identificacions anteriors (Chalfan et al.,
1977; Pardo, 1987). Els assaigs es van realitzar en MLO (annex 1). El seguiment del

creixement es va realitzar diariament durant 7 d mitjangant turbidimetria a 600 nm.

Assaigs de creixement a diferents pH

L'adscripcié de noves soques a difernts espécies, dins I'antic génere Leuconostoc,
requeria la realitzacid de proves de creixement a diferents valors de pH. Nosaltres hem
realitzat els assaigs a pH 3.7, 4.2, 4.8, 5.0 1 5.5 segons descriu Pardo (1987). Els cultius
i elvseu seguiment es van realitzar d'igual manera a la descrita a I'apartat de creixement a

diferents temperatures, fixant pero la temperatura a 28 °C.

Assaig de creixement en preséncia del 10% d'etanol

La diferenciacié entre O. oeni (abans L. oenos) 1 altres espécies qué abans
compartien génere es basa en la possibilitat de fer-ho amb la preséncia d'un 10 % final
d'etanol absolut (Garvie, 1967; Buckenhiiskes, 1993; Holt et al., 1994). Els cultius es
van realitzar en MLO preparat amb el 90% del volum final i autoclavat en condicions
estandard. Una vegada temperats, s'afegia etanol fins a un 10% (v/v) final i
s'inoculaven. El seguiment diari es realitzava de la manera descrita a l'apartat de

creixement a diferents temperatures.

Comprovacio de la formacio de dextra a partir de sacarosa

Algunes espécies com ara Leuconostoc mesenteroides, L. amelibiosum o L. carnosum
poden produir dextra mentre qué altres com L. oenos (abans O. oenr) no en son capaces.
La produccio de dextra a partir de sacarosa en Medi ATB (annex 1) és una prova util per
diferenciar aquestes espécies que abans pertanyien al geénere¢ Leuconostoc segons el
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). Les plaques d'ATB es
van sembrar de la mateixa manera descrita per al Medi 5, amb una atmosfera anacrobia
(100% de CO,) a 28°C. Les gerres d'anacrobiosi s'obrien periodicament 1 es comprovava
'aparenga viscosa de les colonies bacterianes causada per la formacio de dextra. Com a

control positiu de I'assaig cs va utilitzar una soca d'[.. mesentervides (annex 3).
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Comprovacio de la utilitzacio d'acids citric, malic, tartaric i fumaric

Un altra prova d'interés taxonomic qué serveix per diferenciar espécies dins del
genere Leuconostoc és 1a metabolitzacio de 1'acid citric (Chalfan et al., 1970; Beelman
et al., 1977; Pardo, 1987). La capacitat de degradaci6é es va comprovar inoculant les
soques aillades en Medi C (annex 1) suplementat amb 10 g L-! d'icid citric. Aixi
mateix, es va analitzar la metabolitzacié dels acids malic, tartaric i fumaric amb la
intencié de contribuir a la caracteritzaciéo enologica de les soques aillades. La
degradaci6 dels acids malic i tartaric es va assajar en Medi C amb 10 g L-1 d'aquests
acids, mentre qué la d'acid fumaric es va comprovar en Medi TJ amb 0.5 g L-! inicials
(annex 1) (Chalfan et al., 1970). Els assaigs es van efectuar a 28 °C durant quatre
setmanes. Setmanalment es van determinar les quantitats residuals per HPLC

(annex 2).

Analisi de la fermentaci6 de carbohidrats

La fermentacié de carbohidrats és una de les proves bioquimiques tipicament
utilitzades per identificar bacteris, entre ells els lactics (Garvie, 1967). La treballosa
tasca de realitzacid d'aquestes proves ha fet qué algunes cases comercials, com ara
Biomerieux oferten sistemes miniaturitzats d'assaig que faciliten la feina. Encara qué
aquests procediments han estat utilitzats durant les darreres décades per identificar
noves soques d'O. oeni, Pardo et al. (1988) van demostrar la ineficiéncia d'aquest tipus
de sistemes comercials per a la identificacié de cocs heterofermentatius. Per aixo,
nosaltres vam triar el protocol utilitzat per Pardo et al. (1987) utilitzant Medi FC
(annex 1) qué ens permetia obtenir resultats més fiables. Aquest assaig es realitza en
tubs de vidre amb medi FC semisolid i1 en preséncia d'un indicador de pH (Garvie,
1967a). Aquest protocol possibilita la incubacié dels cultius durant més temps que els
sistemes miniaturitzats comercials (tan sols 2-3 d) 1 aixi permet que¢ les soques d'O.
oeni creixen 1 consumeixen el carbohidrat al seu abast. Alguns investigadores han
resolt parcialment aquests problemes modificant les condicions d'inoculacid i cultiu

del sistema API CH de Biomerieux (Jensen 1 Edwards, 1991).
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Producci6é de compostos volatils

La produccié de compostos volatils per les soques d'O. oeni és un criteri enologic
meés que cal tenir en compte al moment de seleccionar aquestes soques per a la
realitzacié de I'FML (Buckenhiiskes, 1993). L'assaig de produccié dels components de
la fraccid volatil del vi per part d'aquestes soques es va realitzar per fermentacié dels
vins 1 posterior analisi per cromatografia de gasos (annex 2).

La fermentacio es va realitzar en botelles Pyrex de 2 L estérils, omplertes amb 2 L de
vi préviament esterilitzat per filtracio i inoculades cadascuna d'elles amb una soca del
bacteri préviament seleccionada i provinent de vi (aproximadament 1x105 ufc mL™D.
Les fermentacions es van desenvolupar a 20°C fins qué es va detectar la quasi total
desaparicié de 'acid malic inicialment present al vi. Aleshores es van congelar els vins
fins I'extraccié dels components volatils (annex 2). L'evolucié de I'FML es va seguir
mitjangant determinacié de la quantitat residual d'acid malic present al vi per
cromatografia en paper o HPLC (annex 2). Periddicament es van realitzar plaqueigs en
MLO (annex 1) per determinar els nivells de cel-lules d'O. ceni viables al vi. Com a

control de tot el procés es va incubar una botella amb vi estéril.

1.2 ADAPTACIO DE SOQUES D'Oenococcus oeni AL CREIXEMENT EN VI

Les soques d'O. oeni es troben al vi amb cucumstancxes ambientals adverses, pH
‘baxx, altes concentracmns d’etanol existéncia d'SOz 1 presenc1a de carbomdrats en
baixes quantitats, que dificulten un desenvolupament rapid (Davis et al., 1985b). Quan
aquestes soques s'inoculen en medis de cultiu sintétics, per realitzar estudis
d'identificacié i altres assaigs, el creixement es veu millorat. Tanmateix, una vegada
acostumades a viure en aquests medis, els intents de reinocular-les directament en vi
resulten generalment infructuosos (Henick-Kling, 1988). Per fer aquestes reinoculacions
cal anar acostumant les soques passant-les progressivament des de medis rics a altres
més pobres 1 semblants al vi. L'aproximacié utilitzada per nosaltres consistia en la
inoculacid a I'1% (v/v) de les soques crescudes en MLO, en medis de pre-cultiu: A, B,
C, D, 10 o P (annex 1). Una vegada crescudes a cadascun dels medis de pre-cultiu
s'inoculaven al 2% (v/v) en vi a pH 3.5 1 a partir d'aquest, una vegada desenvolupades,
en vi a pH 3.4 1 pH 3.3. Periodicament es realitzaven controls de viabilitat en plaques
d'MI.0) 1 es determinava ¢l grau de rcalitzacié de la FML per cromatografia en paper o

HPI.C (annex 2).
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1.3 CONSERVACIO DE SOQUES D'O. oeni I MANTENIMENT DE LA SEVA
ACTIVITAT MALOLACTICA

L'adaptacio de les soques d'O. oeni al Vi és indispensable per a la seva utilitzacio
comercial, pero no ho és menys, la necessitat de mantenir la seva wviabilitat i activitat
malolactica al llarg del temps. El procés d'adaptacié de les cél-lules al vi és un procés llarg i
costos, per la qual cosa, una vegada s'ha aconseguit, requereix un subcultiu periodic de les

cellules en vi fresc per mantenir les seves propictats tecnologiques. Sorgeix doncs, la

* necessitat d'optimitzar processos de conservacid que-asseguren tant un -alt grau de viabilitat - -

com la capacitat dels cultius per desenvolupar I'FML. Per esbrinar quines eren les millors
condicions de preparacié de les soques, es van créixer en 10 mL dMLO, Medi P o vi
(annex 1) fins el final de la fase exponencial 1 es van sotmetre a liofilitzacié o congelacio.

Perala liofilitzacid, els cultius es van centrifugar a 18000 x g, es van rentar dues
vegades amb acid glutamic 0.067 M 1 es van resuspendre en 1-2 mL d'aquest agent
crioprotector. Es van realitzar parts aliquotes de 200 pL i es van repartir en 5-6 tubs de
vidre. Aleshores es van sotmetre a la liofilitzacié i es van conservar a 4°C. Es van
realitzar controls de viabilitat per comprovar la supervivéncia de les soques durant
diferents etapes, abans i després de la liofilitzaci6, determinant el nombre d'ufc mL™
mitjangant recompte en plaques d'MLO (annex 1). Per a la congelacié, 1 mL del cultiu
crescut es va mesclar amb 1 mL de glicerol al 40% (v/v) en un tub de plastic de 3 mL i
es va congelar a -20°C fins la seva utilitzacio.

Amb aquestes dades es van calcular els percentatges de supervivéncia deguts al

procés de conservacio i al temps d'emmagatzemament.

Determinacio del manteniment de I'activitat malolactica en vi

Per determinar quin era el grau de manteniment de 'activitat malolactica en vi de les
soques bacterianes utilitzades, després de ser sotmeses als tractaments de conservacié abans
esmentats, cs van diluir els cultius de manera apropiada per obtenir una densitat inicial
d'aproximadament 1x105 ufc mL” en ser inoculats en tubs de rosca de 12 mL amb 10 mL
de vi. Sctmanalment, ¢s va realitzar una cromatografia en paper d'acids organics (annex 2)
per avaluar la taxa de degradacio d'acid malic. Com a control del procés, es va realitzar una
resembra dirccta a partir de cel-lules crescudes als mateixos medis de procedéncia: MLO,
Medi P o vi sense haver-les sotmés a conservacid. 1.'activitat malolactica es va mesurar en

funcio dels dics que tardava a realitzar-sc en relacio amb I'assaig control.
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2 RESULTATS I DISCUSSIO

2.1 ATLLAMENT I IDENTIFICACIO DE NOVES SOQUES D'Qenococcus oeni.

2.1.1 Proves realitzades per adscriure les soques a génere

Es van seleccionar divuit colonies anomenades MA4, VV4, VV5, RM2, RM3,
BM2, BM3, GE3, GES, TV3, TV4, BES, CS2, TE3, BO3A, BO3B, CH3 i CH4 que
presentaven una morfologia microscopica coccoidal o cocco-bacillar i formaven
colonies blanques, rodones i menudes a les plaques de cultiu. A les proves inicials
efectuades resultaren ser Gram + i catalasa -. Foren seleccionades 1 sotmeses a proves
d'identificacié posteriors per determinar la seva possible inclusié dins l'espécie

Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos).

En una fase posterior es va procedir a la determinacié del caracter homo o
heterofermentatiu de les hexoses. Tots els aillats seleccionades en l'apartat anterior,
excepte GE3, GE5, CH3 i CH4 donaven lloc a colonies de color blanc quan eren
inoculades en Medi 5 (Zhiiiga et al., 1993 (annex 1) la qual cosa implicava la seva
heterofermentativitat. Les quatre soques qué presentaren una tonalitat blavenca en
aquest medi tenien una procedéncia comuna: van ser aillades en vi Gewurztraminer de
dos anys de maduracié (GE3 i GES) o b¢ a partir de vi Chardonnay (CH3 i CH4). En
base a aquestes caracteristiques foren preliminarment adscrites al génere
Lactobacillus. Donat qué no era objectiu d'aquesta tesi la identificacié de bacteris
lactics diferents a O. oeni, no es va aprofundir més en I'estudi d'aquestes quatre soques

i només es van utilitzar com a soques de referéncia.

Una de les proves més caracteristiques per diferenciar els bacteris lactics del vi
consisteix en determinar la produccié d'isomers de 1'acid lactic a partir de la glucosa.
Aixi, Lactobacillus pot produir D(-), I(+) o una mescla dels dos; Pediococcus la
mescla D(-) i L(+), mentre que Leuconostoc (1 Oenococcus) Gnicament D(-). Aquesta
prova s'ha utilitzat cn les identificacions de bacteris lactics efectuades per nombrosos
autors (Garvie, 1967a; Pilone i Kunkee, 1972; Beelman et al., 1977; Chalfan et al.,
1977; Pardo, 1987).
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Les nostres soques presentaven diferents comportaments. Aixi, les quatre soques
homofermentatives produien una mescla al 50% de D(-) i L(+) lactic, mentre que les
heterofermentatives produien només D(-): ML34, RM3, MA4, CS2, TV3, VV4, VV5,
TE3, BO3A 1 BM3, o aquest isomer de manera majoritaria: BM2, BO3B, RM2, BES i
TV4, queproduien un 10-25% d'isomer L(+). Amb aquests resultats, es confirma
I'adscripcié a l'espécie O. oemi d'algunes soques heterofermentatives mentre que
I'adscripcié de les que presentaven una lleuger:i produccié d'acid L{+)-lactic fou
posada en dubte fins a la conclusié de la resta de proves. Peynaud ja citava la
possibilitat de trobar cocs heterofermentatius (Leuconostoc sp.) que sintetitzaven d'un
2-5% d'acid L(+)-lactic (Pardo, 1987). Per aquesta rad els nostres aillats que produien
L(+)-lactic no foren directament exclosos de proves posteriors. Tanmateix, Garvie
(1960) posava en dubte aquesta possibilitat per la no possessi0 de L(+)-lactat

deshidrogenasa de L. oenos.

La realitzacié de la prova de produccié de mannitol a partir de fructosa va
confirmar la heterofermentativitat de part de les soques, amb l'excepcié de GE3, GES,
CH3 1 CH4. Aquestes quatre soques, produien en canvi, elevades quantitats d'acid
lactic, notablement superiors a les detectades amb la resta de soques en estudi. Aquest
resultat confirma la homofermentativitat d'aquests quatre aillats d'aparenga

cocco-bacil-lar mentre qué recolza el caracter heterofermentatiu de la resta de soques.

Finalment, es va comprovar la desaminacié de l'arginina per part dels aillats.
Només les soques VV4 1 VV5 ens van oferir un resultat positiu. Resulta interessant la
preséncia d'activitat arginina desaminasa associada al seu origen comu (totes dues
foren aillades al mateix vi). Aix0, segons el Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994), ens faria eliminar aquestes dues soques de la Ilista de
possibles membres de I'espécie O. oeni. Tanmateix, Sponholtz et al. (1992) i Liu et al.
(1994; 1995) van descriure la preséncia de soques d'O. oceni amb capacitat per
desaminar l'arginina. Aixi doncs, aquestes dues soques no van ser eliminades dels
posteriors assaigs, deixant la seva adscripcié a genere per al final de les proves

d'identificacio.
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Les nostres soques presentaven diferents comportaments. Aixi, les quatre soques
homofermentatives produien una mescla al 50% de D(-) i L(+) lactic, mentre que les
heterofermentatives produien només D(-): ML34, RM3, MA4, CS2, TV3, VV4, VVS5,
TE3, BO3A 1 BM3, o aquest isomer de manera majoritaria: BM2, BO3B, RM2, BES i
TV4, queproduien un 10-25% d'isomer L(+). Amb aquests resultats, es confirma
I'adscripcié a l'espécie O. oeni d'algunes soques heterofermentatives mentre que
I'adscripcié de les que presentaven una lleugera produccido d'acid L(+)-lactic fou
posada en dubte fins a la conclusié de la resta de proves. Peynaud ja citava la
possibilitat de trobar cocs heterofermentatius (Leuconostoc sp.) que sintetitzaven d'un
2-5% d'acid L(+)-lactic (Pardo, 1987). Per aquesta rad els nostres aillats que produien
L(+)-lactic no foren directament exclosos de proves posteriors. Tanmateix, Garvie
(1960) posava en dubte aquesta possibilitat per la no possessié de L(+)-lactat

deshidrogenasa de L. oenos.

La realitzacié de la prova de produccié de mannitol a partir de fructosa va
confirmar la heterofermentativitat de part de les soques, amb I'excepcié de GE3, GES5,
CH3 1 CH4. Aquestes quatre soques, produien en canvi, elevades quantitats d'acid
lactic, notablement superiors a les detectades amb la resta de soques en estudi. Aquest
resultat confirma la homofermentativitat d'aquests quatre aillats d'aparenca

cocco-bacil-lar mentre qué recolza el caracter heterofermentatiu de la resta de soques.

Finalment, es va comprovar la desaminacié de l'arginina per part dels aillats.
Només les soques VV4 1 VV5 ens van oferir un resultat positiu. Resulta interessant la
presencia d'activitat arginina desaminasa associada al seu origen comu (totes dues
foren aillades al mateix vi). Aixo, segons el Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994), ens faria eliminar aquestes dues soques de la llista de
possibles membres de 'especie O. oeni. Tanmateix, Sponholtz\é)al\.”(1992) iLiuetal
(1994; 1995) van descriure la preséncia de soques d'O. oeni amb capacitat per
desaminar l'arginina. Aixi doncs, aquestes dues soques no van ser eliminades dels
posteriors assaigs, deixant la scva adscripcid a génere per al final de les proves

d'identificacio.
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2.1.2 Proves realitzades per adscriure Ies soques a espécies

Els resultats obtinguts a partir de les dades de creixement a diferents temperatures,

ens mostra com, a nivell global, totes les soques aillades prefereixen temperatures de

creixement mitjanes, al voltant de 28°C (taula 1.1).

El creixement a 37°C, la temperatura
discriminatoria aconsellada pet
Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology>(Holt et al, 1994), fou
positiu per a totes les soques, no
permetent aix6 eliminar cap aillat
d'assaigs posteriors. No resulta estrany
quan ¢és el mateix manual el que
només li dona un interés relatiu al
moment de caracteritzar l'espécie L.
oenos per la seva variabilitat. FEl
creixement a temperatures altes,
45 °C, fou quasi inapreciable per a
totes les soques heterolactiques i
després de set dies d'assaig només
TV4 havia crescut satisfactoriament.
El feble creixement detectat ais tubs
deis heterofermentatius cal atribuir-lo
al creixement residual inicial. Al
contrari, les quatre soques
homolactiques es desenvolupaven en
un dia, marcant aix0 un altra
diferencia entre els bacteris homo i
heterolactics. Aquests  creixements
d'aillals a altes temperatures,
possibiement adscrits al  génere

Lactobacillus ja fou esmentat abans

per Pardo (1987).

Temperatura (°C)
21 25 28 37 45
CS2 4 7 4 3 7*

CHS 2 1 1 1 1
CH4 0 1 1 1 1
BM2 = 3 3 1 7
BM3 /*x 7 4 3 7
BES 4 7 4 1 7%
V3 7 4 3 7%
s TvV4 4 7 4 2 7
° TE3 7 4 3 7
© BO3A 7+ 3 4 2 T*
A B03B 7 4 1 7
RM2 2 3 4 1 7*
RM3 7 7 4 . T
GE3 2 1 1 1 1
GE5 2 1 1 1 1
vv4a i 7 3 2 T*
vws 7 314 4 T
MA4 4 7 4 3 T
M4 3 5 O ;o gel

Dies

* Creixement residual feble.

Paula 1.1. Temps necessari per detectar
creixement ais cultius de soques lactiques
inoculades en MLO amb diferents

temperatures de creixement. pl o 4.8.
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Pei que respecta a temperatures inferiors, 21-25 °C, una analisi global deis resultats mostra

un desenvolupament de les soques similar al detectat a 28-3 7°C resultant de nou les soques

homolactiques les més rapides en créixer (taula 1.1). Resulta curios un desenvolupament

més rapid a 21-28 °C que a 25 °C d'alguna de les soques asajades. Tanmateix, el creixement

després d'una setmana d'incubacid era positiu a tots els casos. Aquest creixement de les

soques homolactiques, d'igual manera que a la resta d'assaigs fisiologics, es tradui'a en una

elevada quantitat de biomassa sedimentada al fons deis tubs de cultiu.

El creixement a diferents pH és un
més deis assaigs efectudis per
caracterizar els diferents aillats deis que
disposavem. La capacitat d’'O. oeni per
poder sobreviure a pH baixos és
d'especial importancia al moment
d'inocular els bacteris al vi, qué
habitualment es troba entre valors de 3.0
i 3.5 (Henick-Kling, 1988). La
importancia d'aquesta prova es posa de
manifest en el nombre d'autors qué I'han
realitzat ais seus estudis d'aillament de
soques (Bousbouras i Kunkee, 1971;
Pilone i Kunkee, 1972; Henick-Kling,
1988). Aixi mateix, el Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology descriu
l'assaig de creixement a pH 4.8 com a
necessari per a l'adscripcié de les soques
a espécies (Holt e/ a [ 1994). Tots els
aillats seleccionats per a lassaig
presentaren un creixement positiu ais
cinc valors f{ixats, encara qué la
velocitat de creixement no fou uniforme
ni per a lotes les soques ni a tots els

valors iniciais de pil (taula 1.2).

Valors iniciais de pH

37 42 48 50 55

CS2 5 5 5 5 5
CH3 2 11 11
CH4 3 3 2 2 2
BM2 Y 2 2 2
BM3 ©° 1 1 1 1
BE5 5 5 3 38
TV3 5 5 3 3 3
s t™v4 7 5 2 2 9
o g3 1 ° 3 3 3
¢ BO03A 2 2 2
A BB 2 2 2 2 2
RM2 2 2 2 2 2
RM3 3 3 3 3 3
GE3 3 11 11
GE5 I 1 1
VV4 32 2 2 2
w5 o 2~ 2 2
MA4 3. 03 3
ML34 ZZJ 2 2
Dies

Taula 1.2. Temps necessari per
detectar creixement amb els cultius
inoculades en MLO. Diferents valors

iniciais de pl 1. I de creixement 28 °C
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Els aillats qué menys caracteristiques propies d'O. oeni presentavea p.e. fermentado
homolactica de la glucosa, foren els qué més rapidament es desenvoluparen en medi
sintétic a tots els valors de pH. La soca heterolactica BM3 també presentd un
creixement rapid que fou confirmat en repeticions posteriors de l'assaig. Malgrat aixo,

cap de la resta de proves d'identificacio la desmarcava de l'espécie O. oeni.

Com era d'esperar, el creixement a pH baix dies
(3.7) fou més lent qué a valors superiors per a i €S2 T
la major part de les soques (taula 1.2). Aquest CH3 &
comportament també fou l'observat ais Chd 2

*
creixements efectuats amb la soca de BM2 7
L . BM3 7%
referéncia ML34. Tenint en compte aquests
, , BES 7%
resultats vam considerar que el creixement a
SOCA V3 7%
pH baix no era una prova discriminatoria a
V4 4
nivell d'espécie. Per aixd, la realitzacid
TE3 6
d t fi iderado t
aquesta prova fou presa en considerado tan BO3A T
sois a nivell de caracteritzacié deis aillats i BO3B
analitzada de manera global amb la resta RM2 4
d'assaigs fisiologics i bioquimics efectuats RM3 &
durant la identificado. GE3
GE5 3

Ais assaigs de creixement en medi sintétic Vv4 4
en preséncia del 10% d'etanol, totes les soques VV5 6
analitzades van presentar un comportament MA4 4

ML34 4

positiu (taula 1.3). Les soques

homofermentatives: CH3, CII4, GE3 i GES * Creixement residual feble

son les que van presentar un desenvolupament

més rapid creixent en només 2-3 d, mentre Taula 13. Temps necessari per

qué el desenvolupament de les heterolactiques detectar creixement ais cultius

C g ., de soques lactiques inoculades
es va mostrar més dispar. Aixi, algunes soques q q

0 ]
ereixien de manera satisfactoria en 4-6 dies en MLO amb un 10% d'etanol

. o, 11
mentre altres només presentaven un lleuger I creixement 28 °C; plio 4.8.

creixement després de 7 dies d'assaig.

_46-



CAPITOL 2. RESULTATS I DISCUSSIO

Aquesta prova, suggerida pel Bergeyv's Manual of Determinative Bacteriology, ens
ajuda a adscriure els cocs heterolactics a l'espécie O. oeni (abans L. oenos)
diferenciant-los de la resta de membres del geénere Leuconostoc (Holt et al., 1994).
Aquests creixements en medi sintétic, utils al moment de realitzar les proves
d'identificacié i adscripcié a taxons, no pressuposen la capacitat per desenvolupar la

FML en wi sota condicions fisico-quimiques molt diferents (Pardo, 1987).

La capacitat de produir dextra a partir de sacarosa és una caracteristica propia
d'algunes cépéciés del pénere Leuconostoc perd no aixi d'O. oeni (abaﬁs L oenos)La
realitzacid d'aquesta prova ens va mostrar com cap de les soques assajades metabolitzaven
la sacarosa fins a dextra. Amb aix0 descartem la pertinenga dels nostres aillats a cap
especie de Leuconostoc productora de biopolimers. La preséncia de L. mesenteroides al vi

no ¢és un fet estrany i ja ha estat descrita abans (Lonvaud-Funel 1 Strasser de Saad, 1982).

La realitzacido de les proves d'assimilacié d'acids organics ens ajuden bé a la
diferenciacié d'espécies dins el geénere Leuconostoc, bé a caracteritzar les soques
aillades. A més, la degradacid d'acids organics permet obtenir informacio relativa al seu
aprofitament com a font d'energia 1 carboni per part dels bacteris 1 les seves
implicacions en els canvis organoleptics que es produeixen al vi. Més informacid sobre
aquests aspectes es troba a la introducci6 d'aquesta tesi.

La degradacié dels acids malic i citric ha estat tradicionalment assajada per
caracteritzar noves soques d'O. oeni (Garvie, 1967a; Pilone 1 Kunkee, 1972; Beelman et
al., 1977, Pardo, 1987). Encara que aquestes degradacions no presenten resultats
univocs ja qué moltes vegades canvien de soca en soca (Pardo, 1987), els resultats
obtinguts en aquestes determinacions mostraren com totes les soques estudiades eren
capaces de degradar l'acid malic (taula 1.4). La capacitat d'una soca d'O. oeni per
degradar l'acid malic és indispensable per a la seva utilitzacid industrial ja que la
realitzacid de I'FML ¢és el principal objectiu del seu s. El creixement d'O. oeni amb
malic com a unica font de carboni és un fet estudiat abans, aixi com la produccié d'ATP
associada a la via quimiosmotica d'entrada de l'acid a l'interior cellular (Cox 1
Henick-Kling, 1989). Tanmateix, aquesta no és una activitat indispensable per al
creixement si cls bacteris poden trobar al vi quantitats residuals dhexoses que els

ofereixin una font d'energia minima per desenvolupar-se.
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L'acid citric fou assimilat
per tots els aillats
heterofermentatius i per
alguns homofermentatius tan
sois (taula 1.4). Tanmateix,
la velocitat de degradado per
part de tots els aillats no fou
uniforme. Aixi, mentre GE3
i GE5 a penes I'havien
metabolitzat en quatre
setmanes d'assaig, CH3 i
CH4  l'exhaurien  quasi
completament a la primera.
Els  heterolactics també
tenien un comportament
variable. Després de dues
setmanes d'assaig BM2,
B03B, Tv4, BM2 i VV4
havien consumit més d'un
10% de la quantitat inicial,
mentre qué la resta de
soques no arribaven al 2 %.
Aquest tipus de variabilitat
ja va ser detectat abans per

Pardo (1987).
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Acid orgénic

Malic Citric Fumaric Tartaric

CS2 + + + -

CHS + + + +

CH4 + + + +

BM2 + + 4- -

BM3 + +

BES + +

TV3 + + ;

TV4 + + *
> TE3 + + + 3
° BO3A + + + ,
© BosB = . i
A RM2 + + -

RM3 + + + -

GE3 + - +

GES + +

VV4 + + + ;

VV5 + + + }

MA4 + + ;

ML34 - . R

+ Degradacié feble™
Taula 1.4. Degradaci6 de diferents acids
orgéanics en medi C (malic, citric o tartaric) o
en medi TJ (fumaric) per les soques estudiades.

T creixement"28°C; pHOr 4.8. Dades findis.

L'4cid citric, a banda de resultar un suporl pei creixement és un substrat inicial a

partir del qual es formen diferents compostos aromatics al vi (Cogan et al., 1981,

Shimazu el al., 1985; Rcvel et al.,

1989). L'excessiva degradacié podria produir

clevades quantitats d'aquests compostos i ser perjudicial pei vi. Tanmateix, les baixes

quantitats d'aquest acid qué alli es troben normalment quan es desenvolupa I'FML fan

pensar en aquest possible problema de manera secundaria. Amb tot, sembla ser qué el

creixement amb qualsevol d'aquests dos acids com a unica font de carboni no resulta
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tant profités per les cellules com la seva cometabolitzacié amb els carbohidrats
(Salou et al., 1991; 1994).

També es van realitzar proves d'assimilacié dels acids tartaric i fumaric pel seu
interés practic en la seleccié de soques de bacteris lactics (Pardo, 1987). L'acid tartaric
és dificilment metabolitzat pels bacteris lactics 1 mai per O. oeni (Holt, 1994). A les
nostres proves, només hem obtingut resultats positius de degradacio amb les soques
homolactiques i un de molt lleuger amb una soca heterolactica (taula 1.4). Aquesta soca
hetrolactica, TV4 també presentava un creixement positiu a 45 °C no concardant amb
les descripcions habitualment reconegudes per O. oeni. La incapacitat per degradar
I'acid tartaric es considera positiva per impedir la formacié d'excessives quantitats d'acid
acctic 1 acetoina (Lafon-Lafourcade ef al, 1983; Buckenhiiskes, 1993). Les elevades
quantitats d'acid tartaric presents al vi requereixen d'una gran cura al moment de triar
una soca per utilitzar-la com a inductora de I'FML, ja qué si degradara l'acid tartaric
podnia malmetre el vi rapida i1 inexorablement. La degradacié d'acid fumaric també va
ser positiva a totes les soques estudiades, tant homolactiques com heterolactiques
(taula 1.4). Tanmateix, mentre que aquesta degradacié es va produir en només una
setmana de cultiu amb les homolactiques, les heterolactiques van necessitar fins a quatre
setmanes per consumir-lo totalment. Kunkee (1974) recomana l'afegiment d'acid
fumaric al vi en quantitats superiors al 600 mg L per aturar el desenvolupament
microbia aprofitant el seu efecte antibactericida (Kunkee, 1974). Sembla ser, doncs, que
O. oeni és capag d'assimilar aquest acid quan es troba present en baixes quantitats

mentre que s'inhibeix quan augmenta la concentracio.

Una de les proves més caracteristiques que es solen efectuar tant per adscriure nous
aillats a una espécie com per a caracteritzar diferents soques és la capacitat d'assimilacio
de diferents carbohidrats. Quan es pretén caracteritzar individus de diferents géneres i
espécies, una bona introduccié consisteix en utilitzar sistemes d'identificacid
miniaturitzats, com ara I'API 50 CH (Lafon-Lafourcade et al., 1983; Davis et al., 19850,)
Tanmateix, e¢ls resultats obtinguts als nostre laboratori amb aquests sistemes
miniaturitzats no foren gens satisfactoris (Pardo, 1987) 1 per aixo vam optar per efectuar
les proves fisiologiques d'assimilacié en tubs amb medi IF'C (annex 1). Els perfils de

fermentacid resultants es mostren a la taula 1.5.
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SUCRE DARA L-ARA XIL FRU GLC GAL MAS CEL LAC MAL SAC TRE MEL RAF ;DEX ESQ SAL MAT RIB

SOCA 0 ;

ML34 - 4 oo T + - + + 4 r 4 LRI T
GE3 - - + 4 + + + + 4 4 4 4 Lor
GE5 - - 4 4 + + + + 4 4 4 P 4 4
CH3 - - - + + + Uy 4 4 4 4 i

CH4 - - + + + + 4 4 4 "4 s

TV4 d d + + + + d 4 d 4 4 1 d~
TV3 - 4 4 + d + e d !+ 4
Vv4 d d d + d d d d d d d 4 d 1+ d A

VVS§ 4 4 f d d d 4 4

BU3A 4 4 + + + + + - 4 4 4 + B
B03B + + + . f B d 4 4 4 4 * -
CS2 _ - + + + + + 4 d 4 + 4 1 4
TE3 - 4 4 + + 4 d r d r P 4
MA4 r 4 r + r r - r d d - r 4 r r r r r r
RM2 - - - + d - + 4 - - - 4 4 - - 4 4 1 - 4
RM3 - - 4 + + - + r - - - 4 4 - f 4 4

BM2 d 4 4 + + + wf 4 d 4 d 4 4 - d T 4 -

BM3 - -+ 4 + : + 4 4 . 4 4 .

BES - - d d d - d - - - - - 4 d 4

D-ARA=D-arabinosa; L-ARA=L-arabinosa; XIL=xilosa; FRU=fructosa; GLC=glucosa; GAL=galactosa; MAS=mannosa; CEL=cel-lobiosa;

LAC=lactosa; MAL”"maltosa; SAC=sacarosa; TRE=trehalosa; MEL=mellibiosa; RAF=rafinosa; DEX=dextrina; ESQ=esqualina; SAL.=salicina;
MAT=mannitol; RIB=ribosa

Taula 1.5. Fermentado de carbohidrats per les soques aillades en medi basal FC amb diferents carbohidrats.  negatiu; +, positiu: r. amb reirds o
molt Ueuger; d, dubtos. T de creixement=28°C; pHo=5.2; temps d'incubacié: 3-4 setmanes
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Una analisi global dels resultats permet veure com la glucosa i la fructosa, les
hexoses majoritariament presents al vi, son consumides més o menys rapidament per
totes les soques assajades. No €s un fet d'estranyar ja qué la seva supervivéncia als vins
de procedéncia s'hauria de deure a la seva metabolitzacié. Tanmateix, i sota aquestes
condicions experimentals, vam detectar dificultats de consum de la glucosa per varies
soques qué fins 1 tot després de dues setmanes d'incubacid només presentaven
creixements molt lleugers. La produccié d'acid a piutir de la trehalosa i la hidrolisi de
l'esqualina son altres dues proves interessants qué permeten caracteritzar O. oeni (Pardo,
198.7).. Quasi totes  les ‘so‘qu‘es‘ ‘as‘saj‘ad‘es,‘ " tant homofermentatives com
heterofermentatives eren capaces d'actuar sobre aquests dos carbohidrats, amb
I'excepcid de BES. Aquesta soca presentava problemes de creixement en el medi FC
independentment del carbohidrat subministrat a I'assaig. La sacarosa, la maltosa, el
mannitol, la lactosa i la rafinosa no haurien de ser assimilades per les soques d'O. oeni
segons el Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). Resultats
d'assimilacié clarament positius per a la sacarosa només els vam detectar amb dues
soques homolactiques (taula 1.5). La resta de soques no produien quantitats suficients
d'acids com per virar l'indicador de pH. Aixi mateix vam detectar resultats positius per a
la maltosa amb altres dues soques homolactiques, GE3 1 GES, i dues heterolactiques,
BM2 1 BM3. Aquestes ultimes oferiren perfils de degradacié de carbohidrats més
semblants a O. oeni qué a qualsevol altre microorganisme. La fermentacié del mannitol
va ser sorprenentment detectada en diferents aillats, incloent-hi tots els homolactics 1
nom¢és alguns heterolactics. De nou, els perfils d'algunes soques heterolactiques, malgrat
donar resultats contradictoris amb els descrits, s'assemblaven més a O. oeni qué a cap
altre bacteri. Aixd indica una diversitat intraespecifica més gran que I'admesa pels
criteris classics d'identificaciéo (Holt ez al., 1994). Les proves efectuades per a la lactosa
1 la rafinosa oferiren resultats més coincidents; cap de les soques en estudi eren capaces
de metabolitzar-les satisfactoriament durant les dues setmanes d'assaig. Els altres tres
carbohidrats assajats seguint les recomanacions del Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, L-arabinosa, mel-libiosa 1 salicina, aixi com altres addicionalment
utilitzats en les proves de caracteritzacié de les soques ens oferiren els resultats que es
mostren a la taula 1.5. La variabilitat especifica detectada fou caracteristica per a
cadascun dels aillats 1 ens va permetre diferenciar un dels altres, de tal manera que cap

d'ells presentava un perfil identic al d'un altre amb almenys un tret diferencial (taula 1.5).
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CAPITOL 2. RESULTATS I DISCUSSIO

2.1.3 Soques adscrites a l'espécie Oenococcus oeni.

Fonamentant-nos en totes aquestes determinacions, vam incloure totes les soques
heterolactiques assajades dins l'espécie O. oeni. Si bé es cert qué algunes de les proves
bioquimiques efectuades no concordaven exactament amb les caracteristiques propies
descrites per altres investigadors, sobre tot a les proves de degradacio de carbohidrats, la
resta d'assaigs efectuats si qué mostren una concordanga acceptable (Garvie, 1967a;
Pardo, 1987). També resultaven dubtoses les soques BM2, BO3B, RM2, BES i TV4 per
la produccié d'acid L(+)-lactic en baixes quantitats. Per totes aquestes raons no foren
utilitzades en posteriors assaigs d'aquest tesi.

No obstant, abans d'utilitzar les soques aillades en la produccio de vi a major escala,
es va realitzar una série de proves de pre-caracteritzacié enologica. La realitzacio
d;aquesfs assaigs permet establir la capacitat dels aillats per realitzar 'FML de manera
satisfactoria, tant pel que respecta a l'efectivitat de creixement i la degradacio de l'acid

malic com per la possible produccié de components aromatics.
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2.2 ANALISI DE LA PRODUCCIO DE COMPOSTOS VOLATILS

Un dels aspectes que cal tenir en compte alhora de seleccionar una soca lactica per
utilitzar-la com a cultiu iniciador de I'FML en vi, és la seva capacitat de produccio
d'aromes en vi (Buckenhiiskes, 1993). Amb la finalitat de determinar la possible
produccid d'aquests aromes, els metabolits volatils produits per cinc de les soques aillades
en aquesta tesi (BM3, MA4, VVS5, TE3 1 CH4) van ser analitzades per cromatografia de
gasos. La taula 1.6 mostra la intensitat relativa front al patré ntern (2-nonanol) dels pics
 dels éofnpoﬁénis volitils detectats als vins fermentats amb’ diferents soques abans i
després de I'FML. Quan es disposava de solucions estandard apropiades, els metabolits
corresponents amb aquests pics foren quantificats (taula 1.7). Totes les soques assajades
en aquest experiment van degradar quasi completament l'acid malic inicialment present al
vi, excepte Lactobacillus sp. CH4 que només el va consumir parcialment (taula 1.8).

Pel que respecta als components volatils, cal dir que alguns d'ells foren detectats en les
mateixes concentracions abans i després de la realitzacio de IFML (1-hexanol,
2-pentanol, acid isovaléric 1 acid hexanoic) essent doncs considerats com a caracteristics
del vi base de partida i no assimilables ni sintetitzables pels bacteris lactics assajats (taula
1.6). L'analisi dels resultats obtinguts va mostrar variacions en la resta de components
volatils. Algun d'aquests compostos es trobaven en quantitats superiors a la inicial a
qualsevol dels vins inoculats amb cultius lactics, mentre qué la concentracié d'altres
components presentava més variacié depenent de la soca utilitzada. Només els valors

relatius del 4-hidroxibutirat d'etil van disminuir de manera apreciable.

La realitzacié d'una analisi detallada de les modificacions als components volatils
dels vi mostra els segilents resultats:

Els alcohols superiors presents al vi sén produits principalment pels llevats i en
menor mesura pels bacteris lactics, a partir dels aminoacids o de les hexoses via piruvat,
contribuint activament a l'aroma final del vi. LLa quantitat total d'alcohols superiors en
vins de taula es sol trobar entre 0.14 i 0.42 g L™ (Amerine ef al., 1982) coincidint amb
els nostres resultats experimentals. Aixi, vam detectar increments en la quantitat total
d'alcohols en tots aquells ving que havien sofert ''ML (amb excepcid del inoculats amb
les soques MA4 1 BM3) en comparacié amb cls controls. Aquests increments foren

deguts principalment a la produccid d'alcohol benzilic detectada a tots els vins que havien
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CAPITOL

Iy

Component

Alcohol*
1-Propanol
Isobutanol
2-Pentanol
1-Butanol
Alcohol isoamilic
1-Hexanol
Alcohol benzilic

2-Fenilctanol

Esten

Acctat d'ctil

Caprilat d'ctil

Acetat disoamil
Caproat d'ctil

Lactat d'ctil
3-hidroxibutirat d’ctil
Caprilat d’isoamil
Succinat de dictil
4-hidroxibutirat d'ctil
Acctat 2-fenctil

Bcenzoat 2-feneti)

Adds

Acid isovaleric
Acid isobutiric
Acid hexanoic

Acid 10-undecanoic
Acid capric

Acid caprilic

Altres components
y-butirolactona
2,3-butanodiol

2,3 -butanocdiol
2,3-butanodiol

3-(Mctil-tio)-1-propanol

MS

99.7
96.2
90.8
94.6
95.9
92.3

86.1

80.6
93.4
90.9

95.7
90.3
95.3

92.8
93.1
93.3

*

93.9

Abans FML

Control

0.20
1.59
0.16
0.14
43.49
0.40
0.14
16.95
63.07

4.50
0.31
0.26
0.16
9.91
0.04
0.22
0.82
1.29
0.07
0.46

0.90
0.74
1.32
0.10
0.08
0.87

28.53

2.78
11.86
1.79
0.42
0.26

CV= dcsviacié cstandard / concentrado mitjana (%)

Ccv

5.0
2.3
1.6
6.4
0.8
2.3
0.7
4.2

1.5
0.1
0.7
1.6
2.7
5.8
17.2
3.9
5.0
2.9
1.6

9.3
2.1
5.8

143

39.5
4.4

3.2
4.9
1.4
2.3
5.4

BMJ

0.16
1.25
0.15
0.12
39.13
0.40
0.23
17.45
58.89

2.38
0.29
0.31
0.15
13.07
0.04
0.19
0.98
0.73
0.15
1.04

1.03
0.83
1.32
0.79
0.12
1.37

33.43

3.65
22.82
6.76
0.59
0.33

CvV

0.1
0.0
1.0
8.1
0.3
0.8
0.5
0.3

1.5
3.2
1.5
0.3
0.4
0.7
16.8
6.8
0.3
0.9
2.5

6.1
1.5
1.5
4.9
1.9
8.7

0.4
0.0
1.1
15.0
0.3

Oenococcus oem

MA4

0.12
0.98
0.13
0.11
37.15
0.39
0.22
15.83
54.92

1.69
0.34
0.32
0.14
11.85
0.04
0.11
0.82
0.80
0.14
0.74

0.89
0.74
1.19
0.46
0.12
1.01
27.56

3.17
14.33
4.22
0.38
0.29

MS=espcctromctria de nnasses

Ccv

2.2
11.5
3.1
2.3
1.2
3.0
17.1
6.9
1.8
3.8
8.9

6.5
10.2
0.7
14.8
21.6
6.2

41
2.1
3.9
21.7
3.2

Després FML

VVs

0.46
2.65
0.18
0.21
50.47
0.39
0.21
15.84
70.41

9.86
0.26
0.60
0.19
13.00
0.04
0.03
0.80
0.59
0.19
0.64
26.21

0.82
0.77
1.18
0.64
0.14
1.15
41.82

3.22
13.81
4.55
0.21

0.28

Cv

0.7
0.6
0.3
3.0
0.3
3.8
7.1
2.7

0.9
1.8

1.7
1.5

33.3
0.3

0.6
3.2
1.2
8.6
18.7
5.1

0.8
0.4
4.8
5.4
3.6

TE3

0.31
2.11
0.17
0.19
46.21
0.39
0.21
15.66
65.24

6.01
0.32
0.22
0.17
12.69
0.03
0.06
0.69
0.81
0.07
1.04
22.11

0.87
0.72
1.19
0.61
0.33
1.33
35.67

3.19
15.64
4.13
0.26
0.33

CvV

5.9
2.6
83
8.4
1.6
0.1
0.1
4.9

10.4
1.3
4.6

0.1
31
12.2
2.7
0.4
2.5
7.5

3.2
33

3.1
24.4
9.1

3.9
4.4
4.5
5.7
0.7

‘w.V'Stii i SP.

CH4

0.38
2.24
0.16
0.21
48.28
0.40
0.54
16.74
68.95

7.86
0.30
0.60
0.18
14.80
0.04
0.07
0.88
0.77
0.17
0.63
26.32

0.93
0.72
1.25
0.7’
0.12
131
41.07

3.20
13.53
3.72
0.00
0.28

* = components no identificiis per MS

Cv

1.9
2.4

>8

8.6
15.4
4.3
1.2
1.1
1.7
1.4
0.3
3.9
33
13.9

3.8
22.0

2.1
12.3

5.9
4.4

0.9
2.1
16.5

3.6
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CAPITOL 2. RESULTATS

Component

Alcohol*
1-Propanol
Isobutanol
1-Butanol
Alcohol isoamilic
1-Hexanol
Alcohol benzilic
2-Feniletanol
Esters
Acetat d'isoamil
Acetat d'etil
Caproat d'etil
Lactat d'etil
Caprilat d'etil
3-hidroxibutirat d'etil
Succinat de dietil
Acids
Acid isobutiric
Acid isovaléric
Acid caprilic
Acid capric
Altres components
y-butirolactona
t2,3—Butanodi01
>n2,3-Butanodiol
2,3-Butanodiol

3-(Metiltio)-1-propanol

MS

80.6
92.9
93.6

90.3
95.7

92.8
93.1
93.3
90.5
93.9

Control

Conc.

3.35
9.68
0.13
96.46
0.68
0.25
22.75

0.30
98.69
0.24
39.90
1.16
0.11
1.05

1.70
1.24

1.71
0.14

2.82
431.29
123.34
33.85
0.90

CV= desviacio estandard / concentracié mitjana (%)

cv

5.0
2.3
6.4
0.8
2.3
0.7
42

0.7

L5
1.6
2.7
0.1
5.8
3.9

2.1
9.3

4.4
39.5

3.2
4.9

1.4
2.3
5.4

BM3
Conc.

2.80
7.58
0.12
86.79
0.68
0.41
23.43

0.35
52.23
0.23
52.62
1.05
0.10
1.25

1.90
1.42

2.70
0.22

3.71
829.91
465.02
48.15
1.14

Ccv

0.1
0.0
8.1
0.3
0.8
0.5
0.3

L5
1.5
0.3
0.4
32
0.7
6.8

1.5
6.1

8.7
1.9

0.4
0.0
1.1
15.0

0.3

Oenococcus oeni

MA4
Conc. CV
1.99 17.0
5.93 33
0.11 7.4
82.39 0.8
0.66 2.4
0.39 2.7
21.25 2.0
0.37 3.1
36.94 22
0.21 2.3
47.71 1.2
1.27  11.5
0.09 3.0
1.05 6.9
1.69 10.2
1.23 6.5
1.98 6.2
0.22  21.6
3.22 4.1
521.22 2.1
290.25 3.9
30.63 21.7
0.98 32

MS= espectrometria de masses

VV5
Conc.

7.79
16.12
0.20
111.94
0.67
0.37
21.27

0.68
216.04
0.28
52.33
0.97
0.09
1.02

1.77
1.13

2.27
0.26

3.27
502.31
312.62

16.78

0.98

Lactobacillis sp.
TE3 CH4
CV Conc. CV Conc. CV
0.7 523 59 638 19
0.6 12.84 2.6 13.64 24 9 §
3.0 0.19 8.4 020 15 &
0.3 102.48 1.6 107.07 1.0 Q
3.8 0.66 0.1 0.69 1.0 1
7.1 038 0.1 096 28 D
2.7 21.02 4.9 2248 3.0 R
T £
0.8 025 4.6 0.67 43 &,
0.9 131.69 10.4 172.11 8.6 g &
1.7 025 15 026 12 g
1.5 51.10 0.1 59.69 11
18 117 13 111 154 9
1.0 0.08 3.1 0.09 1"
0.3 088 2.7 112 03 1
1
32 165 33 1.66  22.0
0.6 120 32 129 38
5.1 262 9.1 258 44
18.7 061 24.4 022 59 2
0.8 323 3.9 325 09
0.4 569.02 4.4 49230 2.1
4.8 283.97 45 255.92  16.5
5.4 2150 5.7 0.00 ¢
3.6 L1407 09" 3.6 8

*= components no identificais per MS
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Figura 2.1. Concentraci6 de diferents alcohols superiors al vi. Delerminacions

eiectuades per GLC a partir d'exlractes de vins obtinguts abans i després de I'FML

realitzada per diferents soques de bacteris lactics. T de,,creixement 20W; plio 3.5.

soicrt Il Mi.. Les quantitats produides ais vins inoculadis amb cadascuna de les quatre

soques d'O. oeni foren similars (al voltant de 0.4 mg I. ') mentre qué un nivell superior
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fou detectat al vi fermentat per la soca homolictica CH4 (0.96 mg L) (taula 1.7). Els
resultats obtinguts per a [lisobutanol, 1-propanol, 1-butanol i alcohol isoamilic
mostraren un resultat caracteristic depenent de la soca utilitzada per induir I'FML
(figura 2.1). Mentre que els valors obtinguts amb les soques BM3 i MA4 foren
lleugerament inferiors als del vi control (sense fermentar), les quantitats finals de tots
quatre compostos foren superiors per a la resta de soques.

Com era d'esperar, s'observa un patré de produccio caracteristic degut a que tots
aquests alcohols presenten rutes biosintétiques similars. Els nivells del 2-feniletanol
disminuiren lleugerament al final de IFML, possiblement degut a un fenomen
d'adsorcié fisica a les membranes bacterianes promogut per grup fenilo. Com ja
esmentavem abans, ni I'l-hexanol ni el 2-pentanol contribueixen a I'increment del nivell

d'alcohols superiors als vins analitzats.

La concentracié d'acid acétic als vins va augmentar al voltant de 0.2 g L' durant la
realitzacié de I'FML, arribant-se a obtenir concentracions finals en vi al voltant de
0.60-0.65 g L™ (taula 1.8). Aquest fet no és estrany donat qué O. oeni és un bacteri lactic
heterofermentatiu 1 sota condicions favorables la produccié d'acid acétic a partir de
l'acetil-CoA és habitual. Els nivells que nosaltres vam enregistrar eren similars als trobats
per altres autors, que generalment coincideixen en rebutjar els vins que superen els 0.8 g
L' dacid acétic. (Davis et al, 1981; Henick-Kling, 1995). Cal tenir en compte, entre
altres coses, que aquests assaigs foren efectuats sota condicions de laboratori. L'obtencio
periddica de mostres microbiologiques requeria I'agitacio de les botelles de cultiu per
homogeneitzar que implicava una elevada oxigenacié 1 afavona la produccid d'acetats.

Respecte als acids grassos detectats en vi cal dir qué, encara que es troben en quantitats
traga, cl seu baix nivell de deteccio 1 la seva forta olor els fan contribuents essencials de
l'aroma final del vi. Els acids tsovaléric, isobutiric 1 hexanoic no van incrementar els seus
valors després de la realitzacié de I'FML. La concentracio dels acids capric 1 caprilic si
que va augmentar durant 'FML perd sense arribar mai a nivells de 0.2 mg L™, quantitat
elevada considerada com a negativa per algun autor (Miranda-Lopez et al., 1992). L'acid
que si que va augmentar notablement, fins a unes vuit vegades, fou el 10-undecanoic. La
seva presencia no ha estat detectada abang en fermentacions viniques per la qual cosa no

existeixen valoracions respecte al seu paper a nivell organoleptic.
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La contribucid dels esters a I'aroma final del vi també és notable destacant sobretot el
lactat d'etil. Als vins que havien sofert 'FML, vam trobar al voltant de 50 mg L™ en vins
fermentats amb soques d'O. oeni i 60 mg L™ quan s'utilitzava la soca homolactica CH4.
Valade 1 Laurent (1992) mostraren valors significativament superiors als nostres
(190 mg L'™"). Fleet (19§3) va descriure concentracions estandard de lactat d'etil en vi
negre al voltant de 50 mg L. Aquesta disparitat de valors te la seva explicacié en
I'acoblament existent entre 1a produccio de lactat d'etil 1 la d'acid lactic. Aixo fa que els
increments del lactat depenen directament de la realitzacié de I'FML i que aquelles
soques que més acid lactic produeixin, bé siga per la seva activitat o senzillament perqué
les concentracions inicials d'acid malic siguen superiors, més lactat d'etil produeixen. Els
resultats obtinguts amb les soques assajades per nosaltres nivells superiors de laétat
d'etil després de la realitzacié de I'FML quan s'utilitza la soca CH4 (taula 1.7). Aquests
nivells de produccié concorden amb el fet de la seva homofermentativitat (produccio
exclusiva d'acid lactic en la via de degradacié d'hexoses). La produccié d'acetat d'etil
també pot afectar 'aroma del vi quan els nivells sobrepassen els 200 mg L™ (Amerine er
al., 1982). Aquest valor només fou assolit al vi fermentat per la soca VV5. Aquesta soca,
que es caracteritza per l'elevada produccid d'acetats, no presenta pero, nivells de
produccid d'acid acétic notablement superiors als de les altres soques.

Altres esters presents al vi contribueixen activament al seu aroma final. L'acetat
d'isoamil i el caproat d'etil son especialment importants per la nota fruitada que aporten
totes les soques assajades (taula 1.7). Els increments més destacats foren els observats
en els vins fermentats amb les soques CH4 1 VVS5 al cas de l'acetat d'isoamil, mentre que
no eren d'importancia per a la resta de soques. D'entre la resta d'esters identificats, el
2-fenetil acetat 1 el 2-fenetil benzoat foren els que mostraren increments més destacats
després de la realitzacio de I'FML (taula 1.6).

L'increment en ¢l nivell d'esters als vins durant el desenvolupament de I'FML

suggereix doncs la seva participacid en l'aroma final del vi.

Respecte a altres components habitualment presents al vi, vam observar com aquells
vins que havien sofert I'FML mostraven un notable increment del nivell de
y-butirolactona, al voltant de 0.4 mg L', Aquest increment fou similar a l'observat per
Valade 1 Laurent (1992) a vins que havien realitzat I'I'ML. Les diferencies quantitatives

detectades entre soques poden explicar-se ¢n base a caracteristiques individuals propies de
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cadascuna d'elles. El 3-metionol, també anomenat 3-metiltio-1-propanol, fou identificat
com a principal component sulfurat al vi. Tan sols els vins fermentats amb O. oeni TE3 o
BM3 mostraven altes concentracions, sense passar de 1.14 mg L™ en cap cas. Aixi, encara
que la contribucié del 3-metionol a l'aroma final del vi és important i sobrepassar certs
limits €s perjudicial, les quantitats que nosaltres vam detectar es trobaven dins de rangs
acceptables per als vins negres, entre 0.512.0 mg L™! (Miranda-Lopez et al., 1992). Pero,
tal vegada, un dels components més interessants trobats al vi fou el 2,3-butanodiol,
trobat en les seves tres formes racémiques (eritro, treo i meso) al vins assajats
(taula 1.6). Totes les soques de bacteris lactics tenen la capacitat de metabolitzar
anaerobiament el piruvat produint quantitats variables de CO,, acetoina, 2,3-butanodiol,
acid acétic, etanol 1 acid lactic (Davis ef af., 1982; Wibowo et al., 1985). Les elevades
quantitats de 2,3-butanodiol trobades en aquests vins coincideixen amb I'abséncia de
diacetil que per via enzimatica s'’hauria transformat en 2,3-butanodiol. Aqhesta reduccié
espontania fou descrita per Martineau i Henick-Kling (1995) qui trobaren nivells de
diacetil inferiors a 0.005 mg L™ a diferents vins després de la realitzacié de I'FML. La
preséncia o abséncia d'aquests dos components volatils vindra doncs condicionada pel
tipus de vi i practica enologica efectuada per a la seva elaboraci6. Un altre component
habitualment trobat al vi després de 'FML, I'acetoina, tampoc fou detectat a les nostres
mostres. La seva desaparicié podria ser deguda a la seva transformacié en
2,3-butanodiol per l'acetoin reductasa. Aquesta transformacié contribuiria també a
I'elevada quantitat de 2,3-butanodiol detectada als vins assajats (taula 1.7).

Com es pot deduir d'aquests resultats, les implicacions dels bacteris lactics en la
produccié de vi no son nicament degudes a la degradacié de 1'acid malic. Els vins inoculats
amb bacteris lactics presenten caracteristiques organoléptiques finals diferents als vins no
inoculats. Aquests increments en alcohols superiors, esters etilics i acids contribueixen a
augmentar les propietats sensorials i la qualitat dels vins que han sofert IFML. A més, cal
destacar que sols algunes de les soques assajades contribueixen activament a la produccid
de components volatils, la qual cosa resulta beneficiosa. Aquesta és la rad per suggerir la
induccié de I'FML en vins negres només amb soques de bacteris lactics seleccionats.
Aquestes soques hauran de ser préviament assajades en fermentacions en planta pilot i

determinar la seva possible contribucié positiva a I'aroma final del vi.
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Vi ufcmL envi Dies necessaris per Acid  Acid Acid
després de la realitzar IFML  malic  lactic  acetic
inoculacid completament  residual produit produit

eLh) L) @l

Control (no inoculat) - - 3.826 - -

Oenococcus oeni MA4 1.9x10° 30 0.094 2293 0.210
Oenococcus oeni VV5 1.8x10° 23 0.134 2222 0.202
Oenococcus oeni TE3 4.6x10° 35 0.090 2203 0.132
Oenococcus oeni BM3 1.4x10° 29 0.104 2.161 0.164
Lactobacillus sp. CH4 3.0x10° * 0.810 1.616 0.233

* La fermentacié es va aturar després de 60 dies, sense que shagucra exhaurit’
completament I'acid malic.

Taula 1.8. Parametres relatius a la fermentacié malolactica en vi realitzada per diferents
soques seleccionades. T de creixement=20°C; pH,=3.5.

2.3 ADAPTACIO DE SOQUES D'Qenococcus oeni AL CREIXEMENT EN VI

Com ja exposivem a la introduccié d'aquesta tesi, la readaptacié de soques d'O. oeni
al vi és un dels aspectes més importants quan es vol induir I'FML utilitzant cultius
iniciadors préviament identificats, caracteritzats i seleccionats.

La inoculacio directa d'O. oeni en Vi a partir de medis nutritius complexos com 'MLO
(annex 1), en quantitats de 10°-10° ufc mL™" és un procés que esdevé en un rapid
decreixement de la viabilitat cel-lular en pocs dies (Henick-Kling, 1988). Una forma de
solucionar aquesta elevada mortalitat en inocular el cultius en vi consisteix en adaptar
progressivament els bacteris a les noves condicions ambientals creixent-los préviament en
medis de pre-cultiu (Naouri ef al., 1989). Amb aquesta finalitat, es van preparar medis de
pre-cultiu amb diferents composicions (annex 1) on es van inocular alguncs soques
seleccionades per analitzar la seva funcionalitat i possible aplicacié amb la resta d'aillats.

Una primera aproximacidé va consistir en la inoculacié d'una soca de laboratori
(O. veni M42) en els medis A, B, C, D, 10 i P (figura 2.2) i determinar els seus
parametres de creixement. A partir d'aquests resultats es pot deduir que la preséncia de
vi al medi de pre-cultiu 10 incideix negativament sobre el creixement d'O. oeni. Aixi, la
biomassa maxima assolida e¢n aquest medi fou notablement inferior a la detectada amb

la resta de medis.
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Figura 2.2. Creixement d'O. oeni M42 en diferents medis de pre-cultiu. T de

creixement=28°C; pHo=4.5 (4.0 al medi 10).

Aquest comportament no fou massa estrany tenint en compte que aquest medi és
fonamentalment vi suplementat de components nutritius. L’estrés causat per la presencia
del vi tenia un efecte negatiu sobre el desenvolupament bacteria. Els resultats amb la
resta de medis de pre-cultiu, on el vi es va substituir per most, foren més satisfactoris.
Tanmateix, la composicidé de cadascun d'aquests medis afectava notablement sobre el
creixement. Aixi, amb medis més rics, D i P, en menys d'una setmana s'arribava a
obtenir nivells de biomassa méaxima, mentre que a la resta eren necessaris entre una i
dues setmanes. Amb tot, els nivells maxims de biomassa s’aconseguien amb la
utilitzacié del Medi P. Aquest medi, que inclou diferents vitamines a la seva
composicio, fou el més complet a nivell nutritiu de tots els assajats i aixd explica
I'obtencié de resultats tan favorables (taula 1.9). A més, la utilitzacio del Medi P
presentava un avantatge addicional consistent en 1'estabilitat deis nivells de biomassa. A
la resta de medis de pre-cultiu, una vegada assolida la biomassa maxima, es produia una
rapida i forta davallada en el nimero de viables que exigia un control més acurat del
procés de creixement del bacteri i una menor flexibilitat en el moment del rccolliment

de les cdl lules 1inoculacid en vi.
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El Medi P permetia recollir un
, , ) Pardmetres de creixement
elevat numero de cél-lules viables,

superior a 109 ufe mL’l, durant Medi  gnv  K[ufemL’l  dia (K)
dues setmanes (figura 2.2) per la A 10 1.30-10* 18
qual cosa resultava interessant la B 9 4.50-10* 30
seva utilitzacio. Tanmateix, la C S 5.17-10% 7
decisio final per utilitzar un o altre D 7 4.70-10 6
medi de pre-cultiu no va ser presa 10 16 3101 10

P 6 1.60-1tf 6

tan sois en base a criteris de

creixement al propi medi sind que

. , ., Taula 1.9. Parametres del creixement
també es va avaluar l'adaptacio

. : d'O. oeni en diferents medis de
deis cultius quan eren

pre-cultiu. T de creixement=28°C;

pHo=4.5 (4.0 al medi 10).

posteriorment inoculais en vi.

Aquesta inoculacié es feia partint del volum adequat de cultiu al final de la fase
logaritmica de creixement per aconseguir una biomassa inicial en vi al voltant de
105-106 ufe mL'L

Els vins inoculats amb cél-lules préviament crescudes ais medis de pre-cultiu A, B, C i
D no suportaven l'estrés en ser inoculades en vi i rapidament veien disminui'des les
seves poblacions fins a nivells a partir de les quals no era possible una posterior
recuperado (figura 2.3). Només els cultius que havien estat pre-cultivats en medi 101 en
Medi P podien suportar l'estrés en ser inoculades al vi i després d'una fase inicial de
mortalitat que durava entre una i dues setmanes, creixien fins a assolir biomasses al
voltant de 107 ufe mL1 i realitzaven I'FML. Les cél-lules inoculades en medi de
pre-cultiu 10 sofrien una elevada mortalitat inicial, arribant a nivells molt baixos, per
després recuperar-se rapidament. Aixd permetia arribar a nivells de 106 ufe mL°1 2-3
setmanes després de la seva inoculaci6. Aquest comportament ja fou descrit
anteriorment per Pardo (1987). La mortalitat de les cél-lules pre-cultivades en Medi P
iou inferior pero en canvi, la recuperacié era també més lenta. Aquests periodes de
mortalitat inicial al realitzar les inoculacions en vi disminui'en progressivament quan
s'anava resembrant les cél-lules en vi frese després de realitzar I'FML en el vi de

procedéncia.
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Figura 2.3. Creixement d'O. oeni M42 en vi inoculat des de diferents medis de

pre-cultiu. T de creixement=20°C; pHo 3.5.

El comportament observat amb la soca 1M42 es repetia utilitzant altres soques d'O.
oeni dipositades a la col leccido del nostre grup d'investigacié aixi com amb les soques
noves descrites en aquesta tesi. Aquesta cap.acitat d'adaptacié era millor en Medi P que
en medi 10 de manera global per a aqiiestes soques. Aleshores, fou el medi de pre-cultiu
utilitzat durant la resta dexperiments d'aquiesta tesi quan es volia inocular un vi amb

cél-lules d'O. oeni.

Amb la finalitat de continuar caracteriitzant les soques aillades en aquesta tesi
(annex 3), una vegada crescudes en Medi IP, eren inoculades en vi (annex 1). Quan
creixien satisiactéoriament i desenvolupavcen I'FML. en aquest vi a plf 3.5 eren
resembrades en el mateix vi pero a pH 3.4, per analitzar la seva capacitat d'adaptacié a
pll més baixos. Entre totes les soques assajaides, només MA4, VV5, TV3 i 1303A eren
capaces de desenvolupar-se i metabolitzar (completament els 3.5 g L 1 d'dcid L-malic
inicialmenl presents al vi. Tanmatoix, els teimps necessari per degradar totalment I'acid
malic augmentd iins a les 5-6 setmanes. Aiix0 suposava increments d'entre una i dues

setmanes respecte ais creixements en vi a pill 3.5, pero permetia la utilitzacié d'aquestes
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soques en vins amb aquest valor de pH. Aquesta fou una més de les raons que ens van
fer triar les soques MA4 i VV5 com a candidates per a la realitzacié d'estudis posteriors
al llarg d'aquesta tesi. Les quatre soques d'O. oeni que s'havien desenvolupat en vi a
pH=3.4 foren també resembrades en vi a pH 3.3 per veure si era possible el secu
desenvolupament perd malauradament, després de tres mesos des de la inoculacio,
aquest no fou possible. Els intents directes d'inoculacié de les soques crescudes en de vi

a pH=3.5 fins a vi a pH 3.3 resultaren igualment infructuosos.

2.4 CONSERVACIO DE SOQUES D'Qenococcus oeni | MANTENIMENT DE LA
SEVA ACTIVITAT MALOLACTICA

Una vegada es va aconseguir l'adaptacio dels cultius al vi, interessava esbrinar quines
eren les millors condicions per mantenir aquesta adaptacio al llarg del temps. A banda
de la resembra directa periodica, amb els seus avantatges i inconvenients, nosaltres vam
assajat tant la congelacié com la liofilitzacié dels cultius per veure la incidéncia del
tractament sobre la supervivéncia de les soques aixi com sobre el manteniment de

I'activitat malolactica en vi.

Medis de pre-cultiu

El primer que vam intentar determinar fou la conveniéncia d'utilitzar un o altre medi
per créixer les cél-lules abans de sotmetre-les als tractaments de conservaci6. El
creixement en medi sintétic MLO, que posava a l'abast dels bacteris tots els nutrients
necessaris pel seu creixement a un pH optim, possibilitava l'assoliment d'elevades
quantitats de biomassa en temps curts (10° ufc mL™" en 2-3 dies). L'addicio' de
components nutritius als medis de pre-cultiu (extret de llevat, Tween 80 1 most entre
altres) ja fou avaluada per Beelman}%ﬁ]: (1982) que van aconsellar la seva inclusio en
la composicié per la seva influéncia févorable sobre la produccié de biomassa. La
utilitzacié de Medi P permetia assolir resultats tan bons o millors que els aconseguits
amb I'MLO, tant pel que fa al temps necessari pel creixement, com a la biomassa final
assolida (10'® ufc mL™" en 2-3 dies). Finalment, la utilitzacié del mateix vi com a medi
de pre-cultiu, requeria la prévia adaptacié de I'inocul que havia de resembrar-se
successivament en MILO i Medi P per disminuir I'elevada mortalitat produida en una

resembra directa des d'un medi de pre-cultiu sintétic. Les limitacions nutritives presents
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al vi determinaven I'obtencié de biomasses inferiors (107 ufc mL™ en 15-20 dies), perd
en canvi millor adaptades que les crescudes en MLO per a la realitzacié de I'FML sota
les adverses condicions fisico-quimiques alli presents. Aquesta adaptaci6 positiva també

fou detectada als cultius crescuts en Medi P.

Tractaments de conservacio
Pero el que realment ens interessava en aquest punt del treball era comprovar 'efecte
de la conservacid (per congelacid o liofilitzacid) en si, sobre la supervivéncia i

manteniment d'activitat dels cultius.

Les taxes de supervivéncia aconseguides amb les cél-lules pre-cultivades en MLO i vi
foren generalment millors que les obtingudes amb Medi P, als tractaments de congelacioé
(taula 2.10). Tanmateix, la mnoculacié dels supervivents en vi (biomasses inicials al
voltant de 10° ufc mL™) només conduia a la realitzacié de IFML en 3-4 setmanes amb les
soques pre.-cultivades en Medi P o vi, mentre que l'elevada mortalitat a les pre-cultivades
en MLO ho impedia (taula 2.11). Aquests resultats ens farien descartar la utilitzacio dels
cultius congelats a partir dMLO 1 suggereixen la utilitzacio dels pre-cultivats en Medi P,
perqué malgrat presentar una supervivéncia inferior a la obtinguda amb céllules
pre-cultives en vi, permetien reduir en 2-3 setmanes el temps necessari per a la seva
preparacio, amb els beneficis que aix0 implica tant per l'abaratiment del procés de

producci6é com per la disminucié del perill de contaminacié (taulés 2. 10;' 2.1 1).

Les taxes de supervivéncia aconseguides amb els cultius liofilitzats (taula 2.10) foren
similars a les obtingudes amb els congelats. Els resultats aconseguits en MLO i vi foren
millors que amb Medi P. tanmateix, només les soques anteriorment pre-cultivades en
Medi P vi foren capaces de realitzar I'FML (taula 2.11).

L'anilisi comparatiu efectuat entre ¢ls percentatges de supervivéncia per un mateix
medi de pre-cultiu i soca, mostra com aquesta fou inferior als cultius liofilitzats en
comparacié amb els conservats per congelacio a -20°C. Aquest resultat ja fou suggerit
anteriorment per Henick-Kling (1991) qui va recomanar la congelacié a -20°C (i fins i
tot millor a -80°C). Aquest fet, conjuntament amb els resultats obtinguts a partir de
l'estudi dels medis de pre-cultiu, ens faria triar ¢l pre-cultiu ¢n Medi P 1 la conservacio

per congelacid com a metode a scguir per a conservar les soques d'O. oeni.
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Tractament de conservacid

Congelacio Liofilitzacio
Soca MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3
Medi de cultiu
MLO 78.9 95.2 92.3 72.0 82.0 57.9 27.4 233 7.7 Di
Medi P 20.0 26.9 10.5 133 104 62.5 52 58 2.1 15
Vi 87.5 93.3 733 88.9 80.0 29.1 20.8 26.0 8.5 8.3

Taula 2.10. Percentatge de supervivéncia de soques d'O. oeni crescudes en diferents medis de cultiu després de ser sosteses a conservacio.

Tratament de conservacid

Resembra directa (control) Congelacio Liofilitzacio
Soca MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3
Medi de cultiu
Medi P 3 3 3 3 4 3 4 3 3 4 3 3 > 3
Vi 3 3 3 3 3 3 3 o 4 3 3 ¥ 3

* Soques que no van realitzar 'FML 7 setmanes després de la inoculacio en vi.

Taula 2.11. Temps necessari per a la realitzacid6 de I'FML en vi (setmanes) inoculant diferents soques d'O. oeni després de ser sotmeses a

tractaments de conservacid o resembrados directament.
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Tanmateix, si es compara el temps necessari per realitzar 'FML entre els cultius
liofilitzats i els congelats, s'observa com no existeixen diferéncies notables (taula 2.11).
La liofilitzacio, si bé oferia viabilitats inferiors que la congelacid, permetia obtenir taxes
de degradacié de l'acid L-malic similars. D'altra banda, l'emmagatzemament, el
transport 1 el manteniment dels cultius liofilitzats és menys costds i complicat que el
dels glicerinats, que requercixen condicions de congelacid permanents. Aquests
resultats globals han de ser estudiats de manera detallada per a cada soca degut a un
comportament diferenciat i propi de cadascuna d'elles. Aixi, per exemple, cal esmentar
l'alta taxa de supervivencia obtinguda amb cultius liofilitzats d'MA4 front a les de la

resta de soques que ofereixen millors resultats davant la congelaci6 (taula 2.10).

2.5 RECAPITULACIO

La fermentacié malolactica, desacidificacié biologica de I'acid malic, és un procés
que, de vegades, es desenvolupa de manera espontania al vi. Els causants d'aquest
procés son el grup dels bacteris lactics, al quals pertanyen diferents espécies tant
bacil-lars com cocoidals que tenen en comi la capacitat de produir acid lactic. D'entre
tots aquests microorganismes, Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos) és el que
es troba millor preparat per desenvolupar I'FML, alhora que també €s el més adient per
a obtenir elbs resilltats deéitjats des d'un punt de vista biotecn‘olbg‘ic.‘

El treball d'aquesta tesi comenga amb un procés d'aillament i caracteritzacioé de noves
soques. En una primera etapa es va procedir a realitzar una identificacié morfologica
aixi com proves metaboliques per adscriure els aillats a genere. Totes les soques
obtingudes, amb l'excepci6 de quatre que possiblement pertanyien al geénere
Lactobacillus, foren incloses dins el génere antigament anomenat Leuconostoc. Avui en
dia, els microorganismes d'aquest génere es troben repartits entre els géneres
Leuconostoc, Weissella 1 Oenococcus.

Una vegada assignat el génere es va procedir a la identificacid a nivell d'espécie
realitzant diferents proves fisiologiques, creixement sota diferents condicions
ambientals 1 assimilacio de substrats, que ens va permetre identificar catorze soques
com a QOenococcus oeni, amb diferents graus de concordanga amb les dades de

referéncia de l'espécie. Aixo ¢ns va permetre la caracteritzacié d'aquests nous aillats.
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Algunes d'aquestes soques, que complien tots els requisits descrits per a ser
identificades com Qenococcus oeni foren utilitzades en assaigs de caracteritzacid
posteriors. Aixi, es van realitzar fermentacions en vi amb algunes d'elles a petita escala,
es van extraure els components de la fracci6 volatil 1 es van analitzar per cromatografia
de gasos. Una analisi global dels resultats ens va permetre comprovar com la inoculacio
dels vins amb O. oeni contribuia a incrementar la seva carrega final en acids, esters,
alcohols superiors i altres components. Aquests augments solen associar-se amb una
millor qualitat final del vi.

Una vegada aillades les soques ens vam centrar en dos aspectes molt importants a
nivell tecnologic. Un d'ells era la necessitat de readaptar les soques, acostumades a viure
en medis sintétics al laboratori, al vi. Aquesta readaptacio es va realitzar resembrant les
soques en diferents medis de pre-cultiu, i una vegada crescudes aci passant-les a vi. Es
van utilitzar diferents composicions de medis, arribant-se al final a concloure que el
Medi P era el que millors resultats oferia a nivell global, tant en l'aconseguiment
delevats nivells de biomassa com en l'adaptacié que permetia als cultius per reeixir
quan s'inoculaven en vi a pH 3.5. Els intents d'acostumar les soques a créixer a pH
inferior només tingueren €xit amb quatre de les soques a pH=3.4, mentre que cap d'elles
fou capag de sobreviure i realitzar I'FML a valors inferiors.

L'altre aspecte que ens va interessar estudiar fou la possibilitat de conservar les
soques a medi-llarg termini. Per aixo, es van créixer en tres medis diferents: I'MLO que
era l'utilitzat habitualment al laboratori per créixer les soques, el Medi P que era el que
millors resultats de readaptacié al vi ens havia ofert, i ¢l propi vi. Els resultats de
superviveéncia aconseguits amb els cultius en MLO 1 vi foren generalment millors que
amb Medi P. Tanmateix, la inoculacié dels supervivents en vi només conduia a la
realitzaci6 de I'FML amb les soques pre-cultivades en Medi P o vi, mentre que l'elevada
mortalitat amb les l;;é:cultivades en MI.O ho impedia. Aquests resultats foren igualment
valids per als cultius sotmesos a congelacio com als que foren liofilitzats. Tanmateix, el
comportament no era igualment comparable per a totes les soques assajades, ja que
algunes responien millor a un métode de conservacié que a l'altre. Amb tot, a nivell de
laboratori foren utilitzats tots dos de manera habitual. A escala industrial, 1a liofilitzacio

seria €l metode triat pels avantatges tant a nivell economic com tcenologic que ofercix.
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CAPITOL 3. MATERIALS I METODES

1 MATERIALS I METODES

La soca microbiana utilitzada per a la realitzacié dels experiments continguts en

aquest capitol fou Oenococcus oeni M42 (annex 3).

1.1 ASSAIGS EN TAMPO

Els assaigs de degradacié de sucres es van realitzar en tamp6 TF (annex 1) ajustat al
valor de pH desitjat en tubs de vidre Pyrex de 25 mL. Els carbohidrats, glucosa o fructosa,
es van esterilitzar per filtracio 1 es van afegir al tampd abans de comengar l'assaig per
obtenir una concentracié final de 10 g L. Als assaigs en preséncia dNADH o NADPH,
aquests cofactors es van afegir al tampé a una concentracio final de 0.1 mM. Les cél-lules
es van créixer en MLO (annex 1) fins obtenir la biomassa desitjada, es van centrifugar a
18000 x g 20 min 4°C i es van rentar dues vegades amb tampé TF. Aleshores es va
resuspendre la quantitat de cel-lules necessaria per tenir una Agy an=1.2 €en 20 mL de
tampo. Els tubs es van incubar a 28°C durant 2-3 h i periodicament es van realitzar
mostreigs: 1.5 mL de mostra es van centrifugar a 18000 x g 20 min, es va descartar el
sediment i el sobrenadant es va congelar a -20 °C fins a I'analisi quimica (veure apartat 1.3).

1.2 ASSAIGS EN MEDI DE CULTIU

L'estudi de la regeneracié de cofactors NAD(P)H es va realitzar obtenint extrets crus a
partir de cultius d'O. oeni M42 crescuts ea MBC (annex 2) en diferents condicions d'airejat
(annex 4) afegint-se les quantitats de carbohidrats i agents reductors que s'indiquen a cada
experiment. Aleshores es va realitzar la quantificacié dels cofactors presents als extrets i
es va determinar l'activitat de diferents enzims implicats a la regeneracio (tant dels

presents a la via de formacié de I'etanol com de les NAD(P)H-oxidases).

1.2.1 Obtencio dels extrets

El procediment de preparacié fou el descrit per Zuiiga (1994) amb algunes
modificacions. Un volum d'entre 100-200 mL del medi de cultiu es va centrifugar a
18000 x g 20 min 4°C. Aleshores, el sediment ¢s va resuspendre en 1 volum de tampd
fosfat potassic 0.01 M pIlI 7.0 i es va centrifugar en les mateixes condicions. El procés

¢s va repetir amb Tris-HCI 3.0 mM pH 7.0 1 el scdiment ¢s va resuspendre en 1 ml. de
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Tris-HCl 6.4 mM pH 8.4. Aleshores es va transferir la suspensio cellular a un tub
Corex de 30 mL 1 es va afegir una massa equivalent (al voltant d'1 g) de perles de vidre
de 0.1 mm de diametre. La suspensio es va sotmetre a un procés intermitent de ruptura
cel'lular en un agitador de tubs i incubacié en bany de gel en periodes de 1 minut. El
tractament es va repetir 10-15 vegades fins qué la suspensié va adquirir una aparenga
viscosa. Aleshores es centrifuga a 18000 x g 15 min a 4 °C, es descarta el sediment i el

sobrenadant, aliquotat en petits volums, es congela a -20°C fins la seva utilitzacio.

1.2.2 Determinaci6 de proteines en extrets acel-lulars

La concentracid de proteina als extrets es va mesurar utilitzant el sistema Pierce
Micro BCA Protein Assay Reagent (Smith er al,, 1985) segons les instruccions del
- fabricant. Es van assajar diferents dilucions decimals dels extrets crus preparades en
aigua Milli-Q (I\/Iillipbre); utilitzant tubs d'assaig de vidre préviament netejats amb
mescla cromica. Es va utilitzar seroalbiimina bovina per efectuar les rectes de calibrat.

Les determinacions es van efectuar amb un espectrofotometre Beckman Model DU-7.

1.2.3 Determinacio d'activitats enzimatiques a la via de formacié de I'etanol

La molécula de dos carbonis resultant de I'escissio de la ribulosa-5-P, I'acetil-P, en
determinades condicions pot destinar-se a la formacié d'etanol amb importants
implicacions en el balang rédox (veure el capitol d'introduccid). Per aixd vam mesurar
les tres activitats enzimatiques implicades a la seva via de produccié (alcohol

deshidrogenasa, aldehid deshidrogenasa i fosfat acetil transferasa).

Alcohol deshidrogenasa (ADH)

La determinacié de les activitats alcohol deshidrogenasa NAD'-depenent E.C.
1.1.1.1 i NADP"-depenent E.C. 1.1.1.2 (figura 1.1) es va realitzar segons Kigi i Vallee
(1960) amb algunes modificacions. El métode es basa en la deteccid a 340 nm de la
reduccié del cofactor NAD' (o NADP'), en un cspectrofotometre Beckman Model

DU-7, en preséncia d'etanol en un medi basic, d'acord amb la segiient reaccid:

| Etanol + NAD(P)" 5 Acetaldehid + NAD(P)IT + H' |
L . - ]

El reactius utilitzats foren cls segiients:
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- Tampo Glicina-NaOH 0.2 M pH 9.0
- Etanol 95% (v/v)
- Solucié estandard dNAD" (0 NADP") 15 mM

La reaccié comenga afegint a una cubeta d'espectrofotometria 1.5 mL de solucid
tamp6 Glicina-NaOH, 1.5 mL de soluci6 estandard dNAD" (0 NADP"), 0.1 mL d'aigua
Milli-Q 1 0.1 mL d'etanol. Es mescla i es deixa equiﬁbrar fins obtenir una lectura estable
a 340 nm. Aleshores s'afegiren 10 plL d'alcohol deshidrogenasa i s'enregistra l'increment
d'absorbancia per minut, deguda a l'augment dNAD(P)H, fins arribar a una fase
d'estabilitzacié. Una vegada obtinguda una corba de calibracid, es repetiren els assaigs
canviant I'alcohol deshidrogenasa per 1-10 pl dels extrets. La concentracié de proteina
a la mostra s'ajusta entre 5 20 ug mL™" depenent de I'extret. Els valors de les activitats
representaven la mitjana aritmetica d'almenys tres determinacions amb el mateix extret.

Les unitats d'activitat especifica s'expressaren com a mmol (mg proteina - min) ™.

Acetaldehid deshidrogenzisa (ALDH)

L'activitat acetaldehid deshidrogenasa E.C. 1.2.1.10 (figura 1.1) es va determinar
d'acord amb Andrews (1964) amb algunes modificacions. El métode es basa en la
reduccié del cofactor NAD" (o0 NADP") a 340 nm"), en preséncia d'acetaldehid qué

actua com a substrat. La reaccid catalitzada ¢€s la segiient:

Acetaldehid + CoA + NAD(P) " 5 Acetil-CoA + NAD(P)H

El procediment d'assaig, les quantitats de proteina utilitzades i les unitats d'activitat
utilitzades foren similars a les descrites per a la determinacié de I'ADH perd amb els

segiients reactius:

- Tamp¢ fosfat 0.2 M amb 2-mercaptoetanol 10 mM pH 7.4
- Acetaldehid 50 mM

- Coenzim-A 50 mM \

- Solucié estandard dNAD" (0 NADP") 5 mM

- H,O Milli-Q (Millipore)
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En un volum de reaccid total de 3.0 mL s'afegiren 1.2 mL de tampéd
fosfat-mercaptoetanol, 1.2 mL d'H,0, 300 ul. d'acetaldehid, 100 pl. de CoA i 100 pL
de solucié estandard dNAD" (o0 NADP"). Quan s'obtenia una lectura estable s'afegien
100 pL de I'extret a assajar i s'enregistrava l'increment d'absorbancia per minut fins qué
s'aturava la reaccié. La quantificacié de INADH (o NADPH) produit es realitza per

comparacié amb patrons externs.

Fosfat acetil transferasa (PAT)

L'activitat fosfat acetil transferasa E.C. 2.3.1.8 es va determinar d'acord amb el
metode descrit per Kelly 1 Patchett (1996). L'assaig es fonamenta en la mesura de la
descomposicié de l'acetil fosfat en preséncia de coenzim A i arsenat. La conversio
enzimatica de l'acetil-P a acetil-CoA ¢és el primer pas en via de formacio d'etanol i

permet a la cél-lula la regeneracié de dues molécules de NAD(P)H (figura 1.1).

Acetil-P + CoA S Acetil-CoA + P;

Un volum de reaccio total de 0.4 mL contenint 5 umol de tampo Tris-HCI pH=8.0, 3
pmol d'acetil-P, 0.008 pmol de CoA 1 100 pL de l'extret a assajar fou incubat 5 min a
30 °C. Aleshores s'afegien 25 pmol d'arsenat potassic pH=8.0 i es deixava incubar 10
min més. En aquest moment, I'acetil-P residual es determinava de la segiient manera:
s'afegia 1 mL d'hidroxilamina (28 % v/v en H,O) neutralitzada amb NaOH (14% v/v en
H,0) 1 es deixava incubar 10 min a temperatura ambient. Aleshores es mesclava aquesta
solucié amb 1.5 mL d'una solucié acidica de FeCl; (volums iguals de FeCl; 5 % v/v en
HC10.1 M, TCA 12 % v/v en H,O 1 HCI 3 M). Una vegada mesclat, es centrifugava a
11500 x g 1 min per eliminar el sediment i es mesurava l'absorbancia a 540 nm. Com a
solucid estandard s'utilitzaven concentracions patréo d'acid acetohidroxamic 1
acetil-CoA.

Les quantitats de proteina utilitzades 1 les unitats d'activitat utilitzades foren similars

a les utilitzades per a la determinacié de l'alcohol deshidrogenasa. Les unitats d'activitat

’ ' . . e |
especifica s'expressaren com a umol d'acetil-P (mg proteina-min)”.
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1.2.4 Determinacio de les activitats NADH I NADPH oxidasa

Un sistema de regeneracié de cofactors alternatiu, habitualment present als bacteris
lactics 1 actiu en preséncia d'oxigen, el constitueixen les NAD(P)H oxidases (.veure
introduccio). Les activitats NADH i NADPH-oxidasa es van determinar d'acord amb el
metode descrit per Sakamoto et al. (1996) amb algunes modificacions. L'assaig es
fonamenta en l'oxidacié del cofactor NAD' (o NADP") que és detectada per un
decreixement de 1'absorbancia a 340 nm.

La reaccid s'iniciava afegint 2.9 mL de la segiient solucid en una cubeta
d'espectrofotometre de 3.0 mL: tamp6 fosfat-potassic S0 mM, EDTA 1 mM i NADH (o
NADPH) 0.1 mM. Als assaigs amb flavin adenin dinucleotid (FAD), aquest es va afegir
a una concentracié final de 8 uM. Es deixa equilibrar fins obtenir una linia basal estable
i aleshores s'afegiren 100 pulL de l'extret acel'lular i s'enregistra el decreixement
d'absorbancia fins qué s'atura la reaccid. La quantificacié de I'NADH (o NADPH) reduit
es realitzava en base a patrons externs.

Les quantitats de proteina utilitzades i les unitats d'activitat utilitzades foren les
descrites per a la determinacié de l'alcohol deshidrogenasa. Les unitats d'activitat

especifica s'expressaren com a pumol de cofactor (mg proteina-min)™.

1.2.5 Quantificacio de cofactors
La quantificacié dels cofactors, tant en les seves formes oxidades com en les
reduides, ens permet determinar els valors de la relacié forma oxidada/forma reduida i

veure la seva influéncia sobre el catabolisme dels carbohidrats (veure introduccio).

Quantificacio d'NAD™
La quantificacio de I'NAD' es va realitzar d'acord amb el métode descrit per
Klingenberg (1985) amb algunes modificacions. El métode es basa en la reduccio de

I'NAD' per I'enzim alcohol deshidrogenasa de llevat E.C. 1.1.1.1.

Etanol + NAD™ S Acetaldehid + NADI + H'

LLa produccio dNADH es detecta per fluorimetria en un luminometre Perkin-Elmer
Model [.5-50 amb una longitud d'ona d'cxcitacio a 340 nm i una d'emissié a 460 nm.

Per afavorir la formacio d'NADIL, la reaccid es desenvolupa en un tampd basic amb
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hidrazina a la seva composicio. Els reactius necessaris per realitzar ['assaig

s'especifiquen a continuacio.

- Tamp6 Tris base 0.1 M hidrat d'hidrazina 0.4 M pH 8.5

- Etanol 95% (v/v)

- Alcohol deshidrogenasa de llevat E.C. 1.1.1.1, solucié de 3 mg mL™
- Soluci6 estandard dNAD" (0.1 mM)

L'assaig comenga mesclant en la cubeta de fluorimetria 1.5 mL de Tris-hidrat
d'hidrazina i 7.5 pL d'etanol. Es deixa 5-10 min fins qué s'equilibra la temperatura i
aleshores s'afegiren 3.5 ul. d'alcohol deshidrogenasa. Shomogeneitza 1 es deixa
equilibrar 5-10 min més fins qué dona una lectura estable. Aleshores, s'afegiren 7.5 pl.
de la solucié estindard dNAD" o de l'extret a assajar. La reaccid es desenvolupa
rapidament, 1-2 min, donant-se un increment en la fluorescéncia. L'assaig s'atura quan
es detecta una emissio de fluoresceéncia constant. L'evolucid del procés fou enregistrada

de forma constant i gravada en ordinador.

La quantificacio es realitza per interpolacido amb patrons externs (solucié estandard
d'NAD") a diferents concentracions. La concentracié dNAD" en la solucié estandard es
va determinar segons es descriu a l'apartat de preparacié de solucions estandard de
cofactors (pp. 78). La concentracié de proteina a la mostra s'ajusti entre 5 i 20 ug mL™
depenent de l'extret. Els valors de les activitats representaven la mitjana aritmeética

d'almenys tres determinacions amb el mateix extret.

Quantificacio d'NADP*

La quantificacié de I'NADP" es va realitzar d'acord amb el métode descrit per
Klingenberg (1985) amb algunes modificacions. El métode es basa en la reduccié de

I'NADP" per I'enzim glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.49.

D-glucosa-6-fosfat + NADP' & 6-fosfogluconat + NADPH + H

La produccié d'NADPH fou detectada per {luorimetria de la mancra abans ¢smentada

per a 'NADI amb el segiients reactius:
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Tamp6 TME (Tretanolamina-HCI1 0.05 M MgCl, 10 mM{EDTA S mM pH 7.4)
Glucosa-6-fosfat 0.1 M

Glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.49, solucié des 0.2 mg mL™

Solucié estandard dNADP" (50 pM)

L'assaig i la quantificacié es realitzd de la manera descritta per a INAD".

- Quantificaciéo d'NAD(P)H v _ ' v
La quantificaci6 dNAD(P)H es va realitzar d'acordl @amb el métode descrit per
Klingenberg (1985) amb algunes modificacions. La lacttatt deshidrogenasa catalitza la

conversio del piruvat a L(+)-lactat en preséncia d'NADH ssegons la segiient equacio:

Piruvat + NADH + H' S L(+)-lactat: + NAD"

En preséncia d'un excés de piruvat, INADH es quamtiitativament oxidat a NAD".
L'NADH pot ser substituit per 'INADPH pero la velocittat de reaccio €s cent vegades

inferior.

La glutamat deshidrogenasa catalitza la reduccié de II'ox-cetoglutarat a glutamat en

preséncia de ions d'amoni 1 nicotin adenin dinucledtids, sejgons l'equacio:

a-cetoglutarat + NH;" + NAD(P)H S L-glutamat + NAD(P)* + H,0

En preséncia d'un excés d'o-cetoglutarat i1 d'ioms amoni, I'NADP)H es
quantitativament oxidat a NAD(P)". Com esta reaccié es desenvolupa després de la de
I'LDH, es pressumeix que tot 'NADH s'ha consumit 1 tot: I'increment de fluorimetria és
degut a 'NADPH.

La disminuci6 de fluorescéncia deguda al consum de: I"NADH o de I'NADPH fou
detectada de la mateixa manera a la descrita abans per lia quantificacié de I'NAD". El

reactius utilitzats per l'assaig es descriuen a continuacio:
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- Tampd TEA (trietanolamina-HCl1 0.1M pH 7.4)

- Soluci6 estandard de piruvat 0.3 M *

- Solucié estindard d'a-cetoglutarat 0.3 M !

- Sulfat amonic 3.0 M

- Solucié estandard dNADH (0.1 mM) en tamp6 TEA pH 8.2

- Solucié estandard dNADPH (0.1 mM) en tamp6 TEA pH 8.2
- Lactat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.27, solucié de 0.2 mg mL™

- Glutamat-deshidrogenasa E.C. 1.4.1.3, soluci6 de 4.0 mg mL™

! Les solucions estandard de piruvat i I'a-cetoglutarat es neutralitzaven a pH 6.0 amb
NaHCO; 1 M1 es conservaven congelades a -20°C. Al moment de realitzar I'assaig es

preparava una solucié de substrats mesclant 0.1 mL de les solucions de piruvat,

o~cetoglutarat i sulfat amonic pesat en fresc.

L'assaig comenga mesclant en la cubeta 1.5 ml de tampé TEA pH 7.41 7.5 pL de la
soluciéd de substrats. Quan la linia base s'estabilitza, s'afegiren 7.5 ul d'NADH qué
actuaven com a estandard extern. Es produia un increment de fluorescéncia qué després

de 5-10 min s'estabilitzava. Aleshores s'afegien 3.5 pl de lactat deshidrogenasa.

S’homogeneitzava i es deixava incubar fins qué el valor de la fluorescéncia tomava a

estabilitzar-se. El decreixement en la fluorescéncia després de I'addicié de l'enzim era
proporcional a la quantitat d'NADH afegida com a estandard extern. El mateix
procediment es repetia canviant 'NADH per I'NADPH i la lactat deshidrogenasa per la
glutamat deshidrogenasa. Quan es torna a obtenir una lectura de fluorescéncia estable,
s'atura I'assaig. Una vegada assajats els estandards, es repetia el mateix procediment per
als extrets, ajustant préviament la quantitat total de proteina d'aquests a valors entre S i
20 pg mL™". Tot el procés fou enregistrat i les dades foren gravades en ordinador per al
scu estudi posterior.

La quantificacio es realitza per interpolacié amb patrons externs (solucions estandard
d'NADH i NADPH) a diferents concentracions. Les concentracions dNADH 1 NADPH
en la solucid estandard es van determinar segons es descriu a 'apartat de preparacio de

solucions estandard de cofactors. Totes les quantificacions es van realitzar per triplicat.
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Solucions estandard de cofactors
L'estandarditzacié de les concentracions de cofactors a les solucions patrd es van
realitzar amb un espectrofotometre Beckman Model DU-7 d'acord amb el métode

descrit per Klingenberg (1985) amb algunes modificacions.

NAD*

Es prepara una mescla de reaccié amb tampd Tris-hidrat d'hidrazina 3.0 mL, etanol
100 pL, NAD" 3-10 uL i es deixa equilibrar 2-3 min fins obtenir un valor d'absorbancia
estable a 340 nm. Aleshores, es va afegir ADH 10 pL i es deixa reaccionar 10-20 min
fins que s'atura l'increment de l'absorbancia. El mateix assaig es realitza canviant
I'NAD" per H,O. L'increment d'absorbancia per pl de solucié estandard dNAD" es
prenia com a referéncia per a la normalitzacié de la quantitat de cofactor. Aquesta
estandarditzacié es realitza per triplicat cada vegada qué es necessita utilitzar el cofactor

en la realitzacio dels assaigs abans descrits.

NADP* ,
L'estandarditzaci6 de la solucié ANADP" es realitza de manera similar a la de INAD",

utilitzant tampé TME 3.0 mL, G-6-P 20 pl. G-6-P-deshidrogenasa 10 pL i NADP" 3-10 pL.

NADPH
La concentracio dels estandards dNADH 1 NADPH es va normalitzar de manera

similar a la de INAD" perd enregistrant el decreixement de 1'absorbancia a 340 nm. Els
reactius utilitzats foren: tampdé TEA 3.0 mL, solucié substrat o-cetoglutarat-piruvat-
NH," 50 uL i NADH (o NADPH) 3-10 ].,LL Per a la normalitzaci6é de 'NADH utilitza la
lactat-deshidrogenasa 10 pL i per a INADPH la glutamat-deshidrogenasa 10 pl.

1.3 ANALISI QUIMICA 1 ESTEQUIOMETRICA

La quantificacid dels productes i substrats de fermentacio es va realitzar per HPLC
(annex 2). Les dades resultants es van rectificar tenint en compte els volums
d'evaporacid 1 mostreig. Per a la realitzacié d'estequiometries es van tenir en compte ¢ls
productes quantificats 1 es va assumir la produccio d'un mol de CO; a partir de cada mol
d'hcxosa consumida a la via heterolactica. El glicerol i ¢l mannitol només es van

incloure als calculs estequiométrics quan cs va detectar la seva preséncia per HPLC.
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2 RESULTATS I DISCUSSIO

Com ja comentavem al capitol 2, la optimitzacié de les condicions de cultiu
d'Oenococcus oeni, és un dels objectius d'aquesta tesi. Al present capitol pretenem
fer una analisi més detallada d'aquestes condicions, centrant-nos en ¢l metabolisme
dels carbohidrats i en les condicions fisico-quimiques en que es produeix. El
creixement d'Oenococcus oeni esta acoblat a I'existéncia de carbohidrats, glucosa i
fructosa principalment, al medi de cultiu a partir dels quals es desenvolupa,
utilitzant-los per obtenir encrgia en una fosforilacié a nivell de substrat (veure
introduccié). Els productes finals del catabolisme dels carbohidrats sén
principalment I'acid lactic, I'acid acétic, I'etanol i el CO; pero no sempre s'obtenen en
les mateixes proporcions finals. El percentatge de produccié d'aquests compostos
esta relacionat amb els requeriments de poder reductor dins la ce¢l-lula. Aquests
requeriments poden cobrir-se bé mitjangant la metabolitzacié de I'hexosa per la ruta
heterolactica, bé en rutes cataboliques alternatives (figura 1.1) o bé aprofitant les
condicions oxido-reductores del seu medi ambient (acrobic o anaerdbic). I és que la
regeneracid dels cofactors NADH 1 NADPH resulta clau al metabolisme de
carbohidrats en O. oeni. El creixement i el manteniment del metabblisme bacteria
depenen de les reaccions d'oxido-reduccid de cofactors tant per a la biosintesi de
metabolits intermedis com per a la generacid d'equivalents de reduccid. Aixi, la
presencia d'un tipus d’hexosa (glucosa o fructosa) i les condicions d'airejat (acrobiosi
0 anaerobiosi) permetran al microorganisme desenvolupar-se d'una manera més o
menys satisfactoria.

Aleshores, en una primera fase del estudi, ens interessava estudiar quins eren els
efectes que tenien aquests dos factors: tipus de carbohidrat i1 atmosfera de
creixement, sobre ¢l desenvolupament d'O. oeni M42. Per realitzar les comparacions
oportunes, vam utilitzar un multi-biorreactor Biostat-Q (annex 4), que ens permetia
efectuar quatre fermentacions simulténics‘partint d'un mateix cultiu, en condicions
fisiologiques idéntiques. Aixi vam assajar el creixement d'O. oeni M42 en MBC amb
glucosa o amb fructosa, en aerobiosi o ¢n anaerobiosi per esbrinar quina condici6
resultava més adient per obtenir ¢levades quantiiats de biomassa en el menor temps

possible.
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2.1 EFECTE DEL CREIXEMENT ANAEROBI SOBRE EL METABOLISME DE
LA GLUCOSA

Al primer deis tafies de fermentacié es va inocular O. oeni M42 en medi MBC amb
glucosa sota un flux continu de nitrogen estéril. Aquest flux ens permetia assegurar una
atmosfera anaerobia on la pressié parcial d'oxigen es trobava sempre per sota un 5% En
aquest assaig efectuat amb la practica abséncia d'oxigen, la glucosa present al medi de
cultiu fou completament metabolitzada a través de la ruta heterolactica de degradado de les
hexoses (figura 1.1) i es va possibilitar una elevada produccié de biomassa (figura 3.1).

La quantificacié deis metabdlits resultants per HPLC mostra com aquesta elevada
productivitat es trobava intimament relacionada amb una important activitat de la via de
formacio de I’etanol (VFE) qué, sota aqiiestes condicions anaerdbies, proporcionava la
ruta regenerativa de NAD(P)H més important associada a la fermentacié de
carbohidrats a O. oeni (taula3.1). Aquesta activitat implica la reoxidacio de dues
molécules ANAD"H i conseqiientment satisfa els requeriments de poder reductor
existents a l'interior cel lular generats pei consum d'NAD(P)+efectuat per la glucosa-6-P

deshidrogenasa i per la gluconai-6-P deshidrogenasa (figura 1.1).

10.00
—=—Glc [anaerobiosi] Fru [anaerobiosi]
—  Glc |aerobiosi] Fru [aerobiosi]
1.00
0.10
0.01
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Temps de fermentacié (dies)

Figura 3.1. Creixement d'O. oeni M42 en MBC amb glucosa o fructosa (55 mM) sota
diferents condicions d'airejat (flux d'aire o de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8;

agitacié=200 rpm.

-80-



CAPITOL 3. RESULTATS I DISCUSSIO

L'analisi dels resultats estequiométrics (taula 3.1) mostra l'existéncia dun
metabolisme balancejat on 55 mM glucosa foren dedicats al creixement del bacteri i a la
producci6 d'energia. Com a producte de 1a metabolitzacié del carbohidrat es produiren
quantitats equimoleculars d'acid lactic i etanol aixi com importants nivells d'acid acétic.
Aquesta produccié d'acid acétic a partir de la glucosa en condicions anaerobies, en
principi no esperada, va suposar la generacié d'energia (ATP) que permetia a O. oeni M42
un creixement tan satisfactori. Resultats similars als trobats per nosaltres van ser
descrits per Murphy 1 Condon (1984) amb Lactobacillus plantarum en les mateixes
condicions de creixement. Una observacio en detall de I'estequiometria mostra una pérdua
de carboni que nosaltres atribuim a la incorporacid de la glucosa a la biomassa cel-lular
aixi com a la produccid de compostos no identificats, a banda del ja sabut CO, (taula 3.1).
Veiga-da-Cunha et al (1992 1993), van trobar un altre producte d'importancia
quantitativa, l'enitritol, que es produia a partir de la glucosa com a conseqiiéncia d'una via
alternativa de regeneracié de cofactors. Les nostres determinacions per HPLC intentant
trobar aquest poliol van ser insatisfactories ja que només era detectat en quantitats traga, -
per la qual cosa pensem que les dades d'elevada produccid mostrades per aquests

investigadors son especifiques de les condicions i/o soques per ells assajades.

2.2 EFECTE DEL CREIXEMENT AEROBI SOBRE EL METABOLISME DE
LA GLUCOSA

Quan el creixement d'O. oeni es realitza en un segon biorreactor amb un flux continu

d'airc que possibilitava una pressié parcial d'oxigen elevada (condicions aerobies), el
| creixement amb glucosa fou for¢a dolent, degut a una escassa utilitzacio d'aquest
carbohidrat (figura-3.1). Sota aquestes condicions, menys del 10% de la glucosa inicialment
disponible fou metabolitzada i les petites quantitats d'acetil-CoA disponibles es van destinar
de manera majoritaria a la produccié d'ATP via l'acetat quinasa. També es van detectar

baixos nivells d'etanol i glicerol (taula 3.1).
L'abséncia d'un sistema actiu per a la regeneracié del NAD(P)H fa que sota aquestes

condicions, la produccio de NAD(P)" no snga suficient per suportar un creixement

acceptable 1 com a conseqiiéncia s'ature ¢l metabolisme cel-lular.
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AIREJAT SUBSTRAT PRODUCTES
.Anaerobiosi Glucosa — Lactic Acétic Glicerol Etanol

Consumida
mM 55.00 44.42 21.67 0.20 45.80 Via heterolactica
Estequiornetria ]00 08] 039 000 0S3
Aerobiosi Glucosa -» Lactic Acétic Ghcerol Etanol

Consumida
mM 4:27 5.27 3.56 0.29 1.09 Via heterolactica
Esteqmometna ]00 123 083 007 026
Anaerobiosi Fructosa -> Mannitol Altres

consumida
mM 55.00 36.88 18.12 Mannitol
Estequiornetria 1.00 0.67 0.33 Deshidrogenasa

Fructosa Lactic Acétic Glicerol Etanol

consumida
mM 18.12 > 20.15 31.09 0.00 0.44 Via heterolactica
Estequiornetria ]00 ]]] ] 72 000 002
Aerobiosi Fructosa -» Mannitol Altres

consumida
mM 38.43 20.41 18.02 Mannitol
Estequiornetria ]00 053 047 deshidrogenasa

Fructosa Lactic Acétic Glicerol Etanol

consumida
mM 18.02 12.68 24.41 0.29 0.85 Via heterolactica
Estequiornetria ]00 0 70 ]35 002 005

Taula 3.1. Quantificacio de substrats i productes en el metabolisme de carbohidrats a'O.
oeni M42. Creixement en MBC amb glucosa o fructosa (55 mM) sota diferents

condicions d'airejat (flux d'aire o de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8; agitacio=200 rpm.

Per comprovar la funcionalitat de les NADP(H) oxidases en aquesta soca, es van
realitzar assaigs d'activitat enzimadtica utilitzant com a substrat cofactor NADH (o
NADPH) en presencia i en absencia de FAD (taula 3.2). Donat que les activitats
NAD(P)H oxidases son induides per la presencia d'02 en altres bacteris lactics, no ens
va eslranyar l'abséncia d'activitat en extrets anaerobis. Fls nivells detectais en aerobiosi
foren molt baixos (amb millors resultats en presencia de FAD) respecte ais trobats amb
altres soques (Sakamoto i Komagala, 1996). De qualsevol manera eis nivells detectats
amb la soca O. oeni M42 es mostraven insuficients per reoxidar tot I'NAIXP)!! produit a

les primeros etapes de la via heterolactica. La presencia d'aquestes NAD(P)I I-oxidases
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és la que possibilita la reduccio deis cofactors en altres soques de bacteris lactics i
permet creixements optims en presencia d'oxigen (Lucey i Condon, 1986; Sakamoto i
Komagata, 1996). L'abséncia d'un sistema actiu de NAD(P)H-oxidases no ¢s un fet
extraordinari ais bacteris lactics i ha estat també descrita a altres soques per diferents

autors (Condon, 1987; Nuraida ef al., 1992; Warriner i Morris, 1995).

pinol de cofactor (mg proteina-min)1

Act. NADH-oxidasa Act. NADPH-oxidasa
Atmosfera - FAD + FAD -FAD + FAD
Anaerobiosi nd nd nd nd
Aerobiosi nd 0.318 0.614 0.823

nd: no detectat

Taula 3.2. Activitat especifica de les NAD(P)H-oxidases amb i sense FAD. Extrets obtinguts
a partir d'O. oeni M42 crescut en medi MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi

per flux d'aire o anaerobiosi pef' flux de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8; agitaci6é=200 rpm.

Si les NADP(H) oxidases d'O. oeni M42 no estaven funcionant satisfactoriament, tota la
responsabilitat de regencracié6 de INAD(P)H requeia sobre els enzims de la VFE (fig. 1.1).
Haurien de ser I'ADH i I'ALDH les encarregades de reoxidar les dues molécules
d'NAD(P)H generades pei' les deshidrogenases a les etapes inicidis de la via heterolactica.

Si la VFE era funcional en condicions anaerobies pero no funcionava en aerobiosi, el
segiient punt que ens interessa esbrinar era saber si aquest sistema s'inhibia per I'oxigen o bé
no era sintetitzat en la seva preséncia. Per aclarir aquest aspecte, es va realitzar el segilient
experiment. Es va créixer O. oeni M42 en 1 L de medi MBC (annex 1) amb glucosa com a
unica font de carboni fins arribar a una A6oonmi‘0-3 en una atmosfera saturada de Nb.
Aleshores, es van transferir asépticament 200 mL del cultiu a un altre fermentador i es van
cultivar amb un flux constant d'aire (condicions aerdbies). El creixement al fermentador
amb N2 va continuar de manera normal fins arribar a AcomrCEl mentre que a l'airejat (amb
una elevada pressio parcial d'oxigen) es va aturar d'immedial el creixement cel lular. Es van
obtenir extrets acel lulars a partir de les mostres obtingudes abans i després de la
transferencia de les cél lules a les condicions aerdbies. Es van realitzar assaigs deis enzims
que intervenen a la VFE i es va comprovar la pérdua de l'activitat regeneradora de les
cél lules crescudes en anaerobiosi quan entraven en contacte amb I'oxigen. L'activitat de les

alcohol deshidrogenases NAJ) -depenent i NADP -depenent es redui'a notablement a les
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cél lules crescudes al fermentador en condicions aerdbies mentre que en anaerobiosi,
l'activitat enzimatica continuava (taula 3.3) i permetia I'obtencid d'alts nivells de biomassa.
Els nivells d'activitat detectdis ais extrets crescuts en presencia de nitrogen a la fase
estacionada eren menors que els enregistrats amb les cél lules en fase logaritmica de
creixement .Aixi dones, sembla confirmar-se que és la preséncia de 1'oxigen al medi la que
produeix la inhibido de la VFE i impedeix el desenvolupament d'O. oeni M42.

Leonardo et al. (1996) van mostrar com en Escherichia coli, els enzims involucrais a la
VFE s'induien en condicions anaerdbies, i només estaven presents en nivells basals durant el
creixement aerobi. Nosaltres hem vist en O. oeni M42 que els enzims de la VFE, la ruta clau
en el reciclatge de 'NAD(P)IL perden l'activitat en aerobiosi i el consum d'aquests cofactors
s'atura, s'acumula NAD(P)H a 1l'interior cel lular i es paralitza el desenvolupament bacteria.

Els mateixos resultats es van obtenir en assajar els altres enzims implicats a la VFE,
fosfat acetil transferasa i aldehid desliidrogenasa (taula 3.3). Tanmateix, la baixa velocitat de
reaccio d'aquests dos enzims fa que siga 'ADH el principal mecanisme de reoxidacié de
cofactors. De fet, els intents de quantificar la PAT donaren resultats insatisfactoris amb tots

els extrets assajats degut a la seva baixa concentracio.

umol (mg proteina-min)1

N2 (fase logaritmica) N2 (fase estacionaria) Airejat (aerobiosi)
ADH' (NADH 718 21 nd
ADH1(NADPY 89 2 nd
ALDH2(NADH 0.338 0.163 nd
ALDH2(NADPH 0.023 0.042 nd
PAT3(NADO nd nd nd
PAT3 (NADPO nd nd nd

nd: no detectat

1ADH: alcohol deshidrogenasa
. ALDH: aldehid deshidrogenasa
SPAT: fosfat acetil transferasa

Taula 3.3. Activitat especifica deis enzims de la VFE. Extrets obtinguls a partir d'O.
oeni M42 crescut en MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi per flux

d'aire o anaerobiosi per ilux de nitrogen). T 28 °C; pllo 4.8; agitacio 200-250 rpm.

Com queda descrit fins ara, l'estat d'oxido-reduccio deis cofactors te una importancia

cabdal al metabolisme de carbohidrats en aquest bacteri. Per aix6, vam exlraure els
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cofactors a partir de cultius d'O. oeni crescuts en glucosa en anaerobiosi i en aerobiosi i
vam procedir a la seva quantificaci6. Com es veu a la taula 3.4, els nivells de NAD+
foren essencialment els mateixos ais tres extrets acel lulars assajats, mentre que la
concentracidé de NADP+ a l'extret obtingut a partir del cultiu amb nitrogen en fase de

creixement logaritmic només duplicava els valors en fase estacionaria.

Atmosfera Concentracié (mmol-mg proteina'l)
Ratio
NAD+ NADP+ NAD(P)H NAD(P)+YNAD(P)H
Anaerobiosi (N2 fase estacionaria 12.84 6.36 1.35 14.23
Anaerobiosi (N2 fase logaritmica 12.54 12.99 1.44 17.67
Aerobiosi (airejat) 12.88 6.61 5.01 3.89

Taula 3.4. Concentracié deis cofactors i ratio NAD(P)¥/NAD(P)H. Extrets obtinguts a
partir d'O. oeni M42 crescut en MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi per

flux d'aire o anaerobiosi per flux de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8; agitacio=200-250 rpm.

Tanmateix, quan vam quantificar el total de cofactors reduits (NADH + NADPH), si
que es van observar diferencies significatives entre els diferents extrets (taula 3.4). Ais
obtinguts a partir deis cultius en aerobiosi, els nivells eren quasi quatre vegades
superiors ais corresponents a cultius anaerobis. En anaerobiosi, el sistemes de
reoxidacido de cofactors actien i impedeixen la seva acumulacié. En aerobiosi, la
maquinaria enzimatica es troba inhibida i els nivells de NAD(P)H augmenten.

Els resultats exposats a la taula 3.4 mostren com, sota condicions de creixement
favorables, els ratios NAD(P)+/ NAD(P)H augmenten i més quantitats de NAD(P)+es
troben a l'abast del metabolisme bacteria.

Els assaigs efectudis en tampd TF (annex 1) confirmaren aquests resultats. Aixi, en
condicions anaerdbies, la quantitat de glucosa degradada es trobava al voltant d'l g L1 al
final de I'assaig mentre que ais tubs en condicions aerdbies la taxa de degradado era deu
vegades inferior. La realitzacié d'assaigs similars amb cél lules en diferents etapes de
creixement, (Absscommentre 0.1 i 1.3), mostraren resultats similars tant en aerobiosi com

en anaerobiosi. Aqiiestes dades recolzen els resultats préviament descrits en medi sintétic
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sobre la importancia de l'airejat sobre el metabolisme de carbohidrats en O. oeni per la

seva influéncia sobre la regeneracié de cofactors.

2.3 EFECTE DEL CREIXEMENT AEROBI I ANAEROBI SOBRE EL
METABOLISME DE LA FRUCTOSA

Les altres dues possibilitats que vam assajar foren el creixement en medi MBC amb
fructosa, tant en acrobiosi com en anaerobiosi. El desenvolupament d'O. oeni M42 amb
aquest substrat fou menys sensible que amb glucosa a les condicions aerobies
(figura 3.1). Amb fructosa, malgrat que en anaerobiosi s'aconseguien nivells de.
biomassa superiors als obtinguts en preséncia d'oxigen, les diferéncies no eren tan
evidents com les detectades al cultius amb glucosa. La reduccié de la fructosa a
mannitol proveia el sistema de suficient quantitat dNAD(P)" com per a suplir
parcialment la inhibicié de la VFE per l'oxigen. La sintesi d'ATP (acoblada a la
produccié d'acid acétic) permetia l'obtencié de nivells de biomassa superiors als
observats en un medi amb glucosa sota una atmosfera aerobia (figura 3.1).

En anaerobiosi, s'aconseguia una regeneracié addicional dA'NAD(P)H atribuible a la
reduccidé de la fructosa a mannitol (fins a un 67 %) que permetia obtenir nivells de
biomassa superiors als aconseguits en aerobiosi. La resta de la fructosa es metabolitzava
per la via heterolactica i donava lloc a nivells de biomassa un 20% inferiors als detectats
en cultius anaerobis amb glucosa. Les excessives quantitats de fructosa desaprofitades
en la reoxidaci6 dNAD(P)H via mannitol deshidrogenasa sota anaerobiosi, impedien
que sota aquestes condicions els cultius d'O. oeni M42 pogueren assolir nivells de
biomassa tan satisfactoris com amb glucosa (figura 3.1).

Com ja esmentavem anteriorment amb els cultius en MBC amb glucosa, 1'acumulacié de
cofactors reduils semblava ser la causa de l'aturada de la metabolitzacié de la glucosa en
condicions aerobies (taula 3.4). Per veure si la influéncia d'aquests cofactors reduits sobre la
degradacié de la fructosa també era present, vam realitzar assaigs amb cél-lules d'O. oeni
M42, preparades com es descriu a l'apartat de materials 1 metodes, en tamp6 TF. Sota
aquestes condicions experimentals, en absencia de medi de cultiu 1 amb elevades
concentracions inicials de biomassa, les cél-lules ¢s troben en condicions de no proliferacio,
dedicant cls nutrients al seu abast, cn aquest cas carbohidrats cxclusivament, a l'obtencio

d'energia 1 poder reductor. Als assaigs efcctuats amb fructosa, la degradacio fou cfectiva
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independentment de D’atmosfera utilitzada. Aixi la via de producci6 de mannitol
permetia aconseguir degradacions en aerobiosi que no eren possibles amb la glucosa.
Tanmateix, el consum de fructosa s’accelerava en anaerobiosi d’igual manera que la
detectada ais assaigs en medi sintétic. L'addici6 de cofactors NADH (o NADPH) al
tampo bloquejava parcialment el metabolisme cel lular i feia que s’aturaren les cél lules i

que s’obtingueren taxes de degradacio semblants a les detectades en aerobiosi (figura 3.2).

53 -

Aerobiosi

Anaerobiosi

AnaerobiosH-NADH
50 - Anaerohios+NADPH

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

Temps d’assaig (min)

Figura 3.2. Degradacio de fructosa en tamp6 TF amb cél lules no proliferants dO. oeni
sota diferents atmosferes (aerobia o anaerobia) en preséncia o abséncia de diferents

cofactors reduits. T=28 °C; pH0-4.8.

2.4 EFECTE DE L’ADDICIO DE SUBSTRATS ACCEPTORS D’ELECTRONS
SOBRE EL METABOLISME DE LA GLUCOSA

Els resultats obtinguts ais experiments precedents ens van suggerir la realitzacié de
noves tandes de fermentacions aerébies en medi MBC amb glucosa, suplementant-lo
amb diferents agents reductors presents de manera habitual a la composiciéo de medis de
cultius utilitzats per créixer bacteris lactics. D’aquesta manera podriem veure si aixo
solucionava els problemes de regeneraciéo de cofactors i amb quin grau d’efectivitat.
Com sabem, a les primeres etapes de la via heterolictica es produeixen dues molécules

dNAD(P)H (figura 1.1). La reoxidacio d’aquests cofactors pot efectuar-se de manera
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satisfactoria a la VFE quan els enzims involucrats es troben actius. Tanmateix, aixd no
fou possible amb O. oeni M42 perque els enzims regeneradors dANAD(P)H (ADH i
ALDH), s'inhibeixen en preséncia d'oxigen, segons s'exposa en apartats precedents.
Aleshores, 1a reoxidacié dels cofactors podria efectuar-se afegint un agent reductor el
qual, o bé poguera eliminar I'efecte inhibidor de l'oxigen sobre aquests enzims, o bé
permetera a la cél-lula I'abastament de cofactors oxidats d'una manera alternativa.

Utilitzant una aproximacié metodologica similar a la abans exposada per veure la
influéncia de l'airejat sobre diferents tipus de fonts de carboni, vam inocular els quatre
tancs de reaccié d'un multi-fermentador amb O. oeni M42 en MBC sota condicions
acrobies amb: 1) 55 mM glucosa; 2) 55 mM glucosa + 20 mM acid piravic; 3) 55 mM
glucosa + 20 mM fructosa i 4) 55 mM glucosa + 20 mM cisteina.

Al primer dels tancs, on només havia glucosa, el creixement era inexistent degut a la
nul-la degradacié del carbohidrat (figura 3.3). Al segon, on a més de glucosa hi havia
20 mM d'acid pirdvic, aquest es va transformar totalment en acid lactic (taula 3.5)
reoxidant 'NADH present pero, sense afectar el balang de INADPH. Si les necessitats
de poder reductor de les cél-lules foren Gnicament per INAD", I'addicié de piruvat al
medi de cultiu hauria solucionat en gran mesura el problema de la seva reoxidacio (/to
et al., 1974; 1983; Nuraida et al., 1992). Aixo suggereix que la reoxidacio de INADPH
(figura 1.1) te una especial importancia i que és necessaria per disposar d'un sistema
redox balancejat. Amb tot, I'addicié d'dcid pirivic va possibilitar un augment tant del
consum de glucosa com de la biomassa produida, en comparacié amb el cultiu control
(figura 3.3). La generacio d'equivalents de reduccio a partir de l'acid pirivic permetia
que la glucosa fora dedicada a la produccié d'acid lactic 1 majoritariament a la produccid
d'acid acetic (taula 3.5). Aquesta produccid d'acid acétic anava acoblada a la generacid
d'energia en forma d'ATP via l'acetat quinasa.

La tercera possibilitat que vam intentar fou l'addicié de simultania de glucosa i1
fructosa al medi MBC. La preseéncia de fructosa al medi i hauria de permetre regenerar
els cofactors via mannitol deshidrogenasa, mentre que la glucosa podria metabolitzar-se
mitjangant la via heterolactica (Salou et al., 1994). I'addicio dels dos carbohidrats va
permetre una cometabolitzacié simultania que ¢s va traduir en un creixement
inicialment satisfactori (figura 3.3). Aixo va permetre un notable consum de glucosa 1

un increment en la biomassa produida en comparacio amb c¢ls cultius addicionats de
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piruvat o amb glucosa sola (taula 3.5). Una vegada s'exhaurien les reserves de fructosa,

el metabolisme s'aturava i les restes de glucosa no podien ser assimilades.

SUBSTRATS PRODUCTES
Glucosa > Sense consum
Acid piravic Ac. Lactic
consum it LDH

mM 20.00 20.00
Estequiornetria ]00 ]00

Glucosa -> Ac. lactic Ac. acétic Glicerol Etanol

consuiida Via
mVl 3.63 3.66 10.44 0.22 1.09 heterolactica
Estequiometria 1.00 1.01 2.88 0.06 0.30

Acid lactic total

23.66
Fructosa > Mannitol Altres
consumida MDH
mM 20.13 15.98 4.15
Estequiometria 100 079 02]
Glucosa Ac. lactic Ac. Acétic Glicerol Etanol
consuiida
7.10 4.15 Via
heterolactica
mM + 11.25 9.47 9.01 0.68 0.43
Estequiometria ]00 084 080 006 004
Glucosa Cisteina  —» Ac. Lactic Ac. acétic Glicerol Etanol
niM 9.19 10.21 3.01 0.38 9.55 Via
Estequiometria ]00 ]]] 033 004 ]04 heterolactica

Taula 3.5. Quantificacié de substrats i productes en el metabolisme de carbohidrats d'O.
oeni M42. Creixement en MBC amb glucosa amb 1) control; 2) acid piravic; 3) fructosa

14) cisterna. T 28 °C; pHo 4.8; agitacio- 200 rpm.
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1.00
Gle
s 0.10 - — Gle¢ + Fru
Glc + Pyr
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Temps de fermentacio (dies)

Figura 3.3. Creixement d'O. oeni en MBC amb glucosa amb 1) control; 2) acid pirdvic i

3) fructosa. T=28 °C; pHo=4.8; agitacié=200 rpm.

* L'addicié de cisterna a ’'MBC l'enterbolia per la qual cosa l'increment d'absorbancia no era representatiu

ino s'ha dibuixat en aquesta figura.

La quarta aproximacio que vam efectuar consistia en 1'afegiment de cisterna a 1IMBC
amb glucosa. La cisterna s'inclou habitualment ais medis de cultiu utilitzats per créixer
bacteris lactics degut a les seves propietats antioxidants. El creixement detectat en la seva
presencia era notablement superior a I'observat ais assaigs amb la resta d'agents reductors
(fructosa o piruvat). L'explicacié d'aquest fet podia trobar-se bé a la capacitat que aquest
aminoacid posseeix per atrapar 1'oxigen present al medi o la seva propia metabolitzacio.
Bruinenberg et al. (1997) van mostrar com la cisterna podia ser metabolitzada per un bacteri
lactic, Lactococcus lactis. La reaccio d'a, p-eliminacio de 1'L-cisteina genera acid piruvic
entre altres components i aquest podria ser eficientment metabolitzat fins a acid lactic per
O. oeni proporcionant-li una capacitat addicional per regenerar NADH. L’existéncia de
rutes de degradaci6 d'aminoacids han estat descrites anteriorment com a un sistema
d'adaptacio a condicions adverses de creixement (Marquis ef al., 1987). Aquesta disjuntiva
ens va suggerir la realitzacio d'una nova tanda de fermentacions inoculant O. oeni M42 en

MBC amb glucosa amb diferents quantitats de cisterna (entre 0 i Sg L'l).
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Les quantificacions efectuades per HPLC (annex 2) ens van mostrar com, quan major
era la quantitat de cisterna afegida al medi, majors eren tant el consum de glucosa com la
biomassa maxima assolida (taula 3.6). La preséncia de cisterna al medi permetia que
s'eliminara la inhibido que I'oxigen efectua sobre els enzims de la VFE i es possibilitava la
seva actuado (taula 3.6). Aquest efecte favorable de la cisterna fou detectat fins i tot quan
aquest aminoacid era afegit en quantitats trasa. Amb tot, el consum total de la glucosa
present ais medis no s'obtenia fms que s'afegien quantitats superiors de cisterna (5 g L*I).
L'altre possible efecte positiu de la cisterna, atribuible a la seva metabolitzaci6, fou descartat

a partir deis resultats experimentais (taula 3.6).

Cisterna [g L 1] Glucosa Acid lactic Acid acétic Etanol
0.00 mM 1.00 —» 2.14 0.00 1.30
Estequiometria ]00 2]4 000 130

0.25 mM 21.54 -> 19.77 4.58 19.97
Estequiometria ]00 092 02] 093

1.25 mM 26.36 -> 23.73 16.73 27.78
Estequiometria ]00 090 063 ]05

2.50 mM 33.71 29.91 18.45 35.16
Estequiometria ]00 089 055 ]04

5.00 mM 52.45 — 46.48 21.68 56.00
Estequiometria ]00 089 04] ]07

Taula 3.6. Quantificacié de substrats i productes. Creixement aerébic d'O. oeni en MBC amb

10 g L°1de glucosa amb diferents quantitats de cisterna. T=28 °C; pHo=4.8.

Les dades estequiométriques mostren com, un augment en la quantitat de cisterna
afegida al medi no es tradueix en un increment de la proporcié final d'acid lactic.
Recordem que la degradacié de la cisterna donaria lloc a acid piruvic i seria la reduccio
d'aquest a acid lactic la que proporcionana poder reductor a la cél lula. Amb tot, la
influencia positiva de l'afegiment de la cisterna dona suport a la seva inclusié ais medis

de cultiu per afavorir la metabolitzacié de carbohidrats.
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2.5 RECAPITULACIO

Una analisi global del metabolisme de les hexoses a O. oeni M42 ens ha permés
determinar que la glucosa no és un bon substrat pel seu creixement aerobi (figura 3.1).
L'explicacié es troba en els problemes que te aquesta soca per reoxidar INAD(P)H
‘produit a les etapes inicials de la fermentacié heterolactica. Aquestes dificultats son
degudes a la baixa activitat de les NAD(P)H oxidases (taula 3.2), a la inhibicié dels
enzims de la VFE (taula 3.3) per l'oxigen i a la no existéncia de rutes alternatives
descrites per altres soques d'O. oeni com son la de l'eritritol 1 la del glicerol (figura 1.1).
Tanmateix, la baixa activitat d'aquestes rutes alternatives no permetria per si a soles el
creixement cel-lular. A altres soques d'O. oeni, l'activitat d'un o més d'aquests sistemes
de reoxidacid de cofactors permet un creixement tan bo o millor que en abséncia
d'oxigen. Els problemes de metabolitzacid desapareixien quan els cultius en
MBC-glucosa es realitzaven en una atmosfera anaerobia (saturada de nitrogen). La
glucosa era completament assimilada i es permetia la produccié d'elevades quantitats de
biomassa (figura 3.1; taula 3.1). Les analisis efectuades confirmaven l'eficag activitat
dels enzims implicats a la VFE amb la conseqiient regeneracié de cofactors que
permetien al bacteri disposar d'un sistema redox balancejat. Quan la glucosa es
substituia com a font de carboni 1 energia per la fructosa, es produien canvis en la
metabolitzacid. La fructosa era assimilada per O. oeni M42 tant en aerobiosi com en
anaerobiosi, encara que els rendiments eren superiors en abséncia d'O, (taula 3.1). La
possibilitat dels bacteris heterolictics per produir mannitol a partir de la fructosa,
reoxidant NAD(P)H de manera paral-lela, permetia funcionar a la via heterolactica
independentment de les condicions de I'atmosfera del cultiu. Tanmateix, en anaerobiosi,
els rendiments obtinguts no foren tan satisfactoris com amb glucosa en les mateixes
condicions, ja que part'de la fructosa enlloc de servir com a font de carboni, s'aprofitava
per a l'accepcid d'electrons (figura 3.1).

Amb la intencié de combinar les aportacions positives (generacié d'energia 1 poder
reductor) d'ambdds carbohidrats (glucosa 1 fructosa) es va assajar la seva
cometabolitzacid. L'addicié de fructosa al medi MBC-glucosa permetia solucionar les
dificultats per a la reoxidacié de I'NAD(P)H. La fructosa es dedicava majoritariament a
la rcoxidacié dels cofactors mentre que a partir de la glucosa s'obtenia cnergia i
biomassa (taula 3.5). Quan 'MBC-glucosa, la fructosa e¢ra substituida per piruvat, es

possibilitava la reduccio de 1'acid a lactat 1 la reoxidacid acoblada de INADI. Aixo s
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traduia en lleugers augments de biomassa en comparacié amb el cultiu control amb
només glucosa (taula 3.5; figura 3.3). Els resultats no eren tan satisfactoris com els
aconseguits amb la fructosa perqué només es permetia la regeneracié de I'NADH
mentre que 'NADPH no era afectat. L'altra aproximacié experimental, consistent en
I'afegiment de cisteina al medi MBC-glucosa, permetia eliminar la inhibicié que
efectuava l'oxigen sobre els enzims implicats a la VFE. Quan s'augmentaven els nivells
d'addicié de I'aminoacid, s'incrementava gradualment el consum de glucosa i s'assolien
biomasses finals més elevades (taula 3.6). Tanmateix, la cisteina no es consumia durant
la metabolitzacid de la glucosa sent la seva contribucid unicament atribuible a la
generacid d'una atmosfera reductora al medi.

La clau del funcionament del metabolisme de carbohidrats a O. oeni es centra doncs
en la capacitat dels diferents sistemes cel-lulars per regenerar els cofactors reduits que es
gencren a les etapes inicials de la via heterolactica, més que en la disponibilitat d'ATP.
S1 les NAD(P)H oxidases no sén actives 1 no es disposa de fructosa per a reduir-la a
mannitol, la tasca de reoxidacid recau sobre els enzims de la VFE. Mentre funcionen
activament, els nivells dNAD(P)H es troben controlats 1 permeten funcionar el sistema.
Quan els enzims s'inhibeixen, la quantitat dNAD(P)H i el ratio NAD(P)H/NAD(P)"

augmenten, ¢l metabolisme s'atura i es deté el creixement d'O. oeni M42.
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1 MATERIALS I METODES

1.1 FERMENTACIO MALOLACTICA AMB CEL-LULES LLIURES NO
PROLIFERANTS D'Oenococcus oeni

1.1.1 Inoculacié i seguiment de la fermentacié malolactica en vins

Les soques d'O. oeni es van inocular a I'1% (v/v) en MLO (annex 1) en botelles
Pyrex de 250 mL a partir de cultius glicerinats. Una vegada crescudes les soques fins al
final de la fase exponencial es van centrifugar a 18000 x g, es van rentar dues vegades
en solucid salina i es van resuspendre en 10 ml. de vi préviament rectificat de pH 1
concentracié de malic, i esterilitzat per filtracié (annex 1) per obtenir la biomassa inicial
desitjada. La incubaci6 es va realitzar a 20°C. Periodicament es van realitzar mostreigs
d'1 mL, es va determinar el nivell de cél-lules viables per recomptes en plaques dMLO
(annex 1) i la quantitat d'acid malic residual pér cromatografia en paper o per HPLC

(annex 2). El pH final dels vins es va mesurar en acabar els assaigs.

1.1.2 Seleccié de parametres experimentals

Els nivells inicials de biomassa, al voltant de 105, 10" o 10® ufc mL™, es van triar
basant-nos en dades prévies existents a la literatura (Lafon-Lafourcade, 1983). L'inocul
més baix, 10° ufc mL™", és va triar per ser aquest el nivell minim necessari per obtenir
una degradacio efectiva de l'acid malic en condicions de no proliferacié cel-lular. Els
nivells superiors es van assajar per determinar la velocitat de degradacié d'acid malic
sota condicions de no proliferacié cel-lular (Lafon-Lafourcade, 1983).

Les concentracions inicials d'acid malic foren 3.5 i 7.0 gL, triades per ser dos
valors presents en diferents vins (Beelman et al, 1980; Davis et al., 1985b;
Henick-Kling, 1988). Els valors de pH triats per a realitzar els assaigs foren 3.1, pH
umbracle minim de desenvolupament de I'FML (Henick-Kling, 1986a) i 3.5, pH al qual
es sol desenvolupar I'FML de manera normal al vi sense problemes d'inhibicié per pH
baix (Davis ef al., 1986a; Henick-Kling, 1986a; Henick-Kling, 1988).

L'estudi d'aquests parametres amb les cinc soques en assaig: M41, M42, G6, N172 1
T46 (annex 3) d'una manecra coordinada, ens va fer plantejar-nos una reixeta de
possibilitats d'assaig (figura 4.1).

Realitzant un agrupament per soques 1 nivells d'inoculacié enquadrem les

¢xperiéncies en quatre grans grups:
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-pH 3.11 7.0 g L'1 d'acid malic inicidis -pH 3.517.0 g L'1 d'acid malic iniciais
-pH 3.1 13.5 g L'1 d'acid malic iniciais -pH 3.513.5 g L'1 d'4cid malic iniciais
pHi
- 31
- 35
N172 M41 M42 G6 T46
} * 1 i i i Icocul
s (vfir L3
35 .~ S 107 108
7.0 -
[Acid malic],
fel’3

Figura 4.1. Combinacié de parametres experimentais utilitzada per assajar I'FML amb

cél lules no proliferants d'O. oeni.

1.2 FERMENTACIO MALOLACTICA AMB CEL LULES D'Oenococcus oeni EN
CREIXEMENT CONTINU

1.2.1 Inoculacié i seguiment de la fermentacié malolactica

Les soques d'O. oem MA4 i VV5 (annex 3) es van inocular a Y/% (v/v) en MLO
(annex 1) a partir de cultius glicerinats. Una vegada crescudes fins al final de la fase
exponencial (48-72 h) es van inocular a 1'1% en Medi P (annex 1). Quan els cultius van
arribar a la fase exponencial en aquest medi (48-72 h), es van inocular al 10% (v/v) en
vi (annex 1). Totes aqiiestes inoculacions es van realitzar en tubs de rosca de 12 mL
amb un volum final de 10 mL. Després de dues setmanes, els cultius es van inocular al
5% (v/v) en vi dins els biorreactors. Es va seguir periodicament el nombre de cél lules
viables per plaqueig en medi MLO soélid (annex 1) i el desenvolupament de la
fermentacié malolactica mitjan®ant cromatografia en paper o HPLC (annex 2). Els
biorreactors es van operar en mode discontinu fins qué les cél lules van degradar
almenys el 95% de l'dcid malic present al vi. Aleshores es va iniciar el procés en continu
fent un seguiment de la fermentacié i del nombre de viables de la manera abans descrita.

El sistema es va mantenir el maxim temps possible, fins que es va detectar un eleval
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nivell de cél lules contaminats ais biorreactors i es va haver d'aturar. Tots els

creixements en vi es van desenvolupar a 20°C.

1.2.2 Biorreactors: instrumentacio i operacio

Veure l'annex 4.

1.3 FERMENTACIO MALOLACTICA AMB CELLULES D'Oenococcus oeni
IMMOBILITZADES

1.3.1 Materials utilitzats per la immobilitzacio

La immobilitzacid6 d'O. oeni M42 (annex 3) es va realitzar sobre esponges de
ceMulosa PRODUCTIV subministrades per BPS Separations, Spennymoor (Regne
Unit) qué presenta propictats assimilables a les d'una resina de bescanvi i6nic (Ming i

Hovvell, 1994). Aqliestes esponges es van utilitzar tant en la seva forma neutra com
carregades amb grups basics: DE, N (CH2CH3)2H i DEAE, (CH2*N (CFA*CH"H. No

es van utilitzar esponges amb grups acids perqué les taxes d’adsorcidé de cél lules amb
aquesta carrega son molt baixes (OReilly 1 Scott, 1993; Scott et al, 1995a; .
c.

1.3.2 Procediment d'immobilitzacio: assaigs en flascons Erlen-Meyer

Els cultius d'O. oeni M42 es creixien en MLO (o Medi P) fins al final de la fase
exponencial. Aleshores, es centrifugaven 100 mL del cultiu a 18000 x g i les célTules
eren recuperades i rentades tres vegades amb tampd TF préviament rectificat de pH
(annex 1). Es van utilitzar diferents valors de pH entre 3.5 1 5.5 per optimitzar el procés
d'immobilitzaci6. Aleshores, les cél lules es resuspenien en 100 mL del mateix tamp6 en
un fiasco de 250 mL i s'afegien 2 g d'esponja (pes humit). Per a determinar la possible
interferéncia del medi de cultiu sobre el procés d’adsorcid es van realitzar assaigs
d'immobilitzacié directament a partir de cél lules crescudes en medi de cultiu sense
passar-les pei tampo. Els ilascons eren incubdis a 28°C en un agitador orbital amb una
agitacio constant de 100 rpm. Periddicament, durant 5-7 h, es realitzava un mostreig per
determinar lI'absorbancia a 600 nm de les cél lules en suspensio. Es va realitzar una
corba de calibrat entre l'absorbancia a 600 nm i el nombre d'ufc mL*1 mitjan~ant
plaqueig en MLO so6lid per estimar la quantitat de biomassa adsorbida al material
d'immobilitzaci6. Com a Controls, es preparava un ilascé amb 100 mL de la mateixa

suspensio cel lular sense aiegir-li material d'immobilitzacié i un altre amb el mateix
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volum de tampo sense céllules i en presencia de 2 g d'esponja. L'absorbancia
enregistrada en aquests dos flascons era considerada com a referencia per obtenir el 0%
iel 100% d'adsorcié. A més, una pari aliquota del volum extret del fiasco amb cél lules
en suspensio sense material d'immobilitzacio, era utilitzada per realitzar un recompte en
plaques d'MLO i comprovar el manteniment de la viabilitat cel lular. Aquests

experiments es van realitzar amb tots els tipus d'esponja esmentats a 'apartat 2.3.1.

1.3.3 Procediment d'imniobilitzacié: assaigs en columna

Els assaigs en columna es realitzaven de manera inicialment similar al descrit per ais
realitzats en flascons pero, a partir d'1 L de medi de cultiu amb cél lules. Una vegada
centrifugada la suspensid cel lular, el sediment es resuspenia en tampo TF i era introduit

en un biorreactor de vidre (figura 4.2).

Aquest biorreactor es
connectava de  manera
estéril amb una columna
d'immobilitzacié en la qué
préviament s'havien
compactat 10 g d'esponja.
Aleshores, es connectava el
sistema a wuna bomba
peristaltica (flux de
35 mL min*]) i es realitzava
la immobilitzaci6 durant
6-8 h. Com a control es
munlava una columna en
les mateixes condicions

pero sense material  Figura 4.2. Immobilitzaci6 cellular en columna:

d'immobilitzacio. esquema del sistema.

Periodicament es realitzava un mostreig tal i com es descriu a l'apartat 1.3.1. Per a
determinar el flux optim d'utilitzacié del sistema es van realitzar assaigs de

desimmobilitzaci6. Aquests assaigs consistien en l'enregistrament de I’absorbancia a
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l'eixida de la columna, canviant les velocitats de flux de la bomba peristaltica fins

enregistrar un rentat de la columna.

1.3.4 Fermentacié malolactica amb cél-lules immobilitzades: assaigs en flasco

Una vegada realitzada la immobilitzacido de les cel'lules, s'elimina el tampd i
s'afegiren 100 mL de vi o vi sintétic (annex 1). Els flascons s'agitaren en les mateixes
condicions que les descrites a l'apartat 1.3.2 1 periddicament, durant 24-48 hores es
realitza un mostreig per determinar el grau de realitzacié de I'FML. Una fraccio del
volum mostrejat era utilitzada per realitzar una quantificacié de viables en plaques
dMLO amb l'objectiu de determinar la preséncia de cél-lules lliures al medi. Totes

aquestes operacions es realitzaven de manera esteril.

1.3.5 Fermentaciéo malolactica amb cél-lules immobilitzades: assaigs en columna
Una vegada immobilitzades les cél-lules dins la columna, s'elimina el tampoé i es
rentaren les esponges amb solucié tampo fresca per eliminar les cél-lules no adsorbides.
El procés es monitoritza enregistrant I'absorbancia a 600 nm fins qué s'eliminaren totes
les cel-lules no adsorbides o adsorbides de manera feble. Aquestes dades eren utilitzades
per calcular la taxa d'immobilitzacid. Aleshores, es canvia el biorreactor utilitzat a la
immobilitzacié per un amb medi MBC-M fresc (annex 1), es connecta la bomba
peristaltica 1 es deixa recircularitzant el medi 3-4 d. Periddicament es realitzd un
mostreig a l'eixida de columna per determinar el grau de realitzacié de l'activitat
malolactica. Una aliquota fou utilitzada per quantificar ¢l nombre de cél-lules viables en
suspensio queé no foren adsorbides o que es desprenien durant la fermentacid. Com a
control del procés, s'inocula un altre biorreactor amb una quantitat total de cél-lules en
suspensio, en condicions de no proliferacié cel-lular, similar a la calculada per a la
columna d'immobilitZacié. El mostreig es realitza en paral-lel al descrit per a la columna
d'immobilitzacié 1 es realitzaren les mateixes determinacions analitiques 1

microbiologiques.

1.3.6 Determinacio de la degradacié d'acid malic i/o aparicio d'acid lactic

La quantificacio d'acids organics es va realitzar per tres metodes alternatius utilitzats
segons l'exactitud requerida a cada assaig. A les proves preliminars es va realitzar una
valoracio semiquantitativa per cromatografia en paper (annex 2) mentre que als assaigs
definitius es va utilitzar ¢l sistema enzimatic de giantificacio d'acid lactic Cat-39084 de

Bochringer Mannhcim o un equip d'HPLC (annex 2).
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2 RESULTATS I DISCUSSIO

2.1 FERMENTACIO MALOLACTICA AMB CEL-LULES LLIURES NO
PROLIFERANTS D'Oenococcus oent

2.1.1 pH 3.1i 7.0 g L™ d'acid malic inicials

Dels quatre grans grups que hem descrit a 'apartat materials 1 metodes, aquest és el
que a priori presenta unes condicions més adverses per al desenvolupament de 1'FML.
Aixi, amb cap de les cinc soques assajades no es produeix una degradacid total dels
7.0 g L d'acid malic inicials ni tan sols amb nivells alts d'inocul cellular (taula 4.1).
Pero, encara aixi, es presenten diferéncies entre soques prou déstacades.

La soca T46 mostra uns nivells de resisténcia a pH baix (3.1) forga dolents, arribant a
detectar-se quantitats inferiors a 10* ufc mL™ després d'una setmana d'experimentaci6
fins i tot quan els nivells inicials es trobaven al voltant de 10® ufc mL™. Les reduccions
en les quantitats d'acid malic s6n menyspreables excepte quan els nivells d'inocul sén
molt alts, 10® ufc mL™, i arriben a degradar-se 2.0 g L™ (taula 4.1). Encara aixi, aquest
¢és el pitjor resultat obtingut amb qualsevol de les soques assajades ja qué suposa
percentatges de d.egradaci() inferiors al 30%, després de dues setmanes de fermentacio
(taula 4.1). Aixi mateix, l'increment de pH al vi amb aquestes condicions és poc
important (inferior a 0.03 unitats) (figura 4.3).

Les soques M41 i M42 mostren nivells de viabilitat similars als observats a les
fermentacions amb T46 excepte als assaigs amb els inoculs més alts (10° ufc mL™") on la
mortalitat no és tan pronunciada (figura 4.4a). Utilitzant aquestes soques, la degradacio
d'acid malic comenga a ser efectiva amb nivells cel-lulars inicials superiors a
107 ufc mL™". Sota aquestes condicions es degraden al voltant de 3.0 g L d'acid malic i
es produeixen augments de pH més importants que amb la soca T46 pero sempre
inferiors a 0.1 unitats (figura 4.3).

O. oeni G6 1 N172 s6n les soques que presenten un millor comportament amb les
condicions de pH i acid malic inicialment establertes. Aixi, mentre a les fermentacions
amb 10° ufc mL™! inicials la mortalitat és semblant a l'observada utilitzant les tres
soques abans descrites, quan s'augmenten cls nivells fins a 107-10% ufc mL™", 1a taxa de
mortalitat no és tan important i ¢s poden detectar quantitats de cél-lules vives superiors a
10* ufc mL " després de quatre setmanes d'experimentacio. Js precisament aquest factor,

el manteniment de cél-lules vives al vi, ¢l que possibilita una major degradacié d'acid

-100-



CAPITOL 4. RESULTATS I DISCUSSIO

malic (fins a 4.0-5.0 g L") depenent de la soca i del nivell d'indcul inicial (taula 4.1).
Aix0 permetria la degradacié parcial d‘;icid malic en vins de baix pH utilitzant
biomasses inicials en ordres de magnitud entre 10” i 10® ufc mL™. Aquesf procés
necessita entre una i dues setmanes per a completar-se perd s'acompleix prou
efectivament de manera parcial durant les primeres 48-72 hores de fermentacio en les
qué es consumeixen 3.0-4.0 gL' d'acid malic. Aquest factor es correlaciona amb
I'existéncia d'un nombre elevat de cél-lules durant aquest periode. Quan augmenta la

mortalitat, 'FML s'atura drasticament (figura 4.4 c; e).

2.1.2 pH3.1i3.5 g L' d'acid malic inicials

Amb aquests valors inicials, els resultats obtinguts sén similars als exposats al punt
anterior. Aix0 confirma l'enquadrament de les soques en tres grups comportamentals
formats per G6-N172, M41-M42 i T46. Es justament aquesta ultima la soca que
presenta un pitjor comportament als tres inoculs inicials assajats. Només amb nivells de
biomassa inicial de 10° ufc mL™ és capag de degradar al voltant d'un 40% de I'acid
malic present al vi (taula 4.1). Aquest fet es correlaciona amb un increment de pH d'una
décima que en gens afecta a les baixes taxes de supervivencia detectades (figura 4.4a).

Els resultats obtinguts utilitzant les soques M41 1 M42 sota aquestes condicions son
una mica millors 1, encara que el nombre de cél'lules viables sofreix una forta reduccio,
la quantitat d'acid malic degradada és superior a la obtinguda utilitzant la soca T46
(taula 4.1). Les taxes de degradacio oscillen entre els 2.7 g L™ amb inoculs de l'ordre de
10° ufc mL” fins a 1.5 gL' amb 10" ufc mL™ inicials (taula 4.1). Totes aquestes
degradacions s'efectuen fonamentalment durant la primera setmana d'assaig com a
conseqiicncia dels motius anteriorment esmentats i possibiliten augments de pH entre
0.110.2 unitats (figura 4.3).

De nou sén els resultats aconseguits amb les soques G6 1 N172 els més positius en
permetre l'acurtament del temps de degradacid total fixant-lo en 2-3 dies. Aixi, amb
nivells de 107-10° ufc mL™ la reducci6 és quasi total i Gnicament resten al vi entre 0.1 i
1.5 g ! segons soca (figura 4.4 ¢; ¢). Amb aquestes soques fins i tot es detecten
degradacions d'entre 0.4 1 1.1 g L' d'acid malic aml; inoculs baixos (10° ufc mL™). Cal
ressaltar aquest aspecte per ser aquestes les Uniques soques assajades que poden

disminuir ¢l nivell d'acid malic a pH 3.1 amb aquest nivell de biomassa inicial.
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> 0O O w

TEMPS DE MOSTREIG

Id Is 2s 3s Id Is 2s 3s Id Is 2s 3s Id Is 2s 3s

M41 0 0 0 nd 5 6 14 25 0 0 0 nd 4 5 1 41 106
9 19 19 nd 14 28 37 43 3 5 5 nd 15 nd 26 30 107

39 66 66 67 48 929 99 100 33 47 47 47 28 84 nd 941 108

M2 nd nd 0 nd nd O O O O O 0 O nd O O 0 10¢ 1
14 38 42 nd 17 51 nd 6 nd 17 17 nd 14 32 37 37 10 N
7 7 7 s6 91 94 98 34 43 43 4 4 B 4 8 108 6

Tty % 2w 4 4 wd 10 6 6 6 md 1 1 1 1 106 C
9 14 14 nd 10 26 28 34 7 7 nod nd 6 20 22 270 107 T
37 4 4 nd 4 59 61 nd 14 27 27 nd 30 43 43 nd 108 L

G6 31 32 32 32 nd 22 30 48 8 12 12 12 nd 13 23 36 10*

66 91 91 92 69 94 100 100 41 55 55 55 56 93 98 99 10" (ufe mL'D)

57 72 74 75 48 8 nd 99 53 64 64 64 35 81 nd 931 108
N172 nd nd 1 nd nd 30 nd 4 0 0 0 0 nd 6 nd 32 10*
nd 38 42 nd 45 61 nd 81 nd nd 27 nd nd 26 46 62 107
59 93 98 98 56 9 98 100 34 63 69 69 40 81 99 100 108

~ pHO=3.1 pHO0=3.5 pHO0-3.1 pHo=3.5
[Acid rndlic]0=3.5 g L'l [Acid mlic]0=3.5 g L'l [Acid malicjo=7.0 gL'l  [Acid m4lic]o=7.0 g L'l

nd=no determinat d=dia s=setmana/es

Taula 4.1. Percentatge de degradado de 1'icid malic sota diferents condicions inicidis de pH, nivell din6cul i concentracié d’acid malic.
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Evolucio ticl pll (p110-3.1) [Acit] malle]0*3.5 g L 1

Evoluci6 del pH (pH,=3.1) [Acid malic|(=7.0 g 1 1

0.30
0.25-
X
o 0.20
*0
Y o015
E
0.10
0.05
0.00
G6 NI72 M41 M42 T46 G6 NI172 M41 M42
Soca ¢6'Oenococcus oeni Soca A'Oenococcus oeni
. Evolucié del pH (pH0=3.5) [Acid malic]e=7.0 g L 1
Evolucié del pH (pHo=3.5) [Acid malic] =3.5 g L
0.30
030/ 1
0.25
0.25
c= ,
o 0.20- in$ { 020
uo
. 1 015
5 0.5
o b o.io
0.10- . s
0.05
0.05-
6 m 0.00
T G6 N172 M4l \142
G6 NI72 M41 M42
Soca d 'Oenococcus oeni
Soca d 'Oenococcus oeni
Figura 4.3. Increments de pH com a conseqiiéncia de 'FML amb soques d'O. oeni en condicions de I 10”ufe mi;T

no proliferacié cel lular; diferents condicions iniciais de pH, concentracié d'acid malic i biomassa.

108 ufe mL.'1

10 ufe mL*
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O. oeni T46 pH0=3.1, [4cid malic]o=7.0 g L'l

1E+8 T
1E+7 -&)
¢ 1E+6 -s
1E+5 -r
0 120 240 360 480 600
Temps (h)
Q. oeni T46 pHO0=3.5, [acid malic]o=7.0 g L'1
1E+8
1E+7-i A
60
A 1E+6 -
S
1E+5 -
1E+4
0 120 240 360 480 600
Temps (h)
——— ufemlTl
ufe mL’*
—  ufemi-1l

F*igura 4.4.a. Creixement i degradado d'acid malic amb la soc

[Acidmalic] (gL 1)
[Acid nélic] (g L*)
[Acidmalic] (gL 1)

ctondicions experimentais (veure figura 4.1).
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O. oeni T46 pH,=3.1, [dcidm alic]0=3.5 g L 1
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0. oeni T46 pHO0=3.5, [4cid m4lic]0=3.5 g L 1
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Inécul inicial 106ufc ral 1
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Inocul inicial 10°ufc mlr
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- 05

600

a 0. oeni T46 sota varies



CAPITOL 4. RESULTATS I DISCUSSIO

O. oeni M42 pHO0=3.1, [dcid m4lic]o=7.0 g L'1
P g

1E+8 —

1E6 -

120 240 360 480 600

Temps (h)
O. oeni M42 pHO0=3.5, [acid m4lic]o=7.0 g L'l

1E+8 -r-

1E+7

1E+4
0 120 240 360 480 600

Temps (h)

O. oeni M42 pH0=3.1, [4cid malic]0=3.5 g L 1

Figura 4.4.b. Soca M42. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.

O. oeni N172 pH,,=3.1, [4acid m4licJo=7.0 g L'1
p g
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0. oem N172 pH0=3.5, [4cid m4lic]e=7.0 g L 1

IE+8 - rs
-7
A /- -\

ie+7 -l <6 ~<d
a5 -
1E+6 -r -4
A e

1E+5 -r / -2
|«

1E+4 m— we-f = fr——n L0

120 240 360 480 600

Temps (h)

1E+8 - -r 4.0
L
- 35 ,,
1E+7 - - 3.0 Ty
i\ a5 B
1E+6 -A - 2.0
i
- 1.5
1E m
45 - R
5 v Lo
- 05
1E+4 - - 0.0
0 120 240 360 480 600
Temps (h)
0. oem M42 pHO0=3.5, [acid m4lic]0=3.5 gL'l
1E+8
1E+7 -
60
1E+6
1E+5 -
1E+4
240 360
Temps (h)
O. oeni N 172 pH0=3.1, [dcid malic]0=3.5 g L'l
1E+8 -|- or 4.0
- 35
1E+7 -3
60
- 2.5
- 15
1E+5 -
- 05
1E+4 4 00
0 120 240 360 480 600
Temps (h)
Q0. oem N172 pHO0=3.5, [4cid m4lic]0=3.5 g L 1
1E+8 4
k 3.5
1E+7 - I n
60
2-5 X
iE 4 « - 2‘0 3
1.5 B
1E+5 -r\ "
| ¥ -2 0.5
1E+4 - - 0.0

120 240 360 480 600

Temps (h)

Figura 4.4.c. Soca N172. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.



O. oeni M41 pH0=3.1>[4cid m4lic]o=7.0 g L'l
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1E+8

1E+6

0. oem M41 pHO0=3.1, [dcidm 4lic]0=3.5 gL 1

120 240 360 480 600

Temps (h)

O. oeni M41 pHO0=3.5, [acid malic]0=3.5 g L 1

1E+8
-35
- 3.0
- 25
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0 120 240 360 480 600
Temps (h)

Figura 4.4.d. Soca M41. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.

Q. oeni G6 pH0=3.1, [4cid miliclo=7.0 g L
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Tengqjs (h)
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Figura 4.4.e. Soca G6. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.
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2.1.3 pH 3.5i 7.0 g L' d'acid malic inicials

La realitzaci6 de les mateixes experiéncies perd amb un pH superior menys lesiu per
Oenococcus oeni (3.5), ens dona resultats de degradacid més positius. Aixi, el
percentatge d'acid malic consumit utilitzant indculs cel-lulars elevats, 107-10° ufc mL™*
¢s important independentment de la soca assajada. De nou es confirma l'agrupament de
les soques en tres grups diferenciats per la seva rapidesa de degradacid i per la seva
supervivéncia al vi (figura 4.4). Es de nou la soca T46 la que ens ofereix uns pitjors
resultats de degradacié d'acid malic (taula 4.1), ja qué la seva actuacié només és
destacable amb inoculs alts, 10’-10% ufc mL", sense arribar perd a consumir més enlla
de 2.003.0 gL, i és quasi inexistent amb 10° ufc mL ™" inicials. L'augment de pH, com
era d'esperar no sobrepassa les nou centésimes ni tan sols amb inoculs alts (figura 4.3).

La utilitzacié de les soques M41 i M42 amb biomasses de l'ordre de 10° ufc mL™, en
les mateixes condicions, permet reduir la quantitat inicial d'acid malic (7.0 gL™) fins a
aproximadament 1.0-1.5 g L' en quatre setmanes. La taxa de degradacié amb inoculs
inferiors, 10°-107 ufc mL, no és tan important consumint-se unicament 2.0-3.0 gL!
d'acid malic en el mateix periode de temps (figura 4.4 b; d). Amb tot, aquests nivells de
degradacié son lleugerament superiors als observats a les experiéncies analogues
efectuades a pH 3.1 (taula 4.1). Aquestes degradacions van acompanyades pel
manteniment de la viabilitat cel-lular després d'un mes d'experimentacid, situant-se en
nivells alts al voltant de 10°-107 ufc mL. Paral-lelament, es detecta un notable augment
de 0.10 i 0.25 unitats tant a la soca M41 com a la M42 qué han col-laborat al
manteniment de la viabilitat bacteriana (figura 4.3).

Els resultats obtinguts amb les soques G6 i N172 foren molt satisfactoris, arribant-se a
degradar fins al 80-90 % de I'acid malic inicial en menys d'una setmana ( 107-10° ufc mL™)

ifinsa2.5 gL' (10° ufc mL™) al final dels temps d'experimentacié (taula 4.1).

2.1.4 pH 3.5i3.5 g L' d'acid malic inicials

Amb aquestes condicions experimentals, els resultats obtinguts amb nivells
d'inoculacié de l'ordre de 10° ufc mL™" foren prou acceptables arribant-s¢ a consumir
entre 0.9 1.9 g L. d'acid malic, excepte a les vinificacions realitzades amb les soques
T46 1 M42 on lcs taxes de degradacid sén quasi inaprcciables (taula 4.1). Aquests
resultats son explicables pel manteniment de la viabilitat cel-lular durant varies

sctmancs a nivells d'entre 10°-10% ufc mL" (figura 4.4). 1'cvolucio del pIi, excepte per a
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les fermentacions realitzades amb la soca M42, el situa al voltant de les quatre
centésimes per damunt del seu valor inicial al vi (figura 4.3) amb les conseqiiéncies
beneficioses descrites a l'apartat 2.1.3. Amb aquests resultats positius obtinguts amb els
nivells d'inoculacié més baixos, no resulta sorprenent una elevada taxa de degradacio
quan s'augmenta la biomassa inicial fins a 1(_)7—108 ufc mL™. Aixi, amb 10® ufc mL™"
s'arriba a obtenir degradacions quasi totals dels 3.5 gL inicials en menys d'una
setmana utilitzant qualsevol soca amb I'excepcid de T46 (figura 4.4 a). En aquest mateix
periode de temps, el percentatge de degradacié amb 107 ufc mL™" inicials es situa al
voltant del 30-60 % de l'acid malic inicial amb la positiva excepcié de G6 que degrada
un 94 % de l'acid malic. Com a la resta de les experiéncies anteriors, la soca qué
presenta pitjors resultats a les vinificacions és la T46, qué amb les condicions més
favorables de pH i nivell de biomassa inoculada no arriba a degradar més de 1.2 g L™
(figura 4.4 a). Els increments de pH sota aquestes condicions van associats amb la soca

utilitzada a cada vinificacid. Aixi, els vins inoculats amb la soca G6 presenten un

augment de pH de 0.25 unitats mentre qué a les vinificacions realitzades amb la resta de-

soques aquest oscil-la entre 0.10 1 0.20 umitats (figura 4.3).

2.1.5 Evolucio d'altres metabolits durant Ia fermentacio

Edwa#?s 1 Beelman (1989) i1 Chagﬁaud et al. (1990) descriuen la no transformacio
d'altres metabolits presents al vi com a una conseqiiéncia favorable associada a la
realitzacié de I'FML utilitzant cél-lules en condicions de no proliferacié cel-lular. Per
aix0, a banda de l'acid malic hem quantificat altres metabolits presents al vi. Pel que
respecta a la resta d'acids organics quantificats presents als vins cal dir qué generalment
no hem detectat variacions quantitatives d'importancia. Aixi, els nivells d'acid fumaric,
acid citric i acid acétic presents al vi sense inocular a unes concentracions de 0.002,
'().060 i 1.400 gL' respectivament no presenten modificacions d'importincia a la
conclusio de totes les vinificacions. Aquest fet ens indica, al cas dels dos primers acids,
que no els consumeixen sota aquestes condicions experimentals. La quasi nulla
produccié d'acid acétic ofereix avantatges interessants per a la utilitzacié a nivell
industrial d'aquest procediment. Com era d'esperar, els nivells d'acid lactic si que
augmenten 1 de manera correlacionada amb el consum de malic. En algunes
vinificacions es detecta una sobreproduccio d'aquest acid qué nosaltres atribuim a la

fermentacio lactica produida a partir de les hexoses residuals presents al vi.
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2.1.6 Analisi global de I’apartat

De tots aquests resultats podem concloure qué l'éxit en la realitzaci6 de 1I'FML
utilitzant cél lules lliures no proliferants d'O. oem depén entre altres deis factors
analitzats en aquests experiments. Aixi, el primer d’ells i el més important ¢és el pH del
vi on es vol induir la fermentacio; les degradacions a pH=3.5 soén sempre més rapides i
completes qué les efectuades a pH=3.1. La influéncia del pH sobre el creixement i el
manteniment de la viabilitat cel lular és un fet constatat anteriorment (Bousbouras i
Kunkee, 1971; Liu i Gallander, 1983; Salou ef al,, 1991). Tanmateix, amb cél lules no
proliferants, l'abséncia de creixement bacteria no ¢s el motiu que afecta el
desenvolupament de I'FML (Clementi, 1982; Clementi i Vinti, 1983; Rossi i Clementi,
1984). Cal més bé buscar-lo tant en la inhibicié que exerceix el baix pH sobre I'actuacio
de l'enzim malolactic com en la disminucié neta de lentrada d'dcid malic a l'interior
cel lular per la inactivacié del sistema de transport (Henick-Kling, 1988; 1989). Aquesta
inactivaci6 del transport és la qué impedeix el desenvolupament de I'FML per abséncia
de substrat i amb aix6é la generacié d'energia. Com a conseqiiéncia, una vegada
esgotades les reserves internes de la cél lula s'atura el seu metabolisme i la degradacio
d'acid malic deixa de ser efectiva (Henick-Kling, 19]$).

De gran importancia resulta també el nivell de biomassa cel lular inicialment
inoculada. Tal i com era d'esperar, la taxa de degradacié de 1'acid malic augmenta quan
aixi ho fa la biomassa. Aix0 és especialment cert a partir de nivells inicidis d'O. oeni al
vi al voltant de 10s ufe m L 1 independentment d'altres condicions experimentais. Les
degradacioas de certa importancia quantitativa amb nivells de biomassa inferiors, de
I'ordre de 107 ufe mL’1 només s'aconsegueixen amb la combinado d'altres parametres
experimentais (pH=3.5 i una soca adequada).

Pei qué respecta a les soques, no totes presenten el mateix comportament. Entre les
cinc assajades per nosaltres, O. oeni T46 és la qué pitjor comportament presenta en
qualsevol de les vinificacions efectuades (figura 4.4 a). Les soques G6 i NI72 son en
canvi més apropiades per a ser utilitzades per realitzar I'FML en vins de diferent pH fins
i tot amb altes concentracions inicidis d'acid malic. La inoculacié de les soques M41 i
M42 només és efectiva en vins amb condicions de pH i concentracié de malic no massa

restrictives, quan son inoculades en alta concentracio (taula 4.1).
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2.2 FERMENTACIO MALOLACTICA AMB CEL LULES D' Oenococcus oeni EN
CREIXEMENT CONTINU

El disseny de métodes altematius per realitzar I'FML d'una manera rapida i eficas ens
va dur a intentar induir-la en un sistema de fermentaciéo en continu. Per fer-ho vam
utilitzar les soques d'0. oeni MA4 i VVS (annex 3) qué eren algunes de les qué millors
resultats de creixement i degradacié d'acid malic ens havien ofert ais assaigs de
pre-caracteritzacio realitzats (capitol 2 d'aquesta tesi). Una vegada inoculats els cultius
en vi estéril al biorreactor (annex 1), es va operar el sistema fins qué els cultius van
realitzar quasi totalment I'FML. Aix6 es va produir tres setmanes després de la
inoculado quedant només 0.18 i 0.27 g L'l d'acid malic ais biorreactors inoculats amb
les soques VV5 i MA4 respectivament, deis 4.17 g L’1 inicialment presents al vi,. En
aquest moment el nombre de cél lules viables es trobava al voltant de 10 ufe mL'L en

ambdues fermentacions i comera el temps “0” de I'experiment en continu (figura 4.5).

Nivell de contaminants > 104 ufe mL 1

1E+9
1E+8 - 1.0 -p
&
3
1E+7 - 0.5 <
1E+6 0.0
0 7 14 21 28
Temps (d)
cél lules W 5 ... cél lules MA4
acid malic VV5  —eeemeeeeee acid malic MA4

Figura 4.5. Fermentacié malolactica en continu: nivells d'acid malic residual al vi i

concentracio de cél lules viables d'O. oeni ais biorreactors.
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,\leshores es va iniciar 'operacié en continu deis biorreactors fixant la taxa de dilucio
(D) en 0.0155 h'l Aix6 suposava restabliment d'un flux d'entrada i eixida de 3 mL h’1i
el processament d'un volum de vi de 75 mL d*L. La quantitat d'acid malic al vi d'eixida
es trobava per sota de 0.3 g L. 1d'dcid malic, representant una reduccio del 95% sobre la
quantitat inicial a 'entrada. Durant 1'operaciéo del sistema en continu, el pH del vi,
inicialment a 3.5, augmentava fins a 3.7 a l'eixida d'ambdues fermentacions (valor
habitual després d'una fermentaciéo en mode discontinu) (Davis ef al., 1985b). Les taxes
de degradacié representen valors 2-4 vegades superiors ais detectats en un procés en
mode discontinu, on la degradacié efectiva de I'dcid malic requereix 1'assoliment previ
d'uns elevais nivells de biomassa bacteriana. Aixi, I'establiment d'un sistema de
fermentacié6 com I'aqui descrit, permet acurtar el temps necessari de realitzacié de
I'FML i possibilita 1'obtenci6 de vi amb baixes quantitats d'acid malic de manera
continuada. Els biorreactors van ser operats de manera satisfactoria durant dues (MA4) i
tres (W 5) setmanes, moment en qué es va detectar un alt nivell de bacteris Gram -
contaminants (possiblement bacteris acétics), superior a 104 ufe mL'lL Els experiments
van continuar durant un total de quatre setmanes per comprovar si I'FML es

desenvolupava malgrat la presencia de microorganismes contaminants.

o MA4
20- jo.
1) 80-
70-
».2
g 4 60-
DO °*
i 40-
c "0
g 30-
0 i 2 3 4

Operado del biorrector en continu (setmanes)

Figura 4.6. Percentatge de degradacié d'acid malic durant 1'operacié deis biorreactors

en mode continu amb soques d'O.oeni.
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En eixe moment, la competéncia entre la soca d'O. oeni inoculada i el
microorganisme contaminant produia una reduccié en el nimero de bacteris lactics i
disminuia el percentatge de degradaci6 de l'acid malic qué encara aixi es trobava per
damunt del 75% respecte a la quantitat inicial (figura 4.6).

A partir d'aquest periode el vi resultant no resultava satisfactori a nivell organoléptic,
donat qué¢ l'augment de la poblacié contaminant exhauria les hexoses residuals al vi

(glucosa i fructosa) i produia elevades concentracions d'acid acétic (4.0-4.5 g L™).

Amb el mateix proposit s'han desenvolupat abans diferents tipus de biorreactors
utilitzant cél-lules immobilitzades. Encara qué es van detectar degradacions notables, els
processos s’havien d'aturar als 2-7 dies degut a l'estrés quimic qué sofrien les cél-lules
d'O. oeni immobilitzades (Cuenat i Villetaz, 1984; Crapisi et al., 1987). Gao i Fleet
(1995) van operar un biorreactor amb reciclatge de cél-lules durant 56 h obtenint també
percentatges de degradacié de malic de l'ordre del 95% respecte de les quantitats
inicials. El motiu d'aturada semblava ser el mateix que el detectat pels autors abans
esmentats. Els intents realitzats per Naouri et al. (1990; 1991) amb Lactobacillus sp.
van sofrir la mateixa sort. El nostre sistema de fermentacié evita aquest tipus de
problema permetent una continua regeneracié cel-lular dins del biorreactor qué

asseguren l'alta concentracié de biomassa rcquerida pel desenvolupament de I'FML.

