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XIX CONGRESO SEM DE MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

Deteccién y cuantificacién de células viables de Brettanomyces bruxellensis en
vino por PMA-qPCR

Verénica Santos, Isabel Pardo y Sergi Ferrer

ENOLAB /ERI BioTecMed / IViSoCa Universitat de Valéncia, Espaiia
Veronica.Soares-Santos @uv.es; Sergi.Ferrer@uv.es

La contaminacién del vino por Brettanontyces es actualmente uno de los problemas con mayor relicve
en el sector enolégico ya que se considera que la presencia de esta levadura conlleva el detrimento de
las caracteristicas organolépticas del vino. Los métodos microbioldgicos cldsicos para el recuento de
células viables en mosto y en vino requieren al menos de 10 dfas. En el presente estudio, se ha
desarrollado un método rédpido y fiable para detectar y cuantificar células viables de Brettanomyces
bruxellensis por la incorporacién de monoazida de propidio (PMA) a la técnica de PCR cuantitativa:
PMA-qPCR, Los ensayos realizados confirman que esta metodologia es muy répida, robusta y

reproducible.

INTRODUCCION

Brettanomyces bruxellensis es una levadura
contaminante aislada del vino y otras bebidas
alcohélicas (Deak y col., 1996). En la industria vinica
esta descrita como la principal levadura responsable
de la formacién de fenoles volitiles en el vino y
ademds contribuye a la produccién de aminas
biégenas (Chatonnet y col.,, 1992 y Caruso y col,,
2002).

Los métodos tradicionales para, identificar estas
levaduras se basan en técnicas de cultivo en placa, que
tienen el inconveniente de ser tediosas y de conducir a
resultados inconsistentes, debido principalmente a la
dependencia de la condicién fisiolégica de los
microorganismos (Divol y col., 2005). Para la
deteccién selectiva de células vivas, se utilizan
agentes intercalantes del DNA como la monoazida de
propidio (PMA) para tratar la muestra previamente a

" la PCR cuantitativa (PMA-gPCR) (Rawsthorne y col.,

2009 y Elizaquivel y col., 2012). Por esta razén nos
hemos propuesto utilizar la técnica de PMA-qPCR
para detectar y enumerar células vivas y totales de B.

bruxellensis en muestras de vino, con la infencién de -

poder realizar un rdpido y eficiente control de posibles
alteraciones.

MATERIAL Y METODOS

Cepas utilizadas y preparacién de las suspensiones
celulares. La cepa de B. bruxellensis DSMZ 70726 Se
cultivé hasta obtener una concentracién final de 1x10°
células/mL en vino blanco y tinto previamente filtrados.
Tratamiento con PMA. Se utiliz6 una solucién de PMA
(Biotium) 20 Mm en dimetilsulféxido (DMSO) (Panreac).
El PMA se afiadi6 a las diferentes suspensiones celulares a
una concentracién de 6 pM. Las muestras se incubaron en
oscuridad durante 10 min y a continuacién se fotoactivaron
con PhAST Blue (GenIUