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Els bacteris lactics dels aliments fermentats

Els bacteris lactics o bacteris de ’acid lactic sén un conjunt de
bacteris grampositius de baix contingut en G+C, i per tant,
de la mateixa branca evolutiva que Bacillus i Clostridium. Es
classifiquen dins 'ordre Lactobacillales i els géneres més coneguts
son Lactobacillus (unes 100 especies), Leuconostoc (15 especies),
Lactococcus (7 especies), Pediococcus (8 espeécies) 1 Streptococcus
(68 especies). Tenen en comu el fet de produir acid lactic a
partir de sucres a causa del seu metabolisme, exclusivament
fermentatiu: la fermentacié lactica. Per aixo sén anaerobis,
si bé toleren l'oxigen, ja que contenen superoxid-dismutasa i
peroxidasa. Sén per tant anaerobis aerotolerants. En canvi, no
tenen catalasa, present en altres organismes aerobis i anaerobis
facultatius. Com veiem pels noms dels generes, alguns
presenten formes de bacil 1 altres de coc. D’altra banda no sén
mobils i tampoc sén esporulats.

Des del punt de vista metabolic, tenen uns requeriments
nutritius complexos (aminoacids, vitamines, etc.), i aixo va
lligat al fet que viuen en habitats rics en nutrients, com la llet,
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Figura 1. Els vins de qualitat son el resultat de
la fermentaci6 alcoholica dels llevats seguida
en la majoria dels casos per la fermentacio
malolactica dels bacteris lactics.

els vegetals, o aparell digestiu dels animals. Encara que alguns
pocs d’aquests darrers son patogens (uns quants Strepfococcus),
la gran majoria dels bacteris lactics sén més coneguts per les
aplicacions i beneficis que se’n treuen, sobretot en el camp
alimentari.

Molts aliments fermentats ho sén per P'accié dels bacteris
lactics. Els més coneguts son els derivats de la llet (iogurts,
altres llets fermentades i els formatges), pero també hi ha
productes carnics com diversos embotits, alguns productes de
peix fermentat, i sobretot molts productes vegetals fermentats
per bacteris lactics, com per exemple la col acida. Tots aquests
aliments s’anomenen globalment productes lactics.

I’acci6 beneficiosa dels bacteris lactics sobre aquests aliments
es pot resumir en:

a) una millor conservacié dels aliments, ja que l'acid lactic
produit fa baixar el pH de I'aliment i aixo hi dificulta molt
el creixement d’altres microorganismes perjudicials, patogens
inclosos;

b) la modificacié dels aliments, amb P'aparicié de nous gustos,
aromes O textures, i sovint amb una major digestibilitat.
Aquestes modificacions son interessants per al seu consum.



El vi i els bacteris lactics

El vi també és un aliment fermentat
(Figura 1), la fermentacié principal del
qual és Palcoholica que duen a terme
els llevats (Saccharomyces cerevisiae) tot
transformant els sucres del most del
raim en etanol. Ara bé, com que el most
i els recipients on té lloc la vinificacié
no soéon esterils, a part dels llevats
(autoctons o inoculats) també hi ha altres
microorganismes, com els bacteris acétics
i els bacteris lactics.

Femrant. Akoholica

El nombre de bacteris lactics durant la
fermentaci6é alcoholica normalment és
molt baix, a tot estirar 10* per ml (Figura
2), ja que molts d’ells sén inhibits per
Ietanol i altres compostos produits
pels llevats, i pel SO, afegit al most per
tal de controlar la poblacié bacteriana,
especialment els bacteris acetics. Quan
la fermentacié alcoholica s’acaba i els
llevats moren, alguns bacteris lactics
poden prosperar i aconseguir un cert
a 10" bactetis per

creixement, fins

ml en alguns casos, en part gracies
als compostos alliberats pels llevats.
Aleshores aquests bacteris lactics poden
produir diverses transformacions en
el vi, la més interessant de les quals és
malolactica

Panomenada fermentacio

(FML).

Els bacteris lactics que es poden aillar en
mostres de mostos i vins son dels generes
Lactobacillus, — Pediococcus,
Weissella i sobretot d’Oenococcus.
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Figura 2. Evoluci6 del contingut en acid L-malic (quadrats en roig) i del nombre de
bacteris lactics (cercles en blau) al llarg d’una fermentacié alcoholica (fins al dia 10)
seguida de la fermentacié malolactica.

Oenococcus oeni

Oenococeus oeni és IManica espécie del génere
Oenococens, nom que fou proposat (Dicks
et al,, 1995) per a I'especie coneguda fins
aleshores com a Lewuconostoc oenos (Garvie
et al, 1967). Abans es consideraven
Lenconostoc perque sén cocs i realitzen la
fermentacié heterolactica, és a dir, que
quan fermenten els sucres producixen
altres compostos a més d’acid lactic
(Pisomer D-): sobretot CO, i també
acid acétic i etanol en petites quantitats.
Tanmateix tenen unes caracteristiques
exclusives, que els fan diferents dels

Lenconostoc:

a) el seu habitat és exclusivament el most
iel vi;

b) poden créixer al pH del vi, que oscil 1a
entre 314;

¢) poden créixer en presencia d’etanol,
fins al 10% (v/v) i més.

Pero sobretot, la dada més rellevant
per proposar que Oenococcus és un altre
genere diferent de Lewuconostoc fou la
comprovacié, per comparacié de les
sequiencies de I'RNA ribosomal, que
esta ben

filogenéticament — Oenococcus

separat de Leuconostoc, aixi com d’altres

bacteris lactics relacionats com alguns
Lactobacillus.  Aixi
daillats en el procés de vinificacio,

doncs, la majoria
i sobretot després de la fermentacid
alcoholica, tenen les caracteristiques d’O.
oeni (Figura 3). Es Pespécie predominant
en la fermentacié malolactica de vins de
molt diversos llocs, si bé en alguns casos
s’ha comprovat que aquesta fermentacié
és duta a terme per altres especies, com
Lactobacillus plantarum.

La fermentacio malolactica

El  paper beneficibs més conegut
dels bacteris lactics en els vins és la
fermentaci6 malolactica (FML), que

OMNIS CELLULA, MAIG DEL 2004



produeix una desacidificacio del vi. El
most de la majoria de raims, excepte
els de climes molt calids, conté una
certa quantitat d’acid L-malic (de 2 a
5 g/1), que té un gust fort i aspre, no
gaire agradable. Durant la fermentaci6
alcoholica els llevats practicament no
el degraden i per tant aquest acid malic
hi és, als vins. Normalment després la
fermentacio alcoholica (Figura 2), si bé
molt ocasionalment poden fer-ho de
forma simultania a aquesta, els bacteris
lactics com O. oeni poden realitzar la
FML, que és la descarboxilaci6 de I'acid
L-malic a L-lactic, amb despreniment
de CO,, que apareix en forma de
petites bombolles en el vi. Aquesta
reacci6 es produeix perque aquests
bacteris  tenen lenzim  malolactic
(Figura 4), que requereix Mn** i NAD™.
Com que 'acid malic és dicarboxilic i el
lactic és monocarboxilic, aixé comporta
una reduccié de 'acidesa, de 0,1 a 0,5
unitats de pH.

Des del punt de vista metabolic la FML
no és una fermentacié de les classiques
com la mateixa fermentacié lactica,
on s’utilitzen sucres com a substrats i
s’obtenen ATP per fosforilacié en el
substrat en les reaccions de la glucolisi.
Només ¢és una descarboxilacié que
no sembla que comporti en principi
cap benefici energetic a les cel lules
que la realitzen, i on I"anic avantatge
aparent seria la pujada del pH extern.
Tanmateix, s’ha descobert que la FML
és una de les fermentacions peculiars
amb ATP-sintasa, ja que la sortida
del L-lactic de les cel fules (Figura 4)
s’efectua mitjancant un simport amb
protons (Salema e al, 1996), i que
paral lelament hi ha una entrada de
protons a favor del gradient (el pH
extern ¢és de 3-4 i interior és superior
a 0), mitjancant una ATP-sintasa, que
ho acobla a una sintesi ’ATP. Altres
fermentacions peculiars amb ATP-
sintasa com aquesta soén per exemple
les descarboxilacions de succinat a
propionat per Propionigenium o d’oxalat
a formiat per Oxalobacter.

Aixi doncs, O. veni pot obtenir uns
quants ATP per la descarboxilacié de
Pacid malic, és a dir la FML, en un
medi com el vi on practicament no
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Figura 3. Oenococcus oeni, Pespecie més habitual a la
fermentacié malolactica dels vins. (Universitat de
Bordeus, www.u-bordeaux2.fr/oenologie)

hi ha sucres, i on per tant els bacteris no
poden obtenir ATP per la fermentacié
lactica. Aquests ATP, juntament amb alguns
nutrients romanents de les restes dels llevats,
poden permetre un lleuger creixement
d’aquests bacteris en el vi.

Des del punt de vista enologic, aquesta
desacidificacié del vi comporta al mateix
temps una millora en la seva qualitat, en
reduir la sensaci6 d’aspror i forta acidesa de
I’acid malic. A més a més, Iacid L-lactic que
apareix és més agradable i suau al tast. La
FML t¢é lloc sobretot en els vins negres pero
també en alguns de blancs.

Altres avantatges de la fermentacid
malolactica

A part de la desacidificacié que suposa la
FML,, la intervenci6é d’Oenococcus oeni als vins
té altres aspectes beneficiosos. Un benefici
enologic, conseqiencia de la petita pujada

L-malat”
| HOOC-CH,-CHOH-

nH*

—a

de pH, és que el color del vi negre, a
causa sobretot dels antocians com la
malvidina, evoluciona cap a tonalitats
menys intenses i No tan roges, cosa que
el fa més atractiu visualment.

Des del punt de vista organoleptic,
la FML comporta una millora del vi
perque a més de la desacidificacié
i canvi de Pacid malic pel lactic,
dels

en els

el desenvolupament bacteris

provoca canvis
e carbohidrats
d rbohidrats,

organics i altres components del vi. Els

continguts
aminoacids, acids
principals compostos que apareixen
son el diacetil, Pacetoina, el lactat
d’etil i una mica d’acetic. El diacetil es
considera el més important d’aquests
compostos pel seu aroma de mantega
o nata (aromes lactis) que caracteritza
molts vins que han realitzat la FML.
Apareix en petites concentracions (fins
a 2 mg/1) pero té un llindar de deteccié
sensorial molt baix, i es produeix per
degradacio6 de Iacid citric.

Dr’altra banda, els bacteris lactics
del vi també poden produir petites
quantitats  d’exopolisacarids,  que
s’uneixen amb els tanins, responsables
de P'astringencia dels vins joves, amb la
qual cosa baixa I’astringéncia i el vi es

torna més agradable al tast.

Finalment, lestabilitat microbiologica
que s’aconsegueix amb la FML suposa
un altre benefici molt important. Els
vins on ha tingut lloc la FML poden
ser embotellats sense el risc d’un

possible  desenvolupament bacteria
posterior, que podria donar lloc a la
formacié de gas (CO,) un cop el vi
és a les ampolles. A més durant la
FML els

malic 1 altres nutrients com els sucres,

o, —[co,

bacteris exhaureixen I’acid

H,CO;
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Figura 4. La fermentacié
malolactica: conversié de L-malic
a L-actic i CO, per lenzim
malolactic (EML) de cél lules de

bacteris lactics com Oenococcus oeni.



Velazquez, Els borratxos o E/ triomf . de Bacus (1629)

amb la qual cosa és molt més dificil el
creixement posterior de qualsevol tipus

de bacteri. De fet, en alguns cellers es

promou la FML encara que no es desitgi
una disminucié de l'acidesa, perque un
cop Iacid malic s’ha convertit en lactic,
aquest ¢és molt estable biologicament en
les condicions del vi.
Possibles perjudicis dels bacteris
lactics en els vins

En algunes ocasions el desenvolupament
dels bacteris lactics i la mateixa FML

poden tenir conseqiencies negatives per
a la qualitat dels vins. Afortunadament la
majoria d’aquests casos es produeixen
molt esporadicament, sobretot quan
hi ha hagut altres problemes previs a
la fermentacié o de poc control de la

vinificacio.

Draquests possibles perjudicis, el més
freqient és el picat lactic, que és la
produccié d’una certa quantitat de
Pacid lactic i també d’acctic per part

dels bacteris lactics. Quan en el vi hi

hagi sucres residuals que els llevats no
hagin consumit, la situacié normal per
als bacteris és consumir-los, fent la
fermentaci6 lactica i per tant produint
acid lactic. En aquest cas s’hi produeix el
D-lactic, mentre que a la FML a partir de
L-malic apareix L-lactic. Per tant, ’analisi
enzimatica dels dos isomers d’acid lactic
permet distingir si hi ha un inici de picat
lactic. Ates que Oenococcus, Lenconostoc i
alguns Lactobacillus (com L. brevis 1 L.
hilgardii) fan la fermentacié heterolactica,

a més dacid lactic produeixen acid




acetic a partir de sucres. Tanmateix, les especies homofermentatives
com Pediococcus 1 altres Lactobacillus també poden produir acid acetic
a partir de pentoses. El picat lactic pot aparéixer quan hi ha una
proliferaci6 de bacteris lactics perque els llevats encara no han acabat la
fermentacio alcoholica, per problemes diversos d’aturades de la susdita
fermentacio.

En alguns vins poc acids la FML duta a terme pels bacteris lactics pot
donar lloc a una desacidificacié excessiva, cosa que no és convenient
perque part del caracter del vi es perd si és poc acid i a més, el pH més
alt pot afavorir el creixement d’altres bacteris perjudicials. Per evitar
aquesta desacidificacié no volguda se sol afegir més sulfurds en acabar
la fermentaci6 alcoholica (per tenir més de 25 mg/1 de SO, lliure), o bé
es pot recorrer a I’addicié de lisozim per inhibir els bacteris lactics.

Un altre dels problemes ocasionals
relacionats amb la qualitat del vi que
poden ser causats pels bacteris lactics
és lanomenada malaltia del greix.
Consisteix en la produccié excessiva
d’exopolisacarids  (dextrans), sobretot
per soques de Pediococcus, que déna un
caracteristic aspecte filant i oli6s al vi.

D’altra  banda, només hi ha dos
compostos que poden ser toxics per
als humans que puguin ser atribuits als
bacteris lactics del vi: el carbamat d’etil i
les amines. El primer és un carcinogénic
detectat en alguns vins en concentracions
molt baixes (com a molt uns 20 pg/l)
i que pot aparcixer per reacci6 amb
Petanol dels productes de degradacié de
Parginina com la citrul.lina o el carbamil-
fosfat per part dels bacteris lactics. També
es pot formar per reaccié amb P'etanol de
Purea excretada pels llevats. En el cas
dels lactics, per evitar aquest problema
s’estudia la utilitzacié6 d’estarters que
no degradin I'arginina o si més no que
no acumulin aquests precursors del
carbamat d’etil.

Les amines com la histamina poden
arribar ocasionalment en alguns vins
a més de 10 mg/l i el seu consum pot
comportar diverses patologies, incloent-
hi trastorns cardfacs. Poden ser produides
per algunes soques de bacteris lactics
per descarboxilacié dels aminoacids
corresponents (com la histidina en el
cas de la histamina). Llur aparici6 esta
lligada a una manca d’higiene durant la
vinificacio.

Causes de no-realitzacié o retards de la
fermentacié malolactica

En primer lloc cal tenir en compte que el vi és un
medi hostil per als microorganismes en general i en
particular per als bacteris lactics. Amb I'excepcié dels
bacteris acetics que poden oxidar ’etanol del vi a acid
acetic, hi ha molt pocs microorganismes capagos
de mantenir-se o créixer als vins. A diferéncia del
most, que és un medi ric en components nutritius
(fonamentalment sucres), el vi és quasi un medi
minim, i amb els problemes agreujants de contenir
etanol, que és un bon antimicrobia, tenir un pH
relativament acid, i tenir una certa concentracié de
sulfurés afegit al llarg de la vinificacio.

Des del punt de vista de creixement bacteria, cal
recordar també que una de les caracteristiques dels
bacteris lactics en general sén els seus requeriments
nutritius complexos. Aixi doncs, en principi no ens
hauria d’estranyar que els bacteris lactics no poguessin
prosperar amb facilitat als vins. D’altra banda, si el vi
fos un medi més ric, amb concentracions de sucres
residuals més importants, com hem vist aleshores si
que hi hauria un bon creixement bacteria, sobretot
dels bacteris lactics heterofermentatius que farien
la fermentaci6 lactica (a part de la FML), que els és
molt més rendible energeticament perod que donaria
lloc a la produccié de compostos no desitjables,
sobretot I'acid acetic.

El pH del vi és un dels principals factors que afecten
el comportament dels bacteris lactics. Si bé llur pH
optim és al voltant de 4,5, poden efectuar la FML als
pH normals dels vins, al voltant de 3,5, pero tenen
forca dificultats a pH inferiors a 3,2. Quant a I'etanol,
per sobre del 10% la reduccié de Pactivitat de la FML
ja comenca a ser manifesta, i acaba més tard com
més etanol té el vi, per bé que aquesta influencia
depen molt de les soques. D’aquesta manera, en
general O. oeni es caracteritza per ser més resistent,
mentre que diversos Lactobacillus en resulten més
afectats. En qualsevol cas, la concentracié maxima
d’etanol que permet la realitzacié de la FML, si bé
certament retardada, és del 15% (v/v).

Respecte I'aeraci, si bé aquests bacteris son
acrotolerants 1 per tant poden créixer i realitzar
la. FML en presencia d’oxigen, s’ha observat
que moltes soques es desenvolupen millor sense
oxigen, excepte en alguns casos que serien afavorits
per petites concentracions d’oxigen. De totes
maneres, el creixement amb aire comporta molt
sovint la produccié d’acetat, i per tant és preferible
’anaerobiosi.



La sensibilitat dels bacteris lactics al
sulfurés ¢és wvariable, pero en general
concentracions supetiors a 50 mg/1 de
SO, combinat o 10 mg/l de lliure ja
poden inhibir la FML. Els acids grassos
de cadena curta procedents de les
cellules de llevats també poden tenir
un efecte negatiu, depenent de quins es
tracti i de la quantitat que n’hi hagi. Aix{
per exemple, en assaigs de laboratori en
vins simulats, col laboradors de lautor
han apreciat retards notables de la FML
en preséncia de 20 mg/1 de decanoic o de
5 mg/1 de dodecanoic. La possible acci6
toxica dels acids grassos es pot eliminar
mitjancant I’addicié d’escorces de llevats
o altres adjuvants com extracte de llevat
o polisacarids.

En ocasions on no es respecten els
terminis de seguretat, els pesticides
afegits per al control fitosanitari de les
vinyes poden passar al most i per tant
als vins. Si bé les concentracions que en
poden resultar al final de la fermentacio
alcoholica sén molt baixes, atesa la seva
toxicitat poden afectar els bacteris ja
presents als mostos, i en conseqiiencia
afectar la FML posterior. En algunes
ocasions també s’han detectat als
mateixos vins. D’altra banda, els tanins
procedents dels raims, com a compostos
polifenolics, poden tenir una activitat
antibacteriana, i s’ha comprovat que la
FML presenta més dificultats en botes
de roure novell per la presencia d’aquests

compostos.

La relacié dels llevats amb els bacteris
lactics que han d’efectuar la FML pot ser
contradictoria. El vi és un medi on han
crescut els llevats i que ha estat alterat per
ells. D’una banda, les restes de cél lules de
llevats aporten components nutritius per
als bacteris, pero d’altra banda els llevats
han eliminat o metabolitzat compostos
que ja eren al most i que podien ser
necessaris per als bacteris lactics, com
algunes vitamines o sals minerals, i poden
haver produit alguns compostos toxics
com el mateix etanol o algunes proteines.
Aquesta dependencia és variable segons
la soca de llevat, i els procediments
tecnologics seguits en acabar la FML,

com trasbalsos o clarificacions.

Finalment, un altre factor biologic
que pot afectar els bacteris lactics i la
FML sén els bacteriofags, els virus
bacterians, en aquest cas dels bacteris
lactics. Lla presencia de bacteriofags al
vi sovint ha estat associada a dificultats
en la FML, pero s’ha vist realment que
la preséncia d’aquests virus pot ser un
fenomen corrent perdo no perjudicial
perque un percentatge important dels
bacteris lactics autoctons son lisogenics,
és a dir, tenen incorporat el virus dins
del seu DNA, sense que els afecti en
la seva viabilitat. Els bacteris lisogeénics
indueixen espontaniament els virus, pero
aquests no es poden multiplicar en el vi,
a causa del mateix caracter hostil que

aquest representa per als bacteriofags.

Possibles solucions als problemes
de la fermentacié malolactica

Com s’ha pogut comprovar, molts
d’aquests factors inhibidors afecten
principalment el creixement  dels

bacteris lactics, perd com ja s’ha dit
aquest augment del nombre de cel Tules
bacterianes que es dona als vins després
de la fermentacié alcoholica sovint és
molt poc rellevant pel mateix caracter
hostil i pobre del vi, quant a components
nutritius.

Malgrat aixo, la FML pot ser duta a terme
si hi ha un nombre minim de cel Jules de
bacteris que puguin realitzar-la, al voltant
de 107 per ml. Per aixo, si la poblacié
autoctona del vi no ha arribat a aquests
nivells perqué no ha pogut créixer per
algun dels factors comentats, la primera
soluci6 i més usual i convenient, és
inocular una poblacié de cel lules de
bacteris lactics apropiats per aquest
vi. Aixo es fa habitualment posant-hi
bacteris estarters (d’O. oenz) reactivats
d’algun preparat comercialitzat o d’una
soca seleccionada als mateixos cellers,
per bé que també es pot recorrer a afegir
una certa quantitat d’un vi del mateix
celler que estigui fent la FML eficagment.
Pel que fa a la inoculacié amb estarters,
fins fa uns anys a la majoria de soques
comercialitzades els calia un perfode de
reactivacié de les cellules liofilitzades

Figura 5. PCR especifica d’Oenococcus oeni (carrers

1,2,3: soques d’O. Oens; carrer 4: una soca d'una
altra especie: Lactobacillus plantarum; M: marcadors
de pesos moleculars). En els carrers amb O. oeni
s’hi observa la banda de 1025 pb, corresponent al
producte amplificat del fragment especific d’O. oeni.

en vi diluit, pero ara hi ha diverses
soques comercials que es poden inocular
sense reactivar-les

directament al vi

préviament.

En addicionar una quantitat important de

bacteris adequats, fins i tot quan no estan

en fase de creixement, s’esta aportant una

biomassa portadora d’enzim malolactic

que pot efectuar la FML desitjada. En
aquestes condicions, semblants a les
que es troben els bacteris en condicions

naturals al vi, encara que no hi hagi

un creixement rellevant, la mateixa

transformacié de malic a lactic pot ser

prou per obtenir-ne energia suficient per

mantenir les cel lules en un metabolisme
minim i poder realitzar altres reaccions a

part de la FML, com les relacionades amb
la millora organoleptica comentada.

Les altres possibles solucions per als

casos on no es realitza la FML o es retarda
excessivament passen substancialment

per controlar les condicions del vi per

tal d’evitar els problemes esmentats, com
controlar el SO, perque no n’hi hagi en
excés, o evitar la presencia de pesticides.

D’altra banda, en inocular els bacteris
lactics és important assegurar-se que la

fermentaci6 alcoholica estigui acabada, i
que les cel lules mortes de llevats hagin
estat un temps en contacte amb el vi i
que aquest no estigui clarificat en excés,

OMNIS CELLULA, MAIG DEL 2004



per tal que els bacteris disposin de petites
concentracions dels nutrients (minerals i
vitamines) necessaris per a la FML.

Identificacié d’Oenococcus oeni
per meétodes moleculars

Per tal de controlar PTFML en el celler i
veure si la poblacié bacteriana evoluciona
correctament és evident que cal disposar
de tecniques eficients d’identificacié que
permetin distingir les diferents especies
de bacteris lactics i aquestes dels altres
microorganismes. Aquestes tecniques
també son necessaries per fer qualsevol
estudi per

procés o per fer recerca sobre I'FML,

experimental millorar el
per exemple per veure com influeixen
les diverses condicions dels
sobre T'esmentada FML. Els meétodes
fenotipics classics d’identificacié basats

vins

en proves bioquimiques presenten molts
inconvenients, com la variabilitat o el
nombre elevat de proves que cal efectuar
per comprovar que un aillat bacteria és
d’una especie determinada, i sovint hi
ha incertituds, atés que les descripcions

A

Figura 6. A: Lactobacillus plantarnm i Lenconostoc

mesenteroides  poden  ser diferenciats  per
hibridacié simultania amb una sonda marcada
amb fluoresceina i una altra amb rodamina.
B: Mostra de vi al final de la FML on s’hi pot
veure O. oeni hibridat amb la sonda especifica

marcada amb fluoresceina (Blasco ez al., 2003).
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dels manuals d’identificacié es basen en
les dades d’un nombre limitat de soques,
mentre que la variabilitat dels aillats de
les mostres (en aquest cas de vi) és més
gran. A més a més, la identificacié de O.
oeni, Pespeécie més habitual en vins, és
especialment dificil ja que presenta un
creixement lent, una gran variabilitat en
algunes proves i una pobresa fermentativa
remarcable. Per tant, és convenient
recOrrer a meétodes moleculars fiables,

precisos i rapids.

Tot i que hi ha forca técniques moleculars
a I'abast per identificar si un aillat és de
Pespecie O. oeni, un dels métodes més
utilitzats consisteix en fer una PCR
especifica d’especie que amplifica un
fragment del gen de I'enzim malolactic
d’O. veni mitjangant encebadors especifics
(Zapparoli ez al. 1998). D’aquesta manera
s’obté un producte d’amplificacié de
DNA de 1025 pb, facilment detectable
per clectroforesi (Figura 5). Al nostre
laboratori utilitzem aquesta técnica per
saber de forma rapida i precisa si els
diversos aillats sén O. oeni. Una altra
possibilitat és la deteccié directa
dels bacteris d’aquesta especie i
d’altres presents en mostres de vi
mitjancant la hibridacié i sitn del
16S rRNA amb sondes especifiques
que estan marcades amb
fluorocroms (Blasco e al., 2003),
amb la qual cosa els bacteris poden
ser vistos 1 comptats al microscopi
de fluorescéncia (Figura 6).

Sovint no n’hi ha prou amb saber
que uns aillats sén de P'especie O.
oeni o d’una altra espécie, ja que el
que cal és reconcixer la soca, és a
dir, tipificar-la. Per exemple, per
controlar si una soca determinada
usada com a estarter és realment
la soca predominant al final de
la. FML, per saber si ella és la
responsable de la fermentacié
o potser ha estat alguna de les
soques autoctones presents ja al vi
la que s’ha imposat. D’altra banda,
molts estudis han demostrat que la
resisténcia a les diverses condicions
del vi i la influencia en la qualitat
organoléptica d’aquest sén soca-

dependents. Per tant, calen métodes que
permetin  diferenciar soques, sobretot
d’O. veni, per tal d’estudiar llur dinamica
de poblacions en diferents condicions
i per controlar les soques inoculades i
les autoctones. En aquest cas, per forca
cal recorrer a metodes moleculars per
tipificar-les.

S’han desenvolupat diversos metodes
moleculars per tipificar soques d’O. oens,
entre els quals cal destacar-ne dos. Un
és la macrorestricci6 de DNA total i
separacié dels fragments grans obtinguts
per electroforesi de gels en camp pulsant
(PFGE) (Zapparoli ez al., 2000), que per
a les diferents soques dona uns perfils
de bandes molt reproduibles i facils
d’analitzar, perd que és una tecnica
for¢a laboriosa. D’altra banda, la tecnica
de polimorfismes de DNA amplificats
per PCR a latzar (RAPD:
amplified  polymorphic  DNA)  incorpora
com a encebador de la PCR un sol
oligonucleotid curt (10-15 pb) arbitrari
i és una tecnica senzilla, rapida i molt

random

discriminatoria entre soques. Només té
Pinconvenient que és poc reproduible.

Precisament per millorar aixo, al nostre
laboratori na Cristina Reguant va estar
treballant fins
arribar a dissenyar 1 optimitzar un

en diferents variants
metode per a tipificar soques d’O. oeni
que és reproduible i manté la simplicitat i
la discriminacié entre soques del RAPD.
Es tracta d'un RAPD multiplex (Reguant
et al., 2003), anomenat aixi perque s’hi
utilitzen dos encebadors alhora: un dels
arbitraris que més discriminacié donava
(anomenat Coc: 5~ AGCAGCGTGG-3)
juntament amb un dels dos encebadors
de la PCR especifica d’especie esmentats
abans (és encebador anomenat On2: 5-
ATCATCGTCAAACAAGAGGCCTT-
3’). Amb aix0 s’obté un perfil de bandes
discriminant per a cada soca (Figura
7) que és reproduible en diferents
assajos. Aquest metode incrementa la
reproductibilitat i rapidesa dels metodes
convencionals de RAPD-PCR i ha estat
validat al nostre laboratori controlant la
dinamica de poblacions de soques d’O.
veni al llarg de la FML de 4 vinificacions
dutes a terme al celler del Mas dels Frares



de la Facultat d’Enologia de la URV.
S’ha vist que unes 900 colonies aillades R )

. © Ausias Acarin
al llarg d’aquestes FML corresponien . ] _ - o
a 30 soques diferents, de les quals en .
predominaven una o dues al final de la
majoria de vinificacions. Amb aixo també
s'estudia la influencia de les diferents
condicions (pH, temperatura, preséncia
de SO,, etc.) sobre les diverses soques.
Altrament, amb aquesta tecnica també
s’ha pogut avaluar la implantacié de
soques estarter de la FML i comprovar la
seva possible dominancia o no sobre les
soques autoctones.
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