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Resum

En I'elaboracié del vi hi participen una gran diversitat de microorganismes, entre els quals
destaquen llevats i bacteris, que poden provocar efectes beneficiosos i perjudicials en els
processos fermentatius i en la conservacio del vi. Els bacteris lactics sén microorganismes que
aporten grans caracteristiques sensorials i tenen la capacitat de conservar els productes a causa
de diferents metabolits, com ara les bacteriocines. Les bacteriocines sén peptids d’origen
ribosomal segregats al medi extracel-lular i tenen la capacitat d’inhibir el creixement d’altres

microorganismes.

L'espécie Lactiplantibacillus plantarum es troba en diferents ninxols ecologics i destaca per la
seva capacitat d’adaptacié. Aquesta especie és capac de produir diverses bacteriocines i, per
aquest motiu, es tracta d’'un model excel-lent per la investigacié. L'objectiu d’aquest treball és
estudiar si la soca C11 de Lactiplantibacillus plantarum és capag d’inhibir el creixement d’altres
bacteris lactics i comprovar I'efecte sobre la produccié de bacteriocines exposant-la a diferents

condicions.

Abstract

A wide variety of microorganisms take part during the process of winemaking, among which,
yeasts and bacteria stand out, as they can bring both beneficial and harmful outcomes to the
fermentative processes and wine conservation. The lactic bacteria are microorganisms which
provide great sensory characteristics and have the ability to preserve products due to different
metabolites, such as bacteriocins. Bacteriocins are peptides of ribosomal origin that are secreted
into extracellular environment and have the ability to inhibit the growth of other

microorganisms.

The Lactiplantibacillus plantarum species is found in different ecological niches and stands out
for its ability to adapt. This species is capable of producing various bacteriocins and, due to this,
is an excellent research model. The aim of this work is to study whether the C11 strain of
Lactiplantibacillus plantarum is capable of inhibiting the growth of other lactic bacteria and to
check for the effect on the production of bacteriocins by exposing it to a different arrangement

of conditions.



1. Introduccié

1.1.  Bacteris lactics

Durant I’elaboracid del vi, hi participen una gran diversitat de microorganismes, com els llevats
i bacteris. Els llevats de I'especie Saccharomyces cerevisiae sén els encarregats de dur a terme
la fermentacid alcoholica. Al final d’aquesta, té lloc la fermentacié malolactica desenvolupada
pels bacteris lactics que converteixen I'acid malic en acid lactic. Els bacteris lactics presents en
el vi pertanyen als géneres: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Oenococcus (Lonvaud-
Funel, 1999). Aquests bacteris comparteixen les seglients caracteristiques: son cocs o bacils
grampositius, immobils, anaerobics facultatius, no esporulen, necessiten un medi ric en
nutrients i sucres fermentables i la temperatura optima de creixement se situa entre 20 — 302C

(Krieger-Weber S. , Historia de las bacterias acio lacticas en el vino, 2016).

Els bacteris lactics depenent de la ruta o rutes que utilitzen per degradar els sucres es poden
diferenciar en homofermentatius o heterofermentatius (Taula 1). Els bacteris
homofermentatius transformen més del 85% de la glucosa o fructosa en acid lactic. En canvi, els
heterofermentatius a partir dels mateixos hidrats de carboni obtenen acid lactic, dioxid de
carboni, etanol i acid acétic. En el grup dels Lactobacillus es poden trobar els dos tipus de

metabolismes, per tant, aquests bacteris es divideixen en tres grups diferents:

- Grup I: homofermentatius estrictes, no s’ha detectat aquest grup en el vi;

- Grup Il: Heterofermentatius facultatius, no fermenten les pentoses i a partir d’una
molécula de glucosa formen dues molécules d’acid lactic;

- Grup lll: Heterofermentatius obligats, la fermentacid de la glucosa produeix acid lactic,

acid acetic, etanol i CO,. La fermentacid de les pentoses produeix acid acetic i acid lactic.

Els bacteris lactics es poden trobar en les fulles de la vid, en els raspons del raim, com també en
els equips de bodega. Estudis realitzats en diferents paisos indiquen que Oenococcus oeni és
I'espécie que es produeix principalment durant la fermentacié malolactica; Pediococcus
cerevisiae i Pediococcus pentosaceus, es pot trobar principalment després de la fermentacid
malolactica i en vins amb pH més alts; i Lactobacillus spp., es produeix, també, després de la

fermentacié malolactica (Wibowo, Eschenbrunch, Davis, Fleet, & Lee, 1985).



Taula 1. Llista d'espécies de bacteris lactics en els mostos de raim i el vi (Ribéreau-Gayon, Peynaud, &

Ribéreau-Gayon, 1975)

Heterofermentatius  facultatius | Lacticaseibacillus casei

. (grup 1) Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacils - - - - -
Heterofermentatius obligats (grup | Levilactobacillus brevis
1)) Lactobacillus hilgardii
Pediococcus damnosus
Homofermentatius Pediococcus pentosaceus
Pediococcus cerevisiae
Cocs

Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos)
Heterofermentatius Leuconostoc mesenteroides
spp. mesenteroides

En la Figura 1 es poden observar diverses etapes durant la vinificacié on hi ha diferents especies
de bacteris lactics que es poden produir (Krieger-Weber S. , Historia de las bacterias acio lacticas
en el vino, 2016). Els mostos, després del premsat, contenen una poblacié aproximada de 103 -
10* cél-lules/ml i les espécies principals son Lactiplantibacillus plantarum i Lacticaseibacillus
casei i en menor numero O. oenj i P. cerevisiae. De forma general, aquestes espécies no
acostumen a multiplicar-se i, durant la fermentacié alcoholica, moren a causa de la competéencia
amb llevats i la sensibilitat a antimicrobians enologics com el sulfurds i I'etanol. Al final de la
fermentacié alcoholica, I'especie O. oeni és I'Unica identificada, ja que les espécies de
Lactobacillus, Leuconostoc i Pediococcus desapareixen de manera progressiva o queden en
concentracions no detectables en vi. En condicions normals, un cop acabada la fermentacio, la
poblacié de bacteris lactics es troba en una fase estacionaria o laténcia durant 10 o 15 dies. En
la fase inicial de la fermentacié malolactica podem trobar un recompte de bacteris
d’aproximadament 10° cél-lules/ml. La poblacié, majoritariament O. oeni, comenca a créixer de
forma exponencial fins a arribar a 107 — 108 cél-lules/ml que posteriorment disminuira fins a 10°

cél-lules/ml (Lonvaud-Funel, 1999).



CFU/mI

Figura 1. Creixement dels bacteris lactics en el vi durant la vinificacid. Yeast: llevats (Krieger-Weber, Heras, & Suarez,

2020)

1.2. Fermentacidé malolactica

El terme “fermentacié malolactica” descriu la conversié enzimatica de I’acid L-malic en acid L-
lactic i CO, realitzada pels bacteris lactics un cop han crescut (Wibowo, Eschenbrunch, Davis,
Fleet, & Lee, 1985). Aquesta reaccio es tracta d’una desacidificacio biologica que constitueix una
de les principals capacitats metaboliques dels bacteris lactics i és de gran importancia en el
procés d’elaboracié del vi. 0. Oeni és, majoritariament, I'espéecie responsable de dur a terme la
fermentacié malolactica. Aquest procés es realitza mitjangant I'enzim malolactic (MLE) (Figura

2).

Oenococcus oeni

COOH
Ho-E-n o+ oo,
H_llf:- H Ho ::}:H "
lCDUH ’
Acid L-malic Acid L-lactic

Figura 2. Transformacid de I'acid malic per Oenococcus oeni. MLE: enzim malolactic

La conversio de I'acid L-malic a acid L-lactic realitzada per I’enzim malolactic permet obtenir
energia de forma indirecta. Tot i aix0, s’ha demostrat que la fermentacié malolactica
proporciona energia en forma d’ATP a les cel-lules bacterianes. La fermentacié malolactica es
duu a terme en tres etapes: ala primera etapa, un enzim especific de transport facilita I'entrada
de I'acid L-malic a la cél-lula bacteriana. En la segona etapa, I'enzim malolactic descarboxila I'acid
L-malic dins de la cél-lula produint acid L-lactic i CO, i augmentant el pH intracel-lular. En I'Gltima
etapa, I'acid L-lactic i el CO, sén expulsats per la cél-lula. Per cada molécula d’acid lactic que surt

de la cél-lula, un protd es desplaga fora d’ella. Aixo estableix un gradient de protons a través de
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la membrana cel-lular entre el citoplasma i el medi. Aquest gradient, combinat a una ATPasa
especifica de lamembrana cel-lular, facilita la produccié de I'energia necessaria per als processos
de transport en forma d’ATP (Cox & Henick-Kling, 1989; Cox & Henick-Kling, 1990; Henick-Kling,
1993; Henick-Kling, 1995; Versari, Papinello, & Cattaneo, 1999)

COOH

HO—CH L-Malate
L-Malate

Mled
. malolactic
NAD enzyme
an.

4/ L-lactate

Inside

co, + HO—C Ll-lactate
|
CHy

Figura 3. Bioquimica de la fermentacié malolactica (Betteridge, Garbin, & Jiranek, 2015)

1.2.1. Efectes de la fermentacid
Les conseqliencies positives i negatives del desenvolupament de la fermentacié malolactica

poden ser les seglients

1. Reduccid de I'acidesa total. Per cada molécula d’acid L-malic convertida en acid L-lactic,
mitjancant la fermentacié malolactica, es produeix una péerdua estequiomeétrica d’un
grup carboxil i la seva respectiva reduccid d’acidesa en el vi. Aquests efectes depenen
de la concentracié d’acid malic inicial, de la capacitat tampd del vi i del pH inicial
(Boulton, Singleton, Bisson, & Kunkee, 1999). La reduccié de I'acidesa del vi generada
per la fermentacié malolactica pot variar entre 1i 3 g/L, i el pH pot augmentarde 0,1 a
0,3 unitats (Davis, Wibowo, Eschenbrunch, & Fleet, Practical implications of malolactic

fermentation: a review, 1985).

2. Reduccio de la intensitat del color del vi. Existeixen diversos factors que s’associen a la
disminucié de la intensitat del color. L'augment del pH pot tenir una repercussié sobre
I’equilibri dependent del pH dels antocians. L'activitat glicosidasa dels bacteris lactics
també constitueix una potencial font de reduccié del color. Els antocians glicosilats
poden ser atacats enzimaticament per I'activitat glicosidasa i la glucosa alliberada per la
reaccié es pot convertir en una font d’energia pels bacteris. La reduccié del color ve

provocada per la precipitacio dels antocians alliberats. Per altim, el metabolisme que els
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bacteris lactics realitzen de carbonils, com ara l'acetaldehid, té influéncia sobre
I'equilibri i estabilitat dels components cromatics del vi (Vivas, Augustin, & Lonvaud-

Funel, 1997; Bartowsky, Costello, & Henschke, 2002)

Produccié de diacetil. Els bacteris lactics destaquen per la seva produccié de diacetil
(2,3-butanediona) que es caracteritza pel seu aroma a mantega i nou. El diacetil és
produit per O. oeni com a substancia intermedia en el metabolisme de I’acid citric. En
concentracions baixes, entre 1 i 4 mg/I, el diacetil és considerat desitjable, ja que aporta
un caracter sensorial mantegds, perd en concentracions elevades, entre 5 i 7 mg/|, el
diacetil es considera perjudicial per a la qualitat del vi (Rankine, Fornachon, & Bridson,

1969; Davis, Wibowo, Eschenbrunch, & Fleet, 1985)

Modificacié de les caracteristiques organoléptiques. La fermentacié malolactica pot
accentuar I'aroma afruitat del vi i la sensacié en boca. S’ha pogut veure un increment de
certs ésters, com lactat d’etil i acetat d’isoamil (Dittrich, 1987; Laurent, Henick-Kling, &
Acree, 1994). També s’ha pogut associar I'augment d’aromes afruitats a causa de la
reduccio d’aromes vegetals (Henick-Kling, 1993; Krieger, Henick-Kling, Fischer, Bach, &
Pickering, 2004). Pel que fa al cos del vi, s’"ha comprovat que afecta la percepcié de
I'acidesa, les sensacions tactils i augmenta la percepcié d’atributs com la untuositat

(Krieger, Henick-Kling, Fischer, Bach, & Pickering, 2004).

Estabilitat microbiologica dels vins. L'estabilitat és causada per I'empobriment de
nutrients o factors de creixement, I'elevada presencia en el medi d’inhibidors
microbians formats per bacteris lactics, que transmeten al vi una immunitat enfront

d’altres alteracions produides per microorganismes (Hidalgo, 2003).

Produccié d’altres compostos. Els bacteris lactics tenen la capacitat de metabolitzar
altres compostos que exerceixen una influéncia positiva o negativa sobre el perfil
sensorial del vi. Entre ells es troben els lipids, els aminoacids i macromolécules com els
péptids i proteines (Bartowsky & Henschke, 1995; Bartowsky, Costello, & Henschke,
2002; Liu, 2002). Algunes de les reaccions de deteriorament que s’han produit en el vi
s’han associat a l'activitat metabolica dels bacteris lactics, com ara l'augment de
I'acidesa volatil, la contaminacié amb mannitol i produccié excessiva de diacetil,

formacié d’acroleina i sintesi d’olors a gerani (Sponholz, 1993).



1.3. Components i factors del vi que afecten al creixement dels bacteris lactics

Existeixen diferents factors que determinen la velocitat de creixement dels bacteris lactics en el
vi. Els que tenen major influéncia sén etanol, pH, temperatura i la concentracié de sulfurds. Hi
ha altres factors que també poden determinar el creixement perd en graus inferiors i en certes

condicions.

1.3.1. Etanol

L’etanol és un agent molt toxic per la majoria de microorganismes. Com la major part d’ells, els
bacteris lactics son sensibles a I'etanol. Normalment, els bacteris aillats del vi s’inhibeixen a
partir d’un grau alcoholic d’entre 8 i 10% vol, tot i que pot variar depenent del génere, espécie i
soca (Ribéreau-Gayon, Peynaud, & Ribéreau-Gayon, 1975). De forma general, els cocs
(Pediococcus, Oenococcus i Leuconostoc) son els géneres de bacteris lactics més sensibles a la
preséncia d’etanol, mentre que Lactobacillus sén més resistents, poden arribar a desenvolupar-
se en un medi fins a 18-20% d’etanol (Hidalgo, 2003). De totes maneres, es pot dir que la
fermentacié malolactica es duu a terme més rapidament en vins amb un grau alcoholic baix, ja
que quan la concentracié és elevada, s’alenteix el creixement dels bacteris lactics i, com a

conseqtiéncia, la degradacio de I'acid lactic va més lenta (Peynaud, 1999).

13.2. pH

El pH és un altre factor primordial del vi. La majoria de bacteris, excepte els bacteris lactics, es
desenvolupen en pH que es troben al volant del neutral. Els bacteris lactics es desenvolupen de
forma activa a pH reduits, al voltant de 3,5. A pH inferiors (2,9 — 3,0) el creixement és possible,
pero sera més lent. En canvi a pH superiors (3,7 — 3,8) el creixement sera més rapid. Els vins amb
un pH relativament elevat presenten una microbiota lactica més abundant i variada que els vins
acids. Aquests vins es consideren microbiologicament més fragils perque entre els bacteris

presents, n’hi ha alguns que es consideren agents d’alteracié (Hidalgo, 2003).

A banda del creixement, el pH actua sobre I'activitat malolactica. L’activitat malolactica de les
soques de O. oeni és optima a un pH de 3,0 — 3,2 i fins a un maxim de 3,8. El rang habitual dels
vins pertany a la de la millor activitat malolactica de la cel-lula bacteriana. Tot i aix0, la velocitat
de la fermentacié no depen Unicament de I'activitat, sind de la quantitat de cel-lules presents

(Ribéreau-Gayon, Peynaud, & Ribéreau-Gayon, 1975).



1.3.3. Dioxid de sofre

El dioxid de sofre (SO,), en el vi, es troba en equilibri sota la forma lliure i combinada. La seva
eficacia com a antimicrobia i antioxidant esta relacionada amb la constitucié del vi i el seu pH.
La forma activa és el SO; molecular que depén de la concentracié del SO: lliure i del pH (Hidalgo,

2003).

La inhibicié dels bacteris, per una mateixa concentracié de SO, total, depén del poder de
combinacioé del vi que determina el SO; lliure restant i del pH que fixa el SO, molecular actiu.
Com a norma general, els bacteris es desenvolupen dificilment a partir de 100 mg/L de SO, i a
partir de 10 mg/L de SO lliure, tot i que varia depenent del pH i del tipus de soca. La sensibilitat
de les soques depen de les condicions del medi de creixement i de les possibilitats d’adaptacio
fisiologica.

Els cocs (Pediococcus, Oenococcus i Leuconostoc) son menys resistents a I'accié del sulfurés que
els bacils (Lactobacillus) (Lafon-Lafourcade & Peynaud, 1974). De la mateixa manera, les
especies de tipus “filamentds” que causen la malaltia del greix o del fil sén més resistents que la

resta de bacteris lactics.

1.3.4. Temperatura

La temperatura influeix en la velocitat de creixement de tots els microorganismes. L’activitat
cel-lular, i en conseqiliéncia el creixement, varia en funcié de la temperatura, segons la corba en
campana. Com més alta és la temperatura, menor és el temps de generacid. Aquesta corba varia
en funcio de I'espécie, la soca i el medi dins del qual es multipliquen els bacteris (Ribéreau-

Gayon, Dubourdieu, Donéche, & Lonvaud, 2003).

Les soques de bacteris lactics son mesofiles, és a dir, es multipliquen entre 15 — 4529C, pero el
creixement optim és de 20 — 372C. La temperatura optima de creixement de O. oeni es de 27 —
302C. Perd no és el mateix en un medi amb etanol. Quan augmenta I’etanol fins a un 13 — 14%,
la temperatura optima disminueix. El creixement és més lent quan la temperatura és baixa i és

quasi impossible quan es troba al voltant de 14 — 15°C.

La temperatura ideal pel creixement dels bacteris lactics és al voltant de 202C. Una temperatura

excessiva, disminueix la fermentacié malolactica, inhibint la biomassa bacteriana (Flanzy, 2000).
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1.3.5. Altres

L’accié dels compostos fenolics pot influir en el desenvolupament dels bacteris lactics. S’ha
pogut demostrar |'efecte inhibidor de I'acid vanillic, de les procianidines de les llavors, dels
elagitanins estimulants de I'acid gal-lic i de les antocianines lliures (Vivas, Bellemére, Lonvaud-
Funel, Glories, & Augustin, 1995). Entre els polifenols hi ha alguns favorables i altres
desfavorables pel creixement i I'activitat dels bacteris lactics. Pero el seu rol és secundari en

relacio amb els altres parametres.

L’oxigen també pot influir en la multiplicacié dels bacteris lactics en el vi. Els bacteris lactics es
comporten de diferent forma enfront de I'oxigen. Poden ser indiferents a la seva presencia,
acomodar-se millor en la seva abséncia (anaerobis facultatius), tolerar I'oxigen, perd no sén
capacos d’utilitzar-lo (aerotolerants) o poden necessitar oxigen per un millor creixement
(microaréfiles). També pot variar la soca en funcié del medi en el que es troba. O. oeni és el
bacteri que millor tolera les condicions d’estres del vi (Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Donéche,

& Lonvaud, 2003).

1.4. Bacteriocines

Els microorganismes produeixen una gran quantitat de sistemes de defensa microbiana. Aquests
inclouen antibiotics classics d’ampli espectre, subproductes metabolics, com ara I'acid lactic
produit pels Lactobacillus, agents litics com les lisozimes, diferents tipus d’exotoxines
proteiques, i bacteriocines, que son definides com a péeptids d’origen ribosomal que soén
segregats al medi extracel-lular. Les bacteriocines s’han pogut trobar en la majoria de bacteris.
La diferencia entre els antibiotics classics d’ampli espectre i les bacteriocines és que aquestes
ultimes tenen un espectre de letalitat relativament estret i sén toxics Unicament per bacteris

estretament relacionats amb la soca productora (Riley & Chavan, 2007).

La primera vegada que es va detectar una bacteriocina va ser I'any 1925 per André Gratia, qui
va observar la inhibicié d’algunes soques d’Escherichia coli per I'accié d’'un compost antibacteria
que va denominar colicina V, alliberat al medi extracel-lular per una soca virulenta de E. coli
(Oscériz & Pisabarro, 2001). El 1928 es va observar que algunes soques de Lactococcus produien
un efecte inhibidor del creixement d’altres bacteris lactics (Rogers & Whittier, 1928). EI 1993 es
va descobrir la nisina, la primera substancia antimicrobiana aillada dels bacteris lactics, produida
per soques de I'espéecie Lactobacillus lactis subespeécie lactis. La nisina és la bacteriocina millor
caracteritzada que s’utilitza com a conservant d’aliments i és una de les dues reconegudes per

la FDA (Food and Drug Administration). S’utilitza en la produccié de productes lactics com a
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additiu per prevenir alteracions ocasionades per bacteris gram-positius, com Clostridium,

Staphylococcus, Bacillus i Lysteria (Gonzalez-Martinez, Gémez-Trevifio, & Jiménez-Salas, 2003).

14.1.

Classificacio

El 1993, Klaenhammer va classificar les bacteriocines dels bacteris lactics, proposant quatre

classes principals (Rea, Paul Ross, Cotter, & Hill, 2011):

Classe | (bacteriocines post-traduccionalment modificades): també anomenat
lantibiotics, es tracten de peptids petits (<5 kDa) de membrana activa que contenen els
aminoacids inusuals com la lantionina o B-metil-lantionina i residus deshidratats. La
nisina es tracta de la bacteriocina més caracteritzada de la classe |. Aquest grup es
divideix en diferents classes

e Classe la: lantibiotics

e Classe Ib: laberintopeptines

e Classe Ic: sactibiotics

Classe Il (bacteriocines no modificades): es tracten de bacteriocines de mida petita
(<10 kDa), estables a la calor i no contenen lantionina, per tant, no hi ha modificacions
post-traduccionals. Aquesta classe es divideixen en diferents subclasses:

e Classe lla: bacteriocines similars a la pediocina que sén produides per una
amplia gamma de bacteris grampositius. En els Ultims anys, s’ha reconegut que
tenen potencial com a conservants naturals d’aliments i en possibles
aplicacions biomédiques a través de la inhibicié de bacteris patdogens com la
Listeria monocytogens i Staphylococcus aureus i bacteris formadors d’espores
com Bacillus cereus i Clostridium perfringens (Drider, Fimland, Hechard,
McMullen, & Prevost, 2006).

e Classe llb: bacteriocines de dos peptids

e Classe llc: bacteriocines circulars

e Classe lld: bacteriocines no modificades, lineals, no semblants a la pediocina

Classe Ill o bacterolisines: bacteriocines grans i termolabils
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Taula 2. Exemples de bacteriocines segons la classe a la que pertanyen (modificacié de Kumariya, i altres, 2019; Riley

& Chavan, 2007)

Classe Subclasse

Bacteriocina

Espécie productora

Nisina A Lactococcus lactis
2 Nisina U Streptococcus uberis
| b Mersacidina Bacillus spp.
Cinamcina Streptomyces cinnamoneus
Ic Lacticina 3147 Lactococcus lactis
Smb Streptococcus mutans
a Pediocina PAl Pediococcus acidilactici
Listeriocina 743A Listeria innocua
Lactococcina G Lactococcus lactis
| b Plantaricina NC8 Lactiplantibacillus plantarum
e Gassericina A Lactobacillus gasseri
Enterocina AS-48 Enterococcus faecalis
d Bactofencina A Lactobacillus salivarius

LsbB
Helveticina M
Helveticina J

Lactococcus lactis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus helveticus

1.4.2. Mecanisme d’accid de les bacteriocines

Existeixen molts estudis sobre la manera d’actuar de les bacteriocines, i la membrana ha sigut
I'objectiu clau de la majoria d’ells. Les bacteriocines provoquen la permeabilitat de la
membrana, que desencadena la fuga de compostos intracel-lulars i la dissipacié de la forca

motriu del protd.

La majoria de bacteriocines actuen sobre la membrana de cél-lules sensibles, desestabilitzant i
permeabilitzant mitjancant la formacidé de canals o porus ionics que dona lloc a la sortida de
compostos com el fosfat, potassi, aminoacids, ATP. Aixo disminueix la sintesi de macromolécules

i provoca, com a conseqliéncia, la mort cel-lular.

Les bacteriocines de classe |, com la nisina, és el mode d’accié dual (figura 4). La bacteriocina
s’uneix a la paret cel-lular mitjancant atraccions electroestatiques. Seguidament, la nisina
s’uneix al lipid I, principal transportador de les subunitats de peptidoglicans, i utilitza aquesta
molecula per ancorar-se a la membrana cel-lular. Després, la bacteriocina canvia la seva
orientacio en relacid amb la membrana i s’insereix dins d’ella. Finalment, la unié de diversos
péptids en el lloc d’insercié provoca la formacié d’un porus transmembranal que permet la
sortida de moléecules importants com aminoacids i ATP, el que porta a la bacteriocina a una

rapida mort cel-lular.
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Figura 4. Model de formacion de porus a la membrana citoplasmatica (Mondragdn Preciado, i altres, 2013)

Les bacteriocines de classe Il actuen desestabilitzant les funcions de la membrana cel-lular de
les cél-lules sensibles. | les bacteriocines de classe Il promouen la lisi de la paret cel-lular del

bacteri sensible (Mondragdn Preciado, i altres, 2013).

1.5.  Lactiplantibacillus plantarum

El genere Lactobacillus és el grup principal de bacteris lactics. Els lactobacils es poden aillar de
diferents ninxols ecologics i diferents estudis mostren les diferéncies en els seus nivells genétic
i fisiologic. Algunes espécies de Lactobacillus, com ara Lactobacillus delbrueckii o
Lacticaseibacillus rhamnosus, només es poden trobar en ninxols ecologics limitats, pero L.
plantarum, el podem trobar en productes lactics, verdures, carn, vi, tractes gastrointestinals,
vaginals... Aquest tret demostra la gran capacitat d’adaptacio i la diversitat de vies metaboliques
de L. plantarum. A més, aquesta especie participa en la fermentacio de productes lactics com el
formatge, quefir, xucrut, productes carnis fermentats, verdures fermentades i begudes (Seddik,

i altres, 2017).

L. plantarum té I'estatus de presumpcié qualificada de seguretat (QPS) de les Autoritats
Europees de Seguretat Alimentaria (EFSA) i I’estatus generalment reconegut com a segur (GRAS)
de I’Administracié de Drogues i Aliments de EE. UU. (US FDA) (Mongensen, i altres, 2002). Per
tots aquests trets, s’ha investigat a L. plantarum per caracteritzar millor les seves

caracteristiques de seguretat i desvelar els seus atributs probiotics.
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1.5.1. Bacteriocines produides per Lactiplantibacillus plantarum

L'espécie L. plantarum produeix una gran varietat de bacteriocines, anomenades plantaricines.
Entre elles podem trobar: plantaricina NA, produida per L. plantarum sp. d’origen vegetal;
plantaricina C19 produida per L. plantarum C19 aillat de cogombres fermentats; L. plantarum
C11 produeix dos bacteriocines de dos péeptids, plantaricina EF i plantaricina JK; la plantaricina
A indueix la produccid de les dues bacteriocines de dos péptids; les plantaricines S i T sén
produides per L.plantarum LCP010, aillat de fermentacions d’olives verdes; la plantaricina 149
produida per L. plantarum NRIC 149 i aillada de la pinya; i la plantaricina D es produida per L.
plantarum BFE 905 (Todorov, 2009).

2. Objectiu

L’objectiu principal del treball és comprovar si la soca de Lactiplantibacillus plantarum C11,
aillada a I'INCAVI, és productora de bacteriocina. I, a més, estudiar I'efecte sobre la seva
produccié exposant-la a diferents condicions (most, most en coinoculacié amb llevats). El motiu
per realitza 'estudi és per controlar microbiologicament els vins i evitar el creixement d’agents

bacterians no desitjats.

3. Materials i méetodes

3.1. Medis de cultiu
Per poder recuperar les soques de bacteris lactics i llevats, i per realitzar I'assaig, es van utilitzar
diferents medis de cultiu. Els medis utilitzats van ser: MRS, MLO, YPD i SA. La composicié de cada

un dels medis esta especificat en I’Annex 1.
A continuacid, es descriuen els medis utilitzats durant I’estudi:

- Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Sharlau): medi selectiu per I'aillament de bacteris
lactics. MRS es va utilitzar en una proporcié de 52 g/L. Aquest medi es va complementar
amb 10 g/L de fructosa, 25 mL/L de suc de tomaquet i 4 g/L de malic, obtenint aixi el
medi MRSmT. Un cop feta la barreja, es va ajustar el pH a 5 afegint entre 2-3 gotes de
NaOH 10N. La fructosa es va afegir perque alguns bacteris lactics tenen preferencia per
aquest sucre en comptes de la glucosa (Masqué, 1992). El suc de tomaquet es va utilitzar
perque conté una substancia derivada de I’acid pantoténic que actua com un precursor
vitaminic i afavoreix el creixement dels bacteris lactics (Amachi i altres, 1971). |, per

ultim, I'acid malic serveix per afavorir I'activitat de I’enzim malolactic (Masqué, 1992).
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El medi MRSmT també es va realitzar afegint nistatina i obtenint el medi MRSMTN. La
nistatina es tracta d’un antifdngic que s’utilitza per evitar el creixement de llevats. Abans
d’afegir la nistatina al medi, es va esterilitzar aigua destil-lada i es van introduir 0,05 g/L
de nistatina. El preparat es va col-locar al bany maria i seguidament es va afegir al medi
preparat.

El medi MRSMT es va preparar de forma liquida, solida (2,2% agar) i semisolida (1%

agar). El medi MRSmMTN només es va preparar de forma solida (2,2% agar).

- MLO (Sharlau): medi selectiu per I'aillament de bacteris lactics. MLO es va utilitzar en
una proporcié de 35,2 g/L. Aquest medi es va complementar amb 10 g/L de fructosa
obtenint el medi MLO T.

El medi MLO T es va preparar de forma liquida i solida (2,2% agar).

- Yeast extract peptone dextrose (YEPD) (Scharlau): medi ric per llevats. YEPD es va
utilitzar en una proporcioé de 50 g/L.

El medi YEPD es va preparar de forma liquida i solida (2,2% agar).

- Agar Sabouraud (SA) (Scharlau): medi ric per llevats. SA es va utilitzar en una proporcié

de 65,5 g/L. Aquest medi ja porta I'agar i, per tant, només es va preparar en medi solid.

3.2.  Microorganismes
Es van utilitzar soques indicadores i productores per poder detectar I'activitat antimicrobiana.
Algunes de les soques eren de la mateixa col-leccié d’'INCAVI, altres obtingudes de la CECT i altres

comercials.

3.2.1. Soques productores

El focus de I'estudi per la possible activitat antimicrobiana pertany a |’espécie Lactiplantibacillus
plantarum, en concret la soca C11. Aquesta soca va ser aillada a partir d’'un most de raim a la
zona sud de Catalunya i seleccionada en altres estudis realitzats a I'INCAVI de Reus amb la

col-laboracié del Departament de Bioquimica de la URV (Masqué & Bordons, 1996).

S’han realitzat diferents estudis amb la soca C11 en els quals s’ha pogut detectar una possible

activitat inhibitoria enfront d’altres soques de bacteris lactics (Masqué, i altres, 2008).
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En aquest estudi s’ha utilitzat la soca original C11 i diferents versions d’aquesta: C11 1-Step, C11
MBR 8, C11 MBR 7. Els tres ultims cultius provenen d’un procés industrial de produccié i s’han
utilitzat com a productores per comprovar si el procés influeix en la capacitat de produccié de

la bacteriocina.

3.2.2. Soques indicadores

Les soques indicadores s’han escollit a partir dels resultats obtinguts en el seu projecte
“Comprobacion de la capacidad de cepas de bacterias ldcticas aisladas de mosto de generar
bacteriocinas que afecten a otras cepas” realitzat per la Noelia Cuadrado, 2009. S’han intentat
recuperar aquells bacteris lactics que van ser inhibits per la soca C11. Tot i aix0, per problemes
durant el procediment i impediments per poder recuperar les soques, només s’han pogut

utilitzar quatre de les que va fer servir la Noelia en el seu treball.

Totes les soques utilitzades es recullen en aquesta taula on hi ha indicat el nom, I'espécie i

I'origen:

Taula 3. Llistat de bacteris lactics utilitzats com a soques indicadores.

Nom Espécie Origen
Alpha 1-Step Oenococcus oeni Comercial (Lallemand)
Lc 475 Lacticaseibacillus casei Coleccidn Espaniola de Cultivos Tipo (CECT)
Vitilactic D Oenococcus oeni Comercial (Martin Vialatte)
Soca D Oenococcus oeni INCAVI
Viniflora CH16 Oenococcus oeni Comercial (CHR Hansen)
VP41 Oenococcus oeni Comercial (Lallemand)
Viniflora CH11 Oenococcus oeni Comercial (CHR Hansen)
ML Prime Lactiplantibacillus plantarum Comercial (Lallemand)
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3.2.3. Llevats
Els llevats utilitzats en I'estudi es van fer servir per coinocular-los amb les soques productores.

A la taula seglient s’indiquen les soques de llevat utilitzades, 'especie i I'origen:

Taula 4. Llistat de llevats utilitzats per la co-inoculacié amb els bacteris lactics

Nom Espécie Origen
Persy Saccharomyces cerevisiae Comercial (Lallemand)
LT53 Lachancea thermotolerans Comercial (AB Biotek)
Lalvin Clos Saccharomyces cerevisiae Comercial (Lallemand)
Lalvin Rhéne 2056 Saccharomyces cerevisiae Comercial (Lallemand)
Awri Obsession Metschnikowia pulcherrima Comercial (AB Biotek)

3.3. Condicions de creixement
Les soques teoricament productores es van obtenir a partir de cultius en placai crioboles. Es van

sembrar en plagues amb medi MRSMT i MLO T.

Les soques indicadores es van obtenir a partir de crioboles i de cultius liofilitzats. Les obtingudes
a partir de crioboles es van sembrar en plagues amb medi MRSmT i MLO T. Les soques
obtingudes a partir de cultius liofilitzats es van sembrar en medi MRSmT i MLO T liquid i,

seguidament, es van sembrar en placa.

Els llevats es van sembrar en medi liquid YEPD i, a partir d’aqui, es va sembrar en placa en medi

YEPD.

3.4. Tincié Gram
La tincid de gram ens diferencia bacteris en dos grups: els bacteris grampositius sén els que
retenen la tincid blau-violeta i els bacteris gramnegatius son els que es decoloren i es tenyeixen

amb safranina (Beveridge, 2009).

A partir del cultiu de soques, es van preparar frotis i es va realitzar la tincié gram. Un cop tenyides
totes les mostres, es van observar al microscopi amb I'objectiu d’immersié de 100x10 augments.
Es va realitzar la tincié gram per comprovar que tant les soques productores com les indicadores
tenien la morfologia esperada, és a dir, que les espécies com Oenococcus fossin cocs i

Lactobacillus fossin bacils.
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3.5. Metode dels halos
Les soques indicadores recuperades es van sembrar en 5 mL de medi MRSmT liquid i les
productores es van sembrar en 5 mL de medi MRSmMT liquid o en most. A partir de les plaques,

es van agafar les colonies mitjangant una nansa i es van introduir en el medi.

Un cop van créixer els bacteris, es van centrifugar les soques productores a 8500 rpm durant 10

minuts. Es va agafar el sobrenedant, es va filtrar (porus de 0,22 um) i guardar a la nevera.

Per realitzar 'assaig, es van preparar plagues amb aproximadament 20 mL de medi MRSmT. Per
avaluar I'efecte inhibitori, es van introduir 4 gotes de 5 uL cada una amb dues de les soques
productores en cada placa. Es van col-locar de manera que no se superposessin entre elles. Es
van deixar assecar les gotes aproximadament 30 min i es van abocar 10 mL de medi MRSmT

semisolid sembrat amb 100 uL de soca indicadora (Hurtado, Reguant, Bordons, & Rozes, 2011).

Soca Sobrenedant — » Filtrar
productora —_— ——»  Centrifugar /
(c11)
8500 rpm
10 min

5 mL MRSmT
liquid

Pellet

Soca 30 min més tard
. —_—
indicadora E——
100 pL

5 mL MRSmT
liquid

Socaproductora  Soca productora
A B

Soca productora  Soca productora

8(2) Al2)

10 mL MRSmT
semisolid

Figura 5. Esquema del metode dels halos

3.5.1. Condicions d’estudi
Es van voler fer tres condicions d’estudi diferents, totes per duplicat. En primer lloc, es va
realitzar I'assaig en medi MRSMT de totes les soques indicadores per comprovar la inhibicié

enfront de les soques productores.

En segon lloc, es van inocular les soques productores de bacteriocina en most per comprovar si

en aquest medi s’inhibien les indicadores.

I, en tercer lloc, es van coinocular les soques productores amb llevats en most per comprovar si

existia I’efecte inhibitori.

Es van realitzar les tres condicions alhora, ja que es volia comprovar si el comportament de les

soques indicadores enfront de les productores era variable depenent del medi on es trobaven.
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3.5.2. Acid L-malic
En el most amb bacteris lactics i en la coinoculaciod, es va analitzar la concentracié d’acid malic

mitjancant I'analitzador multiparametric enzimatic (Miura 200, TDI).

3.5.3. Recompte de cél-lules viables en placa
Abans de realitzar I'assaig, es va fer un recompte de bacteris viables una vegada acabada la
fermentacié per conéixer des de quina poblacié partiem en cada una de les condicions amb les

soques productores i llevats.

Es van preparar diferents medis de cultiu MRSmT amb nistatina pels bacteris lactics i Agar
Sabouraud pels llevats. Les dilucions utilitzades pels bacteris va ser de 10 fins 107 i pels llevats

de 102 finsa 10™*

900 L solucién salina (2,5 g/L)

R S A (S R

107! 1072 1073 104 105 107

100 pL 100 L 100 pL 100 pl. 100 pL 100 plL
Zoow, \/ Joou, \/ 1N 1N b, w,

5 mL MRSmT J’ l i l l l
Nansa
Digralsky
\ ‘\_7 A
M ~ S ~

liquid
Bacteris lactics Llevats

Figura 6. Bateria de dilucions per realitzar la sembra pel recompte de bacteris i llevats

El recompte de bacteris també es va realitzar en els que estaven sembrats en medi MRSmT. En

aquest cas es va diluir més la mostra, de 107 fins 10°.

4. Resultats i discussio

4.1. Activitat dels diferents cultius de C11 per degradar 'acid malic i compatibilitat
entre els diferents cultius de C11 amb les diferents soques de llevats.

En les seglients figures es recullen, de les diferents condicions estudiades, els resultats de les

poblacions de bacteris i llevats al final de fermentar i la concentracié d’acid malic final. Es parteix

d’un acid malic inicial de 1,26 g/mL. Els resultats detallats es mostren en I’Annex 2.
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Figura 7. Resultat de la concentracié d’acid malic final i del recompte de bacteris i llevats de la soca C11

En aquesta primera figura hi ha representada la C11 sola en mosti en coinoculacié amb diferents
especies de llevats. Com es pot observar, la poblacié de bacteris és més elevada quan la C11 no
esta coinoculada. Per contra, amb la coinoculacié es veu una disminucié de la poblacié que
afecta la degradacié de I'acid malic. En el primer cas, la soca C11 és capa¢ de degradar I'acid
malic per complet, ja que no té cap competéncia en el medi i pot treballar sense problemes. Pel
qgue fa a la poblacid de llevats, es pot veure que hi ha més poblacié de les soques de
Saccharomyces cerevisiae (Rhone, Clos, Persy) que les no-Saccharomyces (LT53, Obsession) que
possiblement han tingut més dificultats d’adaptacio al medi. A més a més, la disminucié de la
poblacié de no-Saccharomyces ha provocat una major imposicié de la soca C11 en el medi

afavorint la degradacid de I'acid malic.
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Figura 8. Resultat de la concentracié d’acid malic final i del recompte de bacteris i llevats de la soca C11 1-Step
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En aquesta segona figura hi ha representada la C11 1-Step en most i en coinoculacié amb llevats.
En aquest cas també hi ha una poblacié de bacteris elevada quan la soca C11 1-Step no esta en
coinoculacid i una disminucid de la poblacié quan es troba coinoculada. La degradacié de I'acid
malic torna a ser completa quan la soca C11 1-Step es troba sola en el most. La dificultat de
degradacié augmenta considerablement quan es troba coinoculada amb Lachancea
thermotolerans (LT53) i Saccharomyces cerevisiae (Rhone) i aixd provoca una disminucio de la
poblacié de bacteris lactics. En tots els casos de coinoculacio, el bacteri lactic es veu amb més
dificultat per poder degradar completament I’acid malic, perd en coinoculacié amb

Metschnikowia pulcherrima (Obsesion) és capa¢ de degradar-lo un 98%.

C11 MBR 7
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Recompte de bacteris Recompte de llevats Acid malic

Figura 9. Resultat de la concentracié d’acid malic final i del recompte de bacteris i llevats de la soca C11 MBR 7

En aquesta tercera figura es veu representada la C11 MBR 7 en most i en coinoculacié amb

llevats. Com en els casos anteriors, la poblacié de bacteris lactics és més elevada quan la soca es

troba sola en el most. Tot i aixi, en aquest cas, no ha sigut capag de degradar al 100% I'acid malic
del medi. Es torna a fer evident que la C11 MBR 7 en coinoculacié amb Lachancea
thermotolerans (LT53) té més dificultats per degradar I’acid malic tot i tenir una poblacié més
elevada que la majoria de coinoculacions. Segueix predominant I’elevada poblacié de llevats

enfront de bacteris i I’elevada poblacio de Saccharomyces cerevisiae enfront no-Saccharomyces.
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Figura 10. Resultat de la concentracié d’acid malic final i del recompte de bacteris i llevats de la soca C11 MBR 8
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En aquesta quarta figura es veu representada la C11 MBR 8 en most i en coinoculacié amb

llevats. Aquest es un dels casos més excepcionals, ja que la poblacid més elevada de bacteris

lactics es troba quan la soca esta coinoculada amb els llevats. Tot i aix0, la degradacié de I'acid

malic en aquests casos segueix sent incompleta. Lachancea thermotolerans (LT53) torna a

dificultar més la degradacid de 'acid malic respecte la resta de llevats.
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Figura 11. Recompte de bacteris en totes les condicions estudiades

C11 MBR 8 + Obsesion

C11 MBR 8 + LTS3
C11 MBR 8 + Rhone

C11 MBR 8 + Clos
C11 MBR 8 + Persy

En aquesta figura es veu el recompte de bacteris de totes les condicions estudiades de la soca

productora (medi MRS, most i most en coinoculacié amb llevats). Per una banda, podem

observar que en medi MRS la poblacié de bacteris és més elevada, ja que es troben en unes
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condicions ideals de creixement. En most, en canvi, hi ha factors com I’etanol que suposen un
impediment per poder desenvolupar-se perqueé els bacteris lactics son sensibles a aquest agent.
Per altra banda, sembla que les soques C11 MBR 7 i C11 MBR 8, els cultius que provenen d’'un
procés industrial de produccio, sén els que més poblacié han donat en totes les condicions. La
C11 MBR 8 és la que sembla que és més tolerant a I'etanol, ja que ha sigut capag de
desenvolupar-se millor que les altres soques. |, per ultim, com ja s’ha comentat en les altres
figures, de forma general, excepte la soca C11 MBR 8, quan el bacteri lactic es troba en

coinoculacié la poblacié és inferior que quan es troba sol en el most.

4.2.  Produccio de bacteriocines en MRS, most i en most en co-inoculacid

El meétode dels halos d’inhibicid es va realitzar per coneixer si les diferents soques de L.
plantarum C11 eren productores de bacteriocines i inhibien el creixement de les soques
indicadores escollides. Per apropar-nos a la realitat, es va voler fer I'assaig amb most on només

es van inocular bacteris lactics i en most amb co-inoculacié amb llevats.

La primera vegada que es va realitzar |'assaig, les mostres de les diferents soques productores
es van centrifugar, pero el sobrenedant no es va filtrar. Quan va créixer la soca indicadora, també
havia crescut la productora. Per tant, no s’havien eliminat totes les cél-lules. En dues plaques es
van poder veure uns halos d’inhibicio (figura 12). No es pot assegurar que la inhibicié sigui
deguda per una bacteriocina, ja que hi ha creixement de la soca productora. Per tant, es possible

que la inhibicié s’hagi donat per competéncia de nutrients.

Figura 12. Plaques métode dels halos d’inhibicié. A: soca indicadora Lc 475 en medi MRS inhibida per la soca
productora C11. B: soca indicadora soca D en most inhibida per la soca productora C11 1-Step

Per comprovar si es tractava o no d’una bacteriocina, es va voler tornar a realitzar I'assaig filtrant

el sobrenedant. Passats uns dies, es va veure que no hi havia creixement, possiblement perque
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el cultiu estava mort, ja que feia molts dies que s’havia preparat. Per falta de temps, no es va

poder tornar a realitzar aquesta prova.

De totes maneres, es va tornar a realitzar 'assaig utilitzant altres soques de les quals
disposavem. Aquest cop es va filtrar la mostra per evitar el creixement de la soca productora i
eliminar la inhibicid per competéncia de nutrients. D’aquesta manera, si hi ha una inhibicid,
podem suposar amb més certesa que es tracta d’una bacteriocina. Els resultats obtinguts estan

representats ala Taula5i 6.

Taula 5. Resultats obtinguts de I’assaig realitzat en medi MRS i en most Unicament amb el bacteri lactic tedricament
productor.

L Inhibicié del creixement
Soca indicadora Soca productora

Medi MRS Most
C11 No No
Vitilactic D C11 1-Step No No
(Oenococcus oeni) C11 MBR 7 No No
C11 MBR 8 No No
C11 No No
Alpha 1-Step C11 1-Step No No
(Oenococcus oeni) C11 MBR 7 No No
C11 MBR 8 No No
Cl11 No No
VP41 C11 1-Step No No
(Oenococcus oeni) C11 MBR 7 No No
C11 MBR 8 No No
Cl11 No No
Viniflora CH11 C11 1-Step No No
(Oenococcus oeni) C11 MBR 7 No No
C11 MBR 8 No No
C11 No No
Viniflora CH16 C11 1-Step No No
(Oenococcus oeni) C11 MBR 7 No No
C11 MBR 8 No No
C11 No No
MLPrime

) o C11 1-Step No No

(Lactiplantibacillus
plantarum) C11 MBR7 No No
C11 MBR 8 No No
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Taula 6. Resultats obtinguts de I'assaig realitzat en most amb els bacteris lactics tedricament productors en co-
inoculacié amb els llevats.

Inhibicié de creixement

Soca indicadora Llevat
Cl1 C11 1-Step Cl11 MBR7 C11 MBR 8
Persy No No No No
Clos No No No No
VP41 —
) Rhoéne No No No No
(Oenococcus oeni) -
Obsesion No No No No
LT53 No No No No
Persy No No No No
Clos No No No No
Alpha 1-Step —
) Rhoéne No No No No
(Oenococcus oeni) -
Obsesion No No No No
LT53 No No No No
Persy No No No No
o Clos No No No No
Viniflora CH16 —
. Rhone No No No No
(Oenococcus oeni) -
Obsesion No No No No
LT53 No No No No
Persy No No No No
o Clos No No No No
Viniflora CH11 -
. Rhoéne No No No No
(Oenococcus oeni) -
Obsesion No No No No
LT53 No No No No
Persy No No No No
L Clos No No No No
Vitilactic D .
. Rhoéne No No No No
(Oenococcus oeni) -
Obsesion No No No No
LT53 No No No No
Persy No No No No
MLPrime Clos No No No No
(Lactiplantibacillus Rhéne No No No No
plantarum) Obsesion No No No No
LT53 No No No No

Com es pot observar en les taules, no ha aparegut cap inhibicié. Per tant, podem dir que les

soques indicadores estudiades no sén sensibles a la soca productora C11.

En el treball de la Noelia, les soques Vitilactic D i Alpha 1-Step si que s’havien inhibit. En el
procediment que va utilitzar per realitzar I'assaig no va centrifugar ni filtrar la mostra, per tant,

hi havia creixement de la soca productora. Com he indicat anteriorment, en aquest cas, no es
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pot assegurar que la inhibicié sigui deguda per la presencia d’una bacteriocina, ja que hi ha altres

factors que poden provocar una inhibicid, com podria ser competéencia de nutrients.

5. Conclusions i perspectives

Segons els resultats obtinguts s’ha pogut observar que en el medi MRS la poblacié de bacteris
lactics és més elevada, ja que es troba en les condicions ideals per desenvolupar-se. Quan els
bacteris lactics es troben en el most, tenen més dificultat per desenvolupar-se pero sén capacgos
de degradar completament I'acid malic del medi. En canvi, quan es troben coinoculats amb els
llevats, la dificultat augmenta degut a que existeix una competéncia i aix0 afecta a la degradacid
de I'acid malic. En totes les condicions estudiades s’ha pogut comprovar que les soques que
provenen d’'un procés industrial de produccid, C11 MBR 7 i C11 MBR 8, sén les més resistents i

les que han obtingut una poblacid més elevada.

Al realitzar I'assaig, per comprovar I'efecte antimicrobia de la soca C11 de Lactiplantibacillus
plantarum, es va veure que no era capac d’inhibir el creixement de les soques estudiades. Degut
als problemes que hi hagut durant I'assaig, no es pot concloure que la soca C11 no sigui
productora de bacteriocina. En un futur, s’hauria de tornar a repetir I'estudi utilitzant altres
soques com a indicadores. A més, s’hauria de comprovar si la inhibicié observada en les soques

Lc 475 i soca D era degut a la presécia d’una bacteriocina.
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7. Annexos

7.1. Annex 1

Composicio dels diferents medis de cultius utilitzats en I'estudi

MRS | g/L MLO g/L
Proteosa peptona 10 Triptona 10
Extracte de carn Extracte de llevat 5
Extracte de llevat Dextrosa 10

D(+)-Glucosa 20 Fructosa 5
Acetat de sodi 5 L-Cisteina HCI 0,5
Citrat de triamoni 2 Sulfat de magnesi 0,20
Sulfat de magnesi 0,20 Sulfat de manganés 0,05
Sulfat de manganés 0,05 Citrat d’amoni 3,5
Fosfat de dipotassi 2 Polisorbat 80 1
Polisorbat 80 1
YEPD g/L SA g/L
Peptona 20 D(+)-Glucosa 40
Extracte de llevat 10 Peptona de caseina
Dextrosa 20 Peptona de carn
Agar 15
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7.2. Annex 2

Resultats poblacié bacteris lactics i llevats, i de I'acid malic final.