Tanmateix, I'establiment d'un sistema en continu com aquest requereix disposar de
cultius cel-lulars inicials en condicions fisiologiques adequades i de quantitats de
biomassa suficients per iniciar el procés. De la mateixa manera és recomanable realitzar
un control freqiient del procés per verificar el bon desenvolupament de la fermentacio i
poder-la aturar quan_la contaminacié del biorreactor impedeixi la realitzacié de 1'FML

en condicions adequades per obtenir un vi acceptable a nivell organoléptic.
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2.3 FERMENTACIO MALOLACTICA .AMB CEL LULES D'Oenococcus oeni
IMMOBILITZADES

2.3.1 Taxes d'immobilitzaci6 i nivells d'adsorcid: influencia de diferents aspectes
L'adsorciéo d'O. oeni M42 a les esponges de ceMulosa sense carrega quimica fou de
I'ordre de 108 ufe (mL-g d'esponja)'l. Aquesta taxa d'adsorcié suposava que només un
2-5% de les cél-lules inicialment presents s'adsorbien ais 2 g d'esponja. Quan s'utilitzaven
esponges amb grups funciondis positius, les taxes d'adsorcié augmentaven arribant-se a
adsorbir al voltant de 109 ufe (mL-g d'esponja)l. Aquests increments, d'un ordre de
magnitud, suposaven la immobilitzaciéo d'entre el 50 i el 75% de les cél lules presents a la
suspensié utilitzant respectivament les esponges amb grups funcioniis DEAE i DE
d'esponja (figura 4.7). El procés d'immobilitzaciéo d'O. oeni sobre les esponges neutres
(sense recobriment de grups funcionais) és un procés inicament fisic que es produeix per
I'ancoratge de les cadenes de céllules a una malla amb una extensa xaixa de porus de

25-100 pm de diametre (Scott i O'Reilly, 1995).

o pH 3.5
o pH 4.5
S pHS.5

S

sense grups funcionais DEAE DE
Esponges de cellulosa arrib diferents grups funcionais
figura 4.7. faxes findis d'immobilitzacio de céllules d'O. oeni M42, a partir de
suspensiones en tapd TE a diferent pH, sobre esponges de ceMulosa amb grups funcionais

de diferent carrega quimica.
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Les dimensions d'aquesta estructura porosa permeten una penetracié completa de les
cel'lules, que troben un microhabitat idoni per al seu desenvolupament on la transferéncia
de nutrients é€s perfecta. D'aquesta manera inicament poden ser adsorbides les cél-lules
que penetren dins I'esponja. Si enlloc d'aquestes esponges neutres s'utilitzen altres amb
grups funcionals basics (DE o DEAE) les taxes d'adsorcié augmenten degut a la
interaccidé amb les cellules d'O. oeni que presenten carrega negativa (figura 4.7). Aixo
possibilita que inicialment les cél-lules formen una monocapa, per a posteriorment servir
com a punt d'ancoratge que permeta I'engantxall de més cél'lules. Les diferents taxes
d'adsorcid entre les esponges amb grups funcionals DE i DEAE es fonamenten en la
diferent longitud de la cadena que presenten cadascun d'aquests grups. Aixi, per a
successius assaigs, triarem les esponges amb grup funcional DE que son les que millors
taxes d'adsorcié ens ofereixen.

L'adsorcid no fou un procés de desenvolupament uniforme (figura 4.8). Durant les
primeres 2-3 h s'adsorbiren al voltant del 75% de les cél'lules totals. Aquestes cél-lules
eren les que connectaven directament amb la matriu esponjosa 1 presentaven una unié més
estable 1 efectiva. Després d'aquesta fase inicial d'adsorcio, el procés continuava d'una manera més
lenta 1 menys eficag. En aquest periode, les céllules s'enganxaven a aquelles cél'ules inicialment
adsorbides a l'esponja fins armbar a una fase d'estabilitzacié en 6-7 h. El manteniment del procés
durant 24 h no va suposar cap increment en la carrega final de les esponges, per la qual
€0sa, en successius assaigs, €l temps d'immobilitzacié no excedia d'aquest termini.

En aquests experiments es va comprovar de manera parallela la influéncia del pH del medi de
suspensio sobre la taxa d'adsorcio (figura 4.8). A les esponges sense grup funcional afegit,
la influéncia del pH fou minima (dins del rang 3.5-5.5) 1 només es detecta una llcugera
disminucié de la taxa d'immobilitzacié a pH 3.5, en comparacié amb els valors superiors
de pH (figura 4.8a). Scott et al. (1995) van estudiar la influéncia del pH realitzant
immobilitzacions en aquest tipus d'esponja assajant valors de pH entre 2.5 1 10 amb els
mateixos resultats. Els assaigs efectuats utilitzant esponges modificades amb grups
funcionals DE o DEAE oferiren resultats similars (figura 4.8b; ¢). Només s'observaven
lleugeres millories a pH baixos (3.5 1 4.5) possiblement degudes a una major interaccio

guimica entre ¢ls grups funcionals basics 1 1a suspensio cel-lular acidica (figura 4.7).
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Figura 4.8. Taxes d'adsorci6 d'O. oeni, en suspensions a pH=3.5
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diferents pH, a esponges de ceVulosa sense (a) i amb (b, ¢) carrega. pH=5.5
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Un altre punt que calia determinar era la influencia del tipus de medi de suspensio
utilitzat sobre la taxa dimmobilitzacio de les cél lules. Com es veu a la figura 4.9, el medi
a partir del qual es va realitzar la immobilitzacié de les cél lules d'O. oeni condicioné tant
la velocitat d'immobilitzacié com la carrega final de cél lules adsorbides a I'esponja. Quan
la immobilitzacié es realitzd a partir d'MLO (annex 1) els components del medi,
principalment les proteines, entraren en competéncia amb O. oeni per adsorbir-se a les
esponges disminuint leficicia del procés. Si abans de realitzar la immobilitzacié es
centrifugaven les céllules i es resuspenien en tampé TF (annex 1), el percentatge de
cél lules adsorbides augmentava al voltant d'un 20%. Aquest efecte, comprovat amb
esponges modificades amb els dos tipus de grups funciondis basics utilitzats (DE i
DEAE), era degut a la minima competéncia existent entre els bacteris i els ions del tampo
pels llocs d'uni6 a I'esponja. La realitzacié d'experiments analegs utilitzant Saccharomyces
cerevisiae amb esponges sense grups funcionais modificats ofereix un resultat invers. En
aquest cas, el medi de cultiu actiia com a lligam entre les cél lules i les esponges permetent
una immobilitzacié parcial que arriba a representar un 40% deis llevats originalment

presents a la suspensio (Scott ez a /, 1995).

2.0E+9

l 1.5E+9 -

1.0E+9 -

— DE-MLO
5.0E+§ - DEAE-MLO
DE-Tampé TF
H DEAE-Tamp6 TF

0.0E+O

0 1 2 3 4 5 6

Temps (h)

Figura 4.9. Influéncia del medi de suspensio sobre la taxa d'immobilitzacié de cél lules

d'O. oeni.

Per a determinar la capacitat de cirrega maxima de les esponges es van realitzar assaigs
d'immobilitzaci6 partint de suspensions cel lulars d'Q. 0eni M42 entre 106i 1011 ufe mL 1 Aixi es
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va determinar que nivells de 108109 ufe mL'l eren els Optims per realitzar les
immobilitzacions. Biomasses inferiors de cél lules eren adsorbides completament mentre
que la utilitzacié de concentracions superiors si bé es traduia en augments de la taxa
d'immobilitzacié, provocava una alta mortalitat cel lular en sobrepassar-se la carrega
maxima del sistema (taula 4.2). Aquest assaig es va efectuar amb cél lules resuspeses en

tampé TF (pH 4.5) adsorbint-se sobre esponges amb grup iuncional DE durant 7 h.

Biomassa inicial a la suspensio 106 107 108 109 1010
Percentatge de cél lules adsorbides ~ 99.8  100.0 863 714  68.9%

* La viabilitat cel-lular decreixia rdpidament per la qual cosa el numero de cél-lules efectives era inferior.

Taula 4.2. Percentatge de cél lules d'O. oeni immobilitzades a partir de suspensions

cel lulars amb diferent nivell inicial de biomassa.

Tots aquests assaigs es van efectuar en matrassos Erlen-Meyer de 250 mL amb
100 mL de medi de suspensio i 2 g d'esponja. Una vegada es van determinar quines eren
les condicions dptimes d'immobilitzaci6 (taula 4.3), es va procedir a efectuar 1'adequacio del

procés a un sistema d'immobilitzacié en columna (veure Materials i métodes d'aquest capitol).

Pardmetre Valors dptims

Nivell de biomassa a la suspensio

Medi de suspensio Tampo TF
pH del medi de suspensio

Temps d'immobilitzacio 6-7 h

Grup iuncional de I'esponja (2 g) DE o DEAE

Taula 4.3. Condicions optimes per a la immobilitzacié de cél lules d'O. oeni M42.
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Els primers assaigs efectuats en columna es van realitzar per determinar la influéncia

del pH sobre el procés d'immobilitzacié (figura 4.10).
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Figura 4.10. Taxes d'adsorcié de cél lules d'O. oeni, en suspensions a diferents pH, a

esponges de ceMulosa amb grups basics DE. Experiments en columna.

El valor de pH afectava a la taxa d'adsorcio cel lular en major mesura que 1'observada
amb la immobilitzacié en fiasco. Aixi, a partir de cultius de l'ordre de 109 ufe mL'l a
pH3.5 s'immobilitzaven quasi el 90% de les céllules disponibles mentre que a pH
superior la taxa baixava fins al 80%. Tenint en compte que la immobilitzacio s'efectua a
partir de 500 mL de suspensié sobre 10 g d'esponja, la taxa final d'adsorcié ens oferia
resultats satisfactoris, al voltant de 1011 ufe (mL-g d'esponja)'l, independentment del pH
del tampé. Tanmateix, els Controls de viabilitat efectuats durant el procés d'immobilitzacio
ens oferien resultats negatius pei que respectava al pH=3.5 on només un 4-6% del cultius
sobrevivien al final de I'adsorcio. Els resultats obtinguts a pH=4.5 suposaven augmentar la
taxa de supervivéncia fins al 50-60% per la qual cosa aquest pH fou triat per assaigs
posteriors. Aqiiestes taxes d'immobilitzacio representen nivells finais d'adsorcié en
columna d'entre un i dos ordres de magnitud superiors ais detectats ais assaigs en flascons
Erlen-Meyer. Aquest fet s'explica per la major compactado de les esponges i un flux

dirigit que faciliten 1'adsorcio de les cél lules.
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L'ltim aspecte que ens proposavem estudiar era I'optimitzacié del flux de treball per
realitzar les fermentacions en columna, determinant-lo amb experiments de
desimmobilitzacio (figura 4.11). Treballant amb fluxos inferiors a 30 mL min'l, no es
produia desimmobilitzaci6 cellular. A partir d'aquest fluxe, es comensaven a
desimmobilitzar cél lules, de tal manera que quan es pujava fins a 60 mL min'l, el 25%
del cultiu d'O. oeni s'alliberava. Per desimmobilitzar el 50 % de les cél lules inicialment
adsorbides s'havia d’arribar a fluxes de 150 mL min'l. Les cél lules alliberades entre els
30-60 mL min'l, corresponien a aquelles que no es trobaven directament lligades a la
matriu sin6 associades amb altres cél lules. Aquests lligams no eren tan forts com els
existents entre les cél lules i els grups basics de l'esponja, que comengaven a ser menys
efectius quan el flux s'augmentava fins a nivells superiors ais 60 mL minl La
desimmobilitzacié d'aquestes cél lules es produia parcialment fins ais 140 mL min'l. A
partir d'aci, 1'augment de flux fins arribar al nostre maxim nivell operatiu, 160 mL min],
no es traduia en un increment de cél lules en el rentat. Al voltant d'un 50 % de ies céllules
inicialment immobilitzades s'associaven intemament a l'esponja i només era possible

desimmobilitzar-les substituint el tampd TF pH 4.5, per un agent més agressiu, HC1 2M.

50 - -

40

oI,

0 30 60 90 0 150
Flux de treball (mL min1)
Figura 4.11 Efecte del flux de treball sobre la desimmobilitzacié de cél lules d'O. oem

inicialment adsorbides a esponges de ceMulosa amb grups basics DE.

La conseqiiéncia d'aquest experiment fou la determinaci6é d'un limit maxim de flux de
treball al voltant de 150 mL min’li d'un limit eféctiu situat al voltant de 30 mL min lon no

es produia un nivell de desimmobilitzacié deleclable.
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2.3.2 Fermentacions en fiasco

Una vegada s'havien establert les condicions dimmobilitzacié, es van realitzar
experiments de fermentaci6 per assajar la degradacié de 1'acid malic per les cél lules
adsorbides. El procés dimmobilitzacié permetia un augment en les taxes d’activitat de les
cél lules adsorbides front a les detectades amb cél lules lliures. Aixi amb cél lules lliures no
s'anibava a degradar ni tan sois el 50 % de I’acid malic, mentre que la degradacio era total

amb la utilitzacio de cél lules immobilitzades (figura 4.12).

100

bu®

75 -

Medi P-Control
MLO-Con(rol
— Medi P-Immobilitzat
* - MLO-Immobilitzat

0 6 12 18 24
Temps d'assaig (h)

Figura 4.12. Fermentaci6 malolactica en vi sintétic amb céllules dO. oeni M42

immobilitzades en esponges DE-cel lulosa a partir de cultius crescuts en diferents medis.

Tanmateix, com es descriu al capitol 2 d’aquesta tesi, I’estabilitat del cultius d’O. oeni
en vi es veia notablement augmentada quan aqiiestes cél lules es pre-cultivaven abans en
un medi de cultiu, com el Medi P, que facilitara la seva adaptacio al vi. Aixé permetia que
en menys de tres hores, els 3.5 g d'acid malic inicidis es degradaren completament. Aixi,
la degradacio del 100 % de I'dcid malic inicialment present al vi sintétic fou quatre
vegades més rapida quan les cél lules immobilitzades havien crescut en Medi P que quan
ho havien fet en MLO (annex 1). La degradacio final, amb cél lules crescudes en MLO
era total, pero requeria al voltant de 24 h per efectuar-se. La pre-inoculaci6 de les cél lules
en Medi P, requereix un temps addicional de 2-3 dies pero permet obtenir degradacions
totals de 1'acid malic en poques hores. Els resultats de les taxes de degradacié aqui
exposats ens aconsellaven la immobilitzacié a partir de Medi P, per la qual cosa es va

seguir aquest procediment ais segiients experiments.
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La segiient experiéncia es va efectuar realitzant un procés analeg pero posant en
contacte les cél-lules crescudes en Medi P, després de la immobilitzacid, amb vi (annexl).
Després de 24 h de fermentacid, s'eliminava el vi i es canviava per vi frese (figura 4.13).
El cicle de 24 h es repetia varies vegades per veure l'estabilitat del procés. Aixi, al primer
cicle de fermentacio, les cél-lules immobilitzades degradaven tot 1'acid malic present al vi
(3.5 g L’1) mentre que les cél-lules lliures utilitzades com a control només eren capaces de
consumir un 50 % de l'inicial. A les successives fermentacions realitzades amb les
mateixes cél-lules, el percentatge de degradado amb les cél-lules immobilitzades es reduia
drésticament a la meitat. El decreixement no fou tan notable amb les cél-lules control
mantenint-se a les quatre fermentacions successives en nivells al voltant del 35-45 %
(figura 4.13). Tanmateix, les taxes de degradado obtingudes amb les cél-lules

immobilitzades eren superiors a les de les observades amb cél-lules lliures.

100
90-

80-

30-

20-

Control Immobilitzades
Niuimero de fermentacio
Figura 4.13. Fermentacié malolactica en vi amb cél lules d'O. oem M42 immobilitzades
en esponges DE-cel-lulosa. 1) cél-lules crescudes en ivledi P. 2, 3 i 4) cél-lules provinents

de fermentacions anteriors en vi.

Cal destacar el decreixement en raclivitat de les cél lules immobilitzades, quan es
comparaven els succcessius cicles de fermentacions. Aquest comportament era explicable

en part pei fet de que la primera fermentacid era desenvolupada per tres grups de
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cellules: les directament immobilitzades sobre la matriu, les lligades d'una manera més
lleugera a les céllules unides a la matriu i les suspeses al medi intersticial. Aquestes
cellules, sense una unid directa a les esponges, eren eliminades amb el vi ja fermentat i
només les intimament lligades eren les encarregades de realitzar la resta de fermentacions.
Aquesta perdua de céllules no es produia amb els assaigs control, on la practica totalitat
(98%) era recuperada per centrifugacid. Aix0d permetia mantenir ¢ls percentatges de
degradacid als successius cicles de fermentacié que amb tot eren sempre inferiors als

aconseguits amb les cél-lules immobilitzades.

2.3.3 Fermentacions en columna

Un altra aproximaci6 fou efectuada mitjangant la immobilitzacio de cél'lules d'O. oeni
M42 sobre esponges de cel'lulosa (DE 1 DEAE) dins d'una columna de vidre (figura 4.2).
La immobilitzaci6 es va efectuar a partir de céllules resuspeses en tampd TF a pH 4.5
(dins del rang de condicions optimes determinades préviament). Amb les esponges DE es
van obtenir percentatges d'immobilitzacié al voltant de 89% i amb les DEAE de 62%
seguint el procediment experimental detallat a l'apartat de materials 1 métodes d'aquest
capitol. Aquests nivells d'adsorcid representen millores al voltant d'un 10% respecte a les
immobilitzacions efectuades en flascd per les consideracions metodologiques exposades a
l'apartat 2.3.1.

Pel que respecta a la fermentaci6 en si, aquesta fou efectuada en parallel amb tres
columnes contenint: 1) celllules immobilitzades en esponges de DE, 2) céllules
immobilitzades en esponges de DEAE 1 3) cél'lules lliures no immobilitzades utilitzades
com a control. La q‘liantitat de cellules control es va calcular en base al total de cel-lules
immobilitzades en les ;sponges de cel'lulosa amb radical de carrega basica DE. La quasi
total degradacid de I'acid malic es va completar en menys de 3 dies tant amb les cel-lules
lliures com amb les immobilitzades en esponges carregades amb DE (figura 4.14).
Tanmateix, 1 en aquest periode de temps, el nombre de céllules immobilitzades sobre
esponges-DEAE no fou suficientment alt, 1 només eren degradats un 75 % dels

5 g L d'acid malic inicial.
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Figura 4.14. Fermentado malolactica en MBC-M amb cél-lules immobilitzades en

esponges DE i DEAE. Experiments en columna.

2.3.4 Analisi global de Tapartat

Els assaigs d'immobilitzacié efectuats al llarg d'aquesta tesi permeten deduir la possible
utilitzacié d'aquesta técnica per induir I'FML en vi amb cél-lules d'O. oeni duna manera
segura i controlada. Per arribar a aquesta conclusi6é fou préviament necessari I'establiment
de les condicions dptimes de funcionament del sistema experimental. Aixi, i en diferents
fases d'assaig, es va determinar la influéncia del tipus de material utilitzat com a matriu de
suport, triant-se les esponges de cel-lulosa, front a altres materials convencional, pels
avantatges que oferien a diferents nivells (veure introduccio). Aixi mateix, es va analitzar
la possibilitat de modificar quimicament les esponges afegint radiciis amb diferents
carregues. Es va comprovar la major capacitat per adsorbir cél-lules de les esponges
carregades amb grups laterals basics (DE i DEAE) front a aquelles sense carrega o amb
carrega negativa (CM). Aquesta millora en la taxa efectiva d'immobilitzacié aixi com en
els nivells d’adsorcio findis era possible per les interaccions electroquimiques establertes
entre les cél-lules (amb carrega negativa) i les esponges de cel-lulosa amb DE (i DEAE)
carregades positivament. A més, es va determinar com la influéncia del pH (dins d’uns
limits fisioldgics) no afectava notablement el procés d'immobilitzacié pero si, la viabilitat
deis cultius que disminuia quan baixava el pH. Aix6 ens va fer optar per treballar a un
pH=4.5 que oferia una relacio acceptable entre la taxa d'adsorci6 i la viabilitat. Aixi
mateix, es va demostrar la interferencia negativa deis medis de cultiu rics en proteines
sobre les taxes d'immobilitzacio i es va preferir realitzar el procés a partir de cél-lules

resuspeses en tampo. Els experiments en columna foren realitzats basant-se en les
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conclusions obtingudes a partir dels assaigs en flascons. Amb les columnes s'aconseguia
augmentar ¢ls nivells finals de biomassa adsorbida degut a una major compactacié de les
esponges 1 un flux dinigit que facilitava el procés. Aquest flux de treball fou també estudiat
arribant-se a triar un valor dptim de 30 mL min™.

Una vegada optimitzats els valors dels parametres d'immobilitzacié (taula 4.3), es van
efectuar les fermentacions. Les primeres aproximacions experimentals, efectuades en
flascons Erlen-Meyer, ens permetien comprovar com els nivells de degradacié d'acid
malic eren superiors amb les cél'lules immobilitzades que amb les lliures. Aixi mateix,
I'efectivitat del sistema s'augmentava notablement quan O. oeni era pre-cultivat en Medi P
abans de procedir a la seva immobilitzacié sobre les esponges. Aquests experiments
efectuats en un sistema semi-continu amb flascons Erlen-Meyer foren posteriorment
assajats, d'una manera preliminar amb un muntatge experimental en columna amb un

circuit tancat (figura 4.2) amb resultats esperancadors.

2.4 RECAPITULACIO

En aquest ultim capitol de resultats, s'ha analitzat diferents tipus de sistemes
experimentals alternatius a la fermentacié malolactica tradicional, amb I'objectiu de
determinar la seva viabilitat tecnologica. En aquest sentit, podriem anomenar "processos
alternatius" a aquells que aconsegueixen la mateixa finalitat, la degradacié de l'acid
L-malic present al vi, perd d'una manera diferent a la tradicional. La manera "tradicional”
consisteix en la inoculacié d'un vi amb una quantitat variable de cél-lules d'O. oen:, al
voltant de 10° ufcmrgL'l, que es desenvolupen 1, després de 2-3 setmanes, assoleixen
nivells d'entre 10’-10° ufc mL™ suficients per produir una degradacié d'acid malic
acceptable. Obviament, aquest procés te diferents inconvenients entre els que cal citar el
llarg temps necessari per al desenvolupament dels bacteris en vi amb el consegiients riscs
microbiologics associats.

La manera de reduir aquest llarg tcmps necessari pel desenvolupament tradicional de
I'FML en wi, consisteix en la induccio del procés partint d'un clevat nombre de cél-lules
que realitzen la degradacid tan aviat com es posen en contacte amb el vi. En l'apartat
experimental d'aquesta tesi, hem realitzat un abordatge maltiple del procés posant a punt

diferents sistemes per realitzar I'FMI, en vi, com s6n la teenologia de cél-lules Tliures no
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proliferants (apartat 2.1), céllules en creixement continu (apartat 2.2) i céllules
immobilitzades (apartat 2.3) d'aquest capitol. Cadascuna d'aquestes tecnologies presenta
caracteristiques diferencials respecte a la resta, mantenint perd un tret comi consistent en
eixa disponibilitat d'un elevat nombre de céllules inicials. Realitzar una comparaci6
matematica entre tots aquests processos no és un tasca facil, donat que, si bé I'objectiu
final, la rapida i efectiva degradaci6 de I'icid malic present al vi és comu, la preparaci6 de
les céllules és diferent. No obstant, a la taula 4.4 es presenta un resum orientatiu

normalitzat dels resultats obtinguts.

Técnica Consum d‘acid malic (g L™ d™) ufc mL™*
Creixement tradicional ! 0.25 ~ 10
Continu * 0.98 ~10°
Cel'lules lliures (no proliferants) > 2.00 10"-10°
Cel'lules immobilitzades

(assaigs en flasco) * 1.75 ~10°
Cél'lules immobilitzades

(assaigs en columna) 3 1.70 ~ 10"

' Inoculacié d'un vi amb O. oeni, al voltant de 10° ufc mL”, on després de 2-3 setmanes
de creixement bacteria, s'assoleixen biomasses superiors i es produeix una degradacid
d'acid malic acceptable.

? Dades obtingudes a partir del moment en que es comenga a operar el biorreactor en
mode continu i s'estabilitza la taxa de degradacio.

> Dades Optimes estimades a partir dels resultats exposats a la taula 4.1. Taxes de
degradaci6 calculades a partir dels resultats de les primeres 24 h de reaccio.

* Dades obtingudes a partir del primer cicle de fermentacié (24 h) amb cultius
pre-cultivats en Medi P (annex 1). Esponges amb carrega basica DE.

* Fermentacié preliminar en MBC-M. Dades obtingudes amb esponges amb carrega

basica DE (annex 1)

Taula 4.4. Taxes relatives de degradaci() d'acid malic amb O. oeni mitjangant diferents

leeniques experimentals.
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La normalitzacié de les dades d'aquesta taula s'ha efectuat sense tenir en compte els
possibles inconvenients de l'escalat. Obviament, una analisi més exhaustiva del processos,
requeriria la seva aplicacié preliminar en planta pilot per veure el seu comportament real
fora del laboratori. Aixi i tot, resulta interesant veure en aquest resum com, qualsevol dels
processos que anomenem alternatius permet incrementat d'una manera acceptable els
resultats obtinguts en una FML tradicional, on la mitjana de consum d'acid malic no sol
superar els 0.25 gL' d”’. A més, cal remarcar que eé tracta d'un promedi de dades, i que
un seguiment periodic del procés tradicional permet veure com la degradaci6 efectiva es
producix al final del procés de creixement bacteria, quan la poblacid assoleix nivells al
voltant de 10’-10° ufc mL". Aixi, I'establiment d'un procés en continu, a partir d'aquestes
mateixes céllules i amb eixos nivells poblacionals (10’-10° ufc mL™) permetria
quadruplicar la taxa de degradaci6 diaria d'acid malic (taula 4.4). Millors resultats poden
obtenir-se mitjangant la induccié amb un elevat nombre de bacteris en condicions de no
proliferacidé cellular. Aixi, tant amb céllules lliures com amb immobilitzades sobre
esponges de cellulosa amb cadenes laterals de carrega basica és possible I'obtencié de
taxes de degradacié 7-8 vegades superiors a les detectades en una fermentacié tradicional
(taula 4.4).

Aquestes dades ens permeten assegurar l'eficacia d'aquests sistemes alternatius en la
rapida degradacio de l'acid malic i, en ocasions, sota condicions fisico-quimiques adverses
que no suporten el creixement bacteria. Cal pensar en la realitzacié de futurs experiments
que estableixen la utilitzacié d'aquestes técniques, tant per separat, com en una conjuncio
d'algunes elles amb la finalitat de millorar el procés malolactic. Aixi mateix, resultaria
interessant la realitzacié de futurs assaigs en planta pilot per implementar sistemes de
fermentacié a mitjana escala, on es pogueren referendar els resultats obtinguts al
laboratori, 1 on s'adaptaren les condicions d'operacio dels sistemes per a la seva aplicacio

practica.
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1.

CONCLUSIONS

A partir de diferents mostos i vins foren aillades ccatorze soques de bacteris lactics
que presentaven caracteristiques morfologiques,;, fisiologiques i bioquimiques
concordants amb les descripcions d'individus «de l'espécie Oenococcus oeni
(abans Leuconostoc oenos). Les soques que creixiien millor en vi foren utilitzades
per analitzar la produccié de components volatills mitjangant GC. Aix0 ens va
permetre determinar 'augment dels nivells globails d'alcohols superiors, esters i

acids organics, descrits com favorables per 'aromaa final del vins.

El creixement d'O. oeni als medis de pre-cultiu P’ 1 10, abans d'inocular-lo en vi,
permetia augmentar la taxa de supervivencia aixi «com la implantacid dels cultius

en vi alhora que es disminuia el temps necessari peer realitzar 'FML.

La conservacié de soques d'O. oeni per congelaciio o liofilitzacié oferia taxes de
supervivéncia variables depenent del medi de pore-cultiu utilitzat (MLO, vi o
Medi P). Només les pre-cultivades en Medi P <o vi eren capaces de realitzar
I'FML (3-4 setmanes). Generalment, les taxes de supervivéncia per a un mateix
medi de pre-cultiu i soca, amb la liofilitzacié erenm: inferiors a les obtingudes amb
la congelacio, pero el temps necessari per compleetar 'FML era el mateix. Aixo

permet la seva utilitzacié quan es vol mantenir les ssoques a llarg termini.