Les cel-les amb color taronja s’han suprimit per realitzar la mitjana.

> Cl1
BACTERIS 101-2 107-3 107-4 Mitjana LLEVATS 107-5 107-6 101-7 Mitjana
C11 4,38E+06 4,38E+06 C11 0,00E+00
C11+Obsesion 8,35E+05 | 8,20E+05 8,28E+05 C11+QObsesion |2,20E+06 | 6,00E+06 4,10E+06
C11 + Rhone 3,00E+02 | 1,00E+03 6,50E+02 C11 + Rhone 8,16E+07 | 4,90E+07 | 1,00E+08 6,53E+07
C11 + Clos 7,06E+04 | 6,80E+04 | 9,00E+04 6,93E+04 C11 + Clos 6,97E+07 | 7,80E+07 | 6,00E+07 6,92E+07
C11 +LT53 6,78E+04 | 7,30E+04 | 1,40E+05 7,04E+04 C11 +LT53 3,20E+06 | 6,00E+06 4,60E+06
C11 + Persy 6,30E+03 | 6,00E+03 | 1,00E+04 6,15E+03 C11 + Persy 6,04E+07 | 4,50E+07 | 7,00E+07 6,52E+07
C11 C11 + Obsesion C11 +LT53 C11 + Rhone C11 + Clos C11 + Persy

Acid L-malic 0 0,04 0,15 0,47 0,25 0,25
Recompte de bacteris 4,38E+06 8,28E+05 7,04E+04 6,50E+02 6,93E+04 6,15E+03
Recompte de llevats 0 4,10E+06 4,60E+06 6,53E+07 6,92E+07 6,52E+07
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» C11 1-Step

BACTERIS 107-2 107-3 1074 Mitjana LLEVATS 107-5 107-6 107-7 Mitjana
Cl11 1-Step 8,95E+06 8,95E+06 C11 1-Step 0,00E+00
C11 1-Step+Obsesion | 1,40E+05 | 1,58E+05 | 1,60E+05 1,53E+05 C11 1-Step+Obsesion | 6,10E+06 | 1,10E+07 8,55E+06
C11 1-Step + Rhone 1,20E+03 | 4,00E+03 2,60E+03 C11 1-Step + Rhéne 5,17E+07 | 6,30E+07 | 8,00E+07 5,74E+07
C11 1-Step + clos 7,32E+04 | 8,60E+04 | 1,10E+05 7,96E+04 C11 1-Step + clos 5,40E+07 | 7,60E+07 | 1,00E+08 6,50E+07
C11 1-Step + It53 1,15E+04 | 3,00E+03 7,25E+03 C11 1-Step + It53 3,10E+06 | 4,00E+06 3,55E+06
C11 1-Step + persy 3,30E+03 | 2,00E+03 2,65E+03 C11 1-Step + persy 2,70E+07 | 3,60E+07 | 1,20E+08 3,15E+07

C11 C11 + Obsesion C11 +LT53 C11 + Rhone C11 + Clos C11 + Persy

Acid malic 0 0,04 0,15 0,47 0,25 0,25

Recompte de bacteris 4,38E+06 8,28E+05 7,04E+04 6,50E+02 6,93E+04 6,15E+03

Recompte de llevats 0 4,10E+06 4,60E+06 6,53E+07 6,92E+07 6,52E+07

» C11MBR7

BACTERIS 101-2 107-3 107-4 Mitjana LLEVATS 107-5 107-6 107-7 Mitjana
C11 MBR 7 1,20E+07 |  1,20E+07 C11 MBR7 0,00E¥00
C11 MBR 7+Obsesion 7,76E+06| 7,76E+06 C11 MBR 7+Obsesion | 1,70E+07 | 1,00E+07 1,35E+07
C11MBR7 + Rhone |2,40E+03 | 2,00E403 2 20E+03 C11 MBR7 + Rhéne | 1,23E+07 | 2,50E+07 | 1,70E+08 |  1,87E+07
C11MBR7+Clos  |593E+04 |8,60E+04 | 1,20E+05 | 7,27E+04 CI1MBR7+Clos  |1,55E+07 | 2,30E+07 e e
C11 MBR 7 + LT53 6,63E+05 | 8,90E+05 |  7,77E+05 CI1MBR7+LT53 | 2,10E+06 | 2,00E+06 Z,05E,06
C11MBR7+Persy |7,00E+03 |2,10E+04 | 1,00E+04 | 1,55E+04 C11MBR7+Persy [ESOESOM) 7,20E+07 | 7,00E+07 [ OETOR
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C11MBR7 |C11MBR7+ Obsesion |C11 MBR7+LT53|C11 MBR 7+ Rhone |C11 MBR7+ Clos |C11 MBR 7 + Persy
Acid malic 0,01 0,03 0,32 0,18 0,12 0,19
Recompte de bacteris 1,20E+07 7,76E+06 7,77E+05 2,20E+03 7,27E+04 1,55E+04
Recompte de llevats 0 1,35E+07 2,05E+06 1,87E+07 1,93E+07 7,10E+07
> C11MBRS
BACTERIS 101-2 107-3 107-4 Mitjana LLEVATS 107-5 107-6 107-7 Mitjana
C11 MBR 8 1,83E+07 1,83E+07 C11 MBR 8 0,00E+00
C11 MBR 8+Obsesion 3,72E+08 | 4,30E+08 4,01E+08 C11 MBR 8+0Qbsesion | 6,00E+05 | 3,00E+06 1,80E+06
C11 MBR 8 + Rhone 2,25E+08 | 3,80E+08 3,03E+08 C11 MBR 8 + Rhone | 7,91E+07 | 8,00E+06 | 5,00E+07 6,46E+07
C11 MBR 8 + Clos 2,88E+08 | 4,90E+08 3,89E+08 C11 MBR 8 + Clos 1,01E+08 | 3,40E+07 | 1,50E+08 1,26E+08
C11 MBR 8 + LT53 7,30E+08 | 1,14E+09 9,35E+08 C11 MBR 8 + LT53 2,72E+07 | 2,50E+07 | 2,00E+07 2,41E+07
C11 MBR 8 + Persy 1,45E+08 | 2,22E+08 | 2,60E+08 2,09E+08 C11 MBR 8 + Persy 8,27E+07 | 9,50E+07 | 1,00E+08 8,89E+07
C11 MBR 8 | C11 MBR 8 + Obsesion |C11 MBR 8 + LT53 |C11 MBR 8 + Rhone |C11 MBR 8 + Clos | C11 MBR 8 + Persy
Acid malic 0 0,04 0,15 0,09 0,06 0,03
Recompte de bacteris 1,83E+07 4,01E+08 9,35E+08 3,03E+08 3,89E+08 2,09E+08
Recompte de llevats 0 1,80E+06 2,41E+07 6,46E+07 1,26E+08 8,89E+07
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