La clau del funcionament del metabolisme de cartbohidrats a O. oeni es centra en
la capacitat dels diferents sistemes cel-lulars per :regenerar els cofactors reduits
que es generen a les etapes inicials de la via hetercolactica. En abséncia d'oxigen,
la metabolitzacié dels carbohidrats 1 la reggeneracié de cofactors son
satisfactories. Sota una atmosfera aerobia, les NAID(P)H oxidases no sén actives
i, si no es disposa de fructosa per a reduir-la a mannitol, la tasca de reoxidacio
recau sobre els enzims de la via de formacié de I'etanol. Mentre aquests enzims
funcionen activament, els nivells d'NAD(P)H ess troben controlats i permeten
funcionar el sistema. Quan els enzims s'inhibeixern per la preséncia d'oxigen, el
ratio NAD(P)H/NAD(P)" augmenta, el metabiwolisme s'atura i es deté el
creixement. L'addici6 de diferents substrats reeductors (fructosa, piruvat o
cisteina) al medi permet solucionar els problemess de regeneracid dels cofactors

reduits, en diferent grau.
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5.

L'analisi de diferents sistemes alternatius, per promoure la fermentacio
maloldctica realitzada de manera tradicional, ens ha permés determinar la seva
aplicacid tecnologica. Aixi, l'establiment d'un sistema de fermentaci® amb
cclllules d'O. oeni en creixement continu, amb nivells poblacionals entre
107-10% ufc mL, permet disminuir el temps necessari per realitzar I'FML en
1-2 setmanes. Aix0 possibilitava I'assoliment de taxes de degradacio fins a quatre
vegades superiors a les detectades en un procés en discontinu, sense que es

detectaren diferéncies ni en els valors finals de pH ni en els metabolits resultants.

La induccid d'un procés de fermentaciéo malolactica utilitzant elevades quantitats
de cél-lules lliures en condicions de no proliferacié cel-lular permet augmentar
notablement les taxes de degradacié. L'obtencié de resultats satisfactoris en la
rapida degradacié de l'acid malic, utilitzant aquesta aproximacié metodologica,
depén de diferents factors fisico-quimics i microbiologics, entre ells del pH,
concentracié inicial d'inocul 1 soca malolactica utilitzada. Les soques G6 i N172
foren les que millors resultats de degradacid ens oferiren especialment a pH=3.5 1

concentracions inicials d'indcul d'entre 107 i 10% ufc mL™.

La immobilitzacié de c€l-lules d'O. oeni M42 sobre esponges de cel-lulosa amb
cadenes laterals de carrega positiva (DEAE i DE) foren notablement superiors a
les detectades amb altres esponges sense grups laterals quimicament modificats,
arribant-se a assolir nivells de I'ordre de 10° ufc (mL-g d'esponja). Aixi.mateix.,
es van observar taxes d'adsorcio similars a valors de pH que oscil-laven entre 3.5
i 5.5, triant-se un pH intermedi (4.5) que a més afavoria la supervivéncia

cel-lular.

El pre-cultiu en medi P permetia augmentar la taxa de realitzacio de I'FML amb
cel-lules immobilitzades d'O. oeni front als resultats obtinguts amb MLO. La
immobilitzacié de cel-lules permetia realitzar un minim de quatre fermentacions
en un procés semi-continu, assolint taxes de degradacié superiors a les
obtingudes amb cél-lules lliures i sense necessitat de recuperar ¢ls cultius. Aixo
suposava un augment efectiu de I'FML en 7-8 vegades respecte a les taxces
establertes per a un procés tradicional amb creixement previ de les soques en el

vi que es vol desacidificar.
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ANNEX 1. MEDIS DE CULTIU, SOLUCIONS I REACTIUS

MEDIS DE CULTIU

L'esterilitzacio deis medis de cultiu es va realitzar en autoclau a 121°C 20 min excepte
quan s'indica una filtracio esterilitzant amb membranes de 0.45 um. Ais assaigs realitzats
en biorreactors, el temps d'esterilitzacio es va augmentar fms a 30 minuts. L'ajustament
del pH ais medis que ho requerien es va realitzar amb les dilucions apropiades

d'HCl 10 M o0 KOH 10 M.

ATB (MEDI SUC DE TOMAQUET ACID). Garvie (1967a) amb modificacions.

Formacié de dextréd a partir de sacarosa.

Glucosa 10.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriologica 10.00 g
MgSCV7 H2 0.20 g
MnS044 HD 0.05 g
Suc de tomaqueti 250.00 mL
Clorhidral de cisterna 0.50 g
Sacarosa 2 100.00 mL
Agar bacteriologic 20.00 g
H2 fms 1000.00 mL
pH= 4.8

1 Es preparava a partir de suc de tomaquet comercial de la segiient manera: 250 mL de
suc es mesclaven amb 500 mL d’aigua destil lada i es deixaven macerar duranl 24 h a
4 °C. Aleshores, per eliminar les particules solides, es centrilugava a 22000 x g 4°C
30 min. El sobrenadant es passava per paper de filtre, s'enrasava el volum a 300 mL i es
congelava iins la seva utilitzacio. Per a la preparaciéo de medi de cultiu liquid s’efectuava
una filtracié addicional a través d'una membrana de nitrat de cei lulosa de 0.45 pm de
mida de porus per eliminar restes solides mes menudos.

2 La sacarosa es preparava a part esterilitzant per filtracido una solucié del disacarid al

50% (p/v) en aigua i aiégint-la a la resta de components després d'autoclavar.

-142-



ANNEXOS

BB (MEDI BASAL PER LA PRODUCCIO D'ACID LACTIC). Pilone i Kunkee
(1972) amb modificacions.

Determinaci6 de l'isomer d'acid lactic produit a partir de 1a glucosa.

Glucosa 020 g
Extracte de llevat 500 g
Peptona bacteriologica 500 ¢
Triptona 2000 ¢
Clorhidrat de cisteina 050 g
Tween-80 0.05 mL
H;O fins 1000.00 mL
pH=5.5

FC (MEDI BASAL DE FERMENTACIO DE CARBOHIDRATS). Garvie (1967a)

Fermentacié de carbohidrats.

NaCl 500 g
Extracte de llevat 6.00 g
Peptona bacteriologica 1500 ¢
Verd de bromocresol ' -12.00 mL
Agar 5.00 g
H,O fins 1000.00 mL
pH=5.2

' La dissolucié de verd de bromocresol es prepara mesclant 0.10 g del producte (en
pols) amb 30 mL d'NaOH 0.01 N.

El medi es va repartir en volums de 4.5 mL en tubs de vidre 1 es va autoclavar.
Aleshores, els tubs es van temperar a 45 °C i se'ls va afegir 0.5 mL de solucions estandard
de cadascuna de les fonts de carboni que ¢s volia assajar. Els carbohidrats es van preparar
al 2% (p/v), excepte I'L-arabinosa que ¢s va preparar al 5% (p/v), 1 ¢s van estenlitzar per

filtracio.
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MBC (MEDI BASAL DE CARBOHIDRATS). Caspritz i Radler (1983) amb modificacions.

Estudi del metabolisme de carbohidrats en Oenococcus oeni.

Extracte de llevat 500 g
Triptona 10,00 g
MgSO,-7 H;O 020 ¢
MnSO44 H,O 005 ¢
Tween-80 1.00 mL
Pantotenat calcic ! 0.01 g
H,0 fins 1000.00 mL

! El pantotenat calcic es prepara fent una dissoluci6 prévia a I'1% (p/v), esterilitzant-la
per filtracié i afegint 1 mL a la resta de components del medi després d'autoclavar.

Als experiments on aixi s'indica, aquest medi fou addicionat de quantitats variables de
carbohidrats, acids organics o aminoacids. Aquests suplements foren esterilitzats per

filtracié 1 afegits al medi després d'autoclavar.

MEDI 5. Zadiiga et al. (1993)

Diferenciacid entre bacteris homolactics i heterolactics.

Triptona 1000 ¢
Extracte de llevat 500 g
KH,PO, 250 g
MgSO,7 H;O 020 ¢
MnSO,-4 H,O 005 g
Fructosa Rl 250 ¢
Clorhidrat de cisteina 0.50 ¢
Tween-80 1.00 mL
Verd de bromocresol ' 20.00 mL
Pantotenat calcic 001 g
Agar bacteriologic * 2000 g
H,0O fins 1000.00 ml.
pH= 6.5
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! La dissolucio6 de verd de bromocresol es prepara com es decriu per 1'FC.
* El pantotenat calcic es prepara fent una dissolucio prévia en aigua a 11%, esterilitzant-la perr
filtraci6 1 afegint 1 mL a la resta de components del medi després d'autoclavar-los.

MEDI C. Chalfan ez al. (1977)
Medi basal d'utilitzaci6 d'acids (citric, malic o tartaric).

Glucosa 10.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriologica 10.00 g
MgSO,-7 H,O 020 ¢
MnSO,-4 H;O 0.05 g
Suc de tomaquet ' 200.00 mL
Clorhidrat de cisteina 5,00 mg
Acid organic 10,00 ¢
H,O fins 1000.00 mL
pH=4.8

! El suc de tomaquet es va preparar de la manera descrita per a 'ATB.

? Es va afegir I'acid organic desitjat (citric, malic o tartaric) per determinar la seva utilitzacio.

MEDI TJ. Chalfan et al. (1977)

Utilitzaci6 d'acid fumaric.

Glucosa 3.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriologica 5.00 g
Triptona 2000 g
Lactosa 2.00 g
Cicloheximida 0.10 g
Suc de tomaquet ' 200.00 mL
Acid fumaric 0.50 g
H,O fins 1000.00 mL
pH= 5.5

" Kl suc de tomaquet ¢s va preparar de la manera descrita per a I'ATB.
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MEDI DE PRE-CULTIU "A". Aquesta tesi.

Medi de pre-cultiu per I'adaptacio d'Oenococcus oeni al creixement en vi.

Extracte de llevat 5.00 g
Tween-80 1.00 mL
Most 500.00 mL
H,O fins 1000.00 mL
pH=4.5

Es mesclaren els components, s'ajusta el pH 1 s'esterilitza el medi per filtracio. Durant
24-48 h es comprova l'estabilitat del pH. Si es produien precipitacions al medi, es

centrifugava a 18.000 x g 30 min, es recollia el sobrenadant i es rectificava de nou el pH.

MEDI DE PRE-CULTIU "B". Aquesta tesi.

Medi de pre-cultiu per 'adaptacio d'Oenococcus oeni al creixement en vi.

Extracte de llevat 500 ¢
Peptona bacteriologica 5.00 e
Tween-80 1.00 mL
Most 500.00 mL
H,O fins 1000.00 mL
pH=4.5

El medi es prepara segons es descriu per al medi "A".

MEDI DE PRE-CULTIU "C". Aquesta test.

Medi de pre-cultiu per 'adaptacié d'Oenococcus oeni al creixement en vi.

Extracte de Hevat 5.00 g
Suc de tomaquet 100.00 ml.
Tween-80 1.00 ml.
Most 500.00 ml.
H,0 fins 1000.00 ml.
pli~4.5

EI medi es prepara scgons ¢s deseriu per al medi "A".
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MEDI DE PRE-CULTIU "D". Aquesta tesi.

Medi de pre-cultiu per 'adaptacié d'Oenococcus oeni al creixement en i.

Extracte de llevat 500 g
Peptona bacteriologica 500 g
Suc de tomaquet 100.00 mL
Tween-80 1.00 mL
Most 500.00 mL
H,O fins 1000.00 mL
pH=4.5

El medi es prepara segons es descriu per al medi "A".

MEDI DE PRE-CULTIU “P”. Pardo i Ferrer (1998)

Medi de pre-cultiu per I'adaptacié d'Oenococcus oeni al creixement en vi.

Solucio A

Acid malic 300 g
Pirtdoxina 0.10 mg
Pantotenat calcic 0.10 mg
Vitamina C 0.10 mg
Clorhidrat de tiamina - 010 mg
Riboflavina 0.10 mg
Cianocobalamina (Vit. B12) 0.01 mg
Biotina 0.01 mg
Most (fins a) 500.00 mL
pH=4.5

Solucio B

Extracte de llevat 5.00 g
Tween-80 1.00 mL
MgSO,-7 H,O 0.20 g
MnSO4-4 H,O 0.05 g
H,0 destil-lada (fins a) 500.00 ml,
pH=4.5

Una vegada esterilitzades les solucions, A per filtracié i B autoclavada, es mesclaven a parts iguals.
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MEDI DE PRE-CULTIU “10”. Pardo et al. (1992)

Medi de pre-cultiu per 'adaptacié d'Oernococcus oeni al creixement en vi.

Extracte de llevat 500 ¢
Suc de tomaquet 100.00 mL
Glucosa 5.00 g
Acid malic 350 g
Tween-80 1.00 mL
Vi (fins a) 1000.00 mL
pH=4.0

MLO (MEDI PER Leuconostoc oenos). Caspritz i Radler (1983)

Creixement d'Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos).

Glucosa 10.00 ¢
Fructosa 5.00 g
Extracte de llevat 500 ¢
Triptona 10,00 ¢
MgSO,7 H;O 020 ¢
MnSO44 H;O 005 g
Clorhidrat de cisteina 050 g
Suc de tomaquet *-- - 100.00 mL
Citrat diamonic 350 g
Tween-80 1.00 mL
H,O fins 1000.00 mL
pH= 4.8

" El suc de tomaquet es va preparar de la manera descrita per a I'ATB.
L'MLO amb agar es preparava esterilitzant per separat a doble concentracié I'agar
bacteriologic (20 g L™ finals) i 1a resta de components per l'altra. Una vegada autoclavats,

es mesclaven a volums iguals l'agar 1 1a resta de components.
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MRS-ARG (MEDI  MAN-ROGOSA-SHARPE (Oxoid) ADDICIONAT
D'ARGININA). De Man et al. (1960) amb modificacions.

Comprovaci6 de l'activitat arginina desaminasa.

El medi MRS es va preparar d'acord amb les instruccions del fabricant afegint-li
3 g L d'L-Argjnina.

PM (MEDI de PRODUCCIO de MANNITOL). Chalfan et al. (1975)

Diferenciacio entre bacteris homolactics 1 heterolactics.

Triptona 2000 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriologica 500 g
Fructosa ' 500 g
Tween-80 1.00 mL
H,O fins 1000.00 mL
pH=5.5

' La fructosa es prepara a part esterilitzant-la per filtracié i afegint-la a la resta de

components del medi després d'autoclavar-los.

VI 1. Aquesta tesi.
~ Experiments amb c¢l-lules no proliferants.

El vi utilitzat pertanyia a la varietat Monastrell (any 1992) i presentava la segiient

composicié (g L") en carbohidrats, acids organics i alcohols.

Acid citric 0.78
Acid tartaric 2.45
Acid malic ! 0.16
Acid acétic 0.24
Acid succinic 1.66
Acid lactic 1.45
Glucosa 0.08
Fructosa 0.34
Glicerol 7.72

Etanol 12.41
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1Es va addicionar acid L-malic fins arribar a la concentrado final desitjada. El pH es
va ajustar al valor desitjat amb KOH 10 M.
2 La quantitat d'etanol estd expressada en graus alcoholics ( % (v/v) d'etanol en vi).

Esterilitzacio per filtracio.

VI 2. Aquesta tesi.

Resta d'experiments d'aquesta tesi.

El vi utilitzat pertanyia a la varietat Monastrell (any 1996) i presentava la segilient

composicioé (g L’l) en carbohidrats, acids organics i alcohols.

Acid citric 0.00
Acid tartaric 2.18
Acid malic 1 0.11
Acid acétic 0.60
Acid succinic 1.76
Acid lactic 1.57
Glucosa 0.06
Fructosa 0.15
Glicerol 8.22
Etanol 2 11.13

1 Es va addicionar acid L-malic fins arribar a la concentrado final desitjada. El pH es
va ajustar al valor desitjat amb KOH 10 M.
2 La quantitat d'etanol esta expressada en graus alcoholics ( % (v/v) d'etanol en vi).

Esterilitzacio per filtracio.
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VI SINTETIC. Aquesta tesi.
Assaig de degradacio6 d'acid malic per cél'lules immobilitzades.

Glucosa 1.00 g
Fructosa 1.00 g
Tartaric 200 g
Acid acétic 050 ¢
Glicerol 9.00 ¢
Acid lactic 1.50 g
Etanol 110.00 mL
Acid malic 300 g
H;O fins 1000.00 mL
pH= 3.5

Esterilitzacié per filtracid.
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SOLUCIONS I REACTIUS

CRIOPROTECTOR DE CONGELACIO. Gerhardt (1994)

Glicerina 40% (v/v)

CRIOPROTECTOR DE LIOFILITZACIO. Gerhardt (1994)

Es prepara una solucié d'acid glutamic 0.067 M i s'afegi NaOH 10 M per dissoldre'l en

aigua destil lada sense passar de pH 4.5.

REACTIU DE NESSLER. Gerhardt (1994)

Desaminacio6 de l'arginina.

Todur potéssic 70.00 g
Iodur merctric 100.00 g
Hidroxid potassic 100.00 g
H2 fins 1000.00 mL

Es dissolen el iodur potéssic i el iodur merctric en 400.00 mL d’aigua destil lada. Es
dissol 1liidroxid potassic en 500.00 mL d’aigua destil lada i es deixa refredar. Es mesclen
les dues solucions i s’afegeix aigua destil lada fins completar 1 L. Es deixa que sedimente el

precipitat, es decanta el liquid sobrenadant ciar i es conserva en un fiasco eliminat el precipitat.

TF (TAMPO TARTRAT-FOSFAT). Henick-Kling (1986b)

Acid D(+)-tartaric 20.00 mM
K2HP04 40.00 mM
MgS04 0.50 mM
Mu:SOs 0.20 mM

El tampod es va preparar a partir d’'una solucié concentrada d'acid D(+)-tartaric
(40.0 mM). MgSG4 1.0 mM. MnS040.4 mM a la que s'anava afegint K:HPO+ 80.0 m\I
fins arribar al plI desitjat. Aleshorcs, es completava amb aigua Milli-Q fins arribar a una

concentracid final de tartrat de 20.0 mM.
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ANNEX 2. METODES CROM4TOGRAFICS

CROMATOGRAFL4 DE GASOS (GLC) I ESPECTROMETRIA DE MASSES

(GLC-MS)

Els assaigs cromatografics i de espectrométria de masses es van realitzar segons el
métode descrit per Mateo et al. (1990).

L'extraccié deis compostos volatils es va realitzar utilitzant un extractor liquid-liquid
continu. La mésela extractora utilitzada fou diclorometaipenta (2:3). A un volum de
500 mL de vi se li va afegir NaCl fins a una concentracié final del 8% (p/v) per facilitar
I'extraccidé de substancies volatils (Lamikanra, 1987). Després de realitzar una extraccio
durant 24 h, l'extret obtingut es va dessecar amb Na2(S04) anhidre, es va filtrar i
condensar per evaporacié amb l'ajut d'una columna Vigreux fins obtenir un volum final
maxim d'l mL. El tub es va conservar herméticament tancat a -20 °C fins al moment
d'injectar la mostra.

Les mostres es van analitzar amb un cromatograf de gasos Hewlett Packard 5890
Series Il equipat amb un detector d'ionitzacié de flama (FID) i utilitzant heli (puresa
99.998 %) com a portador. Per a la deteccio es van utilitzar liidrogen i aire sintétic de la
mateixa puresa. La columna utilitzada fou una HP20M (Carbowax 20M) de 50 m de
longitud, 0.2 mm de diametre intem, 0.2 pin de gruix de fase. El senyal cromatografic es
va enregistrar i integrar amb l'equip HP Vectra QS/16S assistit pei programa informatic

HP 3365 Chemstation. Les condicions cromatografiques foren les segiients:

Temperatura inicial 60 °C
Temps isoterma inicial 5 min
Gradient de temperatura 2.5 °C min1
Temperatura final 190 °C
Temps isoterma final 22 min
Discriminaci6 de flux 1:50

Pressio en cap de columna 20 psi

Flux del gas portador 0.5 mL min 1
Flux d'aire 400 mL min1
Flux d'hidrogen 30 mL min 1
Temperatura injector i detector 250 °C

Flux gas auxiliar (He) 30 mL min 1
Volum de mostra injectada 0.5 pL
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Les mostres processades per espectrometria de masses es van injectar en un model
Trio 1000 de Fisons Instruments, acoblat a un cromatdgraf de gasos Fisons Instruments
model GC 8000 Series. Les dades foren enregistrades i analitzades mitjan™ant el
programa Lab-Base. Les condicions cromatografiques per a les analisis de espectrometria
de masses foren les descrites abans exceptuant la pressié a 1'inici de columna (s psi) i el
temps d'isoterma final (28 min). El temps de retras per al dissolvent fou de 9 minuts.
L'energia deis electrons fou de 70 eV.

La identificacié deis compostos volatils es va realitzar per comparado amb els temps
de retencid relatius del patrons coneguts, utilitzant el 2-nonanol com a patr6é intem. Les
identificacions es van comprovar mitjanoant espectrometria de masses (GLC-MS) i
comparado amb els espectres de les llibreries NBS o Willey o per comparacié amb els
espectres obtinguts per ais patrons purs (Gil, 1997).

La quantificacié deis components obtinguts a la fraccid volatil es va realitzar calculant

els factors de resposta segons l'expressio obtinguda per Gil (1997).

Fr;=(C|/Aj)/(CPi/ APi)

Fr~factor de resposta

Q=concentraciéo de compost problema

Aj=area del pie corresponent al compost problema
Cpj=concentracio de patr6 intem

Api=area del pie corresponent al patr6 intem

Amb els factors de resposta determindis respecte al 2-nonanol obtinguts per Gil
(1997), es van calcular les concentracions de cada component a les mostres problema

mitjansant la seglienl féormula:

Ci=(Fri-Cpi Ai)/Ap[”

Com no es disposava de patrons purs de tots els components identificais, alguns d'ells
no van ser quantificats. En aquests casos, els resultats s’expressen com a variado relativa
del compost. Els valors deis resultats mostrais sén una mitjana aritmética de tres

determinacions amb la mateixa mostra.
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CROMATOGRAFIA EN PAPER D'ACIDS ORGANICS.

La cromatografia en paper permet determinar la présencia dels principals acids
organics tant en vi com en medis sintétics. Nosaltres I'hem utilitzat per detectar el dos
acids que intervenen a I'FML, malic 1 lactic. Mesurant la superficie de les taques es pot

observar el desenvolupament de la fermentacié d'una manera rapida (15 mostres en

6-7 h) 1 barata.

Es dipositen dues tandes de 10 pl. de la mostra sobre un rectangle de paper Whatman
3MM (23 cm d'alt) i es deixa correr en solvent-revelador durant 5-6 h. Aleshores es deixa
evaporar a l'aire i s'observa l'aparicié de taques grogues sobre un fons blau. Per
comparacid visual amb la superficie de les taques de les solucions patrd, es pot determinar
semiquantitativament la concentracié d'aquests dos acids, perqué la relacié entre

superficie i concentracio €s directa (Ribéreau-Gayon, 1978; Pardo i Zufiiga, 1992).

Solvent-revelador de cromatografia en paper

Solucio A

n-Butanol 100.00 mL
Blau de bromofenol 010 ¢
Solucié B

Acid acétic glacial 16.00 mL
Acid formic 400 mL
H,O destil-lada 20.00 mL

Una vegada preparades, les solucions es mesclen (volum total 140 ml.) i s'afegeixen a

la cambra de cromatografia.

-155-



ANNEXOS

CROMATOGRAFIA LIQUIDA D’ALTA RESOLUCIO (HPLC)

Les determinacions de metabolits per HPLC es van realitzar d'acord amb el métode
descrit per Fravne (1986) amb algunes modificacions.

Una vegada recollides les mostres qué anaven a ser analitzades per HPLC, es
congelaven a -20°C fms a la seva preparaci6. Aleshores, es descongelaven i centrifugaven
a 18.000 x g i es descartava el sediment. Les mostres de procedencia vinica o tampons
eren directament filtrades a través d'una membrana de 0.22 pm de porus (Whatman,;
Clifton, New Yersey). Les mostres provinents de medis de cultiu sintétics eren passades a
mes a través d'un cartutx (C-18 SepPak; Waters Associates, Milford, Mass.) abans de ser
filtrades.

Les mostres eren injectades en un equip d'HPLC (Merck-Hitachi) fonnat per un
detector d'UV-Visible (L-4250) a 210 nm, un detector d'index de refraccio (RI-71) i un
injector automatic (AS-2000A).

Per a la determinado conjunta d'acids organics, carbohidrats i alcohols, les columnes
utilitzades foren dues HPX-87H Aminex (Bio-Rad Chemical Division, Richmond
California) connectades en serie després d'una pre-columna Cation H* (Bio-Rad). El
senyal cromatografic es va enregistrar i integrar amb el programa D-6000 de Merck. Les

condicions cromatografiques foren les segiients:

Volum d'injeccio 10 pL

Temperatura de treball 60 °C

Fase mobil 0.75 mL L1 H3P 04 del 85% (v/v) en aigua Milli-Q
Flux de treball 0.7 mL mini

La identificado es va realitzar per comparacio deis temps de retencid relatius del
components amb els obtinguts en les solucions patré d'estindards extems. La
quantificacié es va realitzar per interpolado amb una recta de calibrat obtinguda a partir
de tres dilucions decimals de patrons extems injectats en les mateixes condicions de
treball. Els acids organics, a excepcid del lactic i el succinic, van ser detectais amb el
detector d'ultraviolat mentre qué aquests dos acids, els sucres i els alcohols ho van ser

amb el dindex de refraccio.
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Per a la determinacié exclusiva d'acids organics es va utilitzar una columna C-18
LiChroCART, 125-4 (Merck, Richmond California) amb una pre-columna Cation H"

(Merck). Les condicions cromatografiques foren les segiients:

Volum d'injeccio 10 L

Temperatura de treball 30°C

Fase mobil 0.75 mL L™ H5PO, al 85% (v/v) en aigua Milli-Q
Flux de treball 0.35 mL min"

La identificaci6 i quantificacié es va realitzar de la manera descrita per a les
determinacions amb les columnes Aminex per0 amb solucions patré especifiques

contenint nomes els acids que es volien analitzar.
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ANNEX 3. SOQUES M1CROBIANES

Nom del bacteri

Leuconostoc mesenteroides

Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Laclobacillus sp.
Lactohacillus sp.
Laciobacillus sp.

Laclobacillus sp.

Soca

912
ML34 (218)
M42
M41
Ges
N172
T46
MA4
VV4
W5
BM2
BM3
RM2
RM3
TV3
TV4
TE3
BE5
CS2
BO3A
B03B
CH3
CH4
GE3
GES
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Procedéncia

Col leccio Espanyola

CoMecci6 Espanyola

Pardo (1987)
Pardo (1987)
Pardo (1987)
Pardo (1987)
Pardo (1987)
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi
Aquesta tesi

Aquesta tesi
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ANNEX 4. BIORREACTORS: INSTRUMENTACIO I OPERACIO

BIOSTAT-B. B. Braun Biotech (Melsungen, Alemanya)

Volum del tanc de reaccid:

Volum de treball ':
Condicions d'esterilitzacio:
Control de pH *:
Temperatura de treball:
Agitacid:

Aireig *:

2L

1L

121 °C 30 min
HCISMi1KOHS5M
28+ 0.2°C

250 rpm

Flux continu d'aire o N; estérils

BIOSTAT-Q. B. Braun Biotech (Melsungen, Alemanya)

Volum del tanc de reaccio:
Volum de treball :
Condicions d'esterilitzacio:
Temperatura de treball:
Agitacio:

Aireig >:

' Per a realitzacié de calculs matematics es van tenir en compte tant els volums

330 mL

200 mL

121 °C 30 min
28+ 0.2°C -
200 rpm

Flux continu d'aire o N, estérils

d'evaporacio com els de les mostres extretes durant les fermentacions.

2 Només als experiments on aixi s'indica, el pH es va controlar a 4.8 + 0.1.

? Només als experiments on aixi s'indica.

El control dels processos de fermentacio es va realitzar amb la unitat central de control
via connexié RS-422 utilitzant ¢l software MFCS 1.0 B-Braun. El control o evolucié del
pH, pressié parcial d'oxigen, agitacid i temperatura de fermentacié es van enrcgistrar de

manera continua a tots cls experiments.
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Per a la realitzacid6 de 1TML en continu es va utilitzar un biorreactor B. Braun

Biostat Q, amb les segiients modificacions:

Temperatura de treball: 20°C +0.2
Volum de reaccio: 200 mL
Agitacio: 50-100 rpm
Taxa de dilucio: 0.0155 h'1
Flux d'entrada i eixida: 3mL hi

El pH es va seguir durant tot el procés. Els fluxos d'entrada i l'eixida de vi es van
regular amb I'ajuda de dues bombes perislaltiques. Al conducte d'entrada es va instal lar

un sistema de goteig per evitar retrocontaminacions.
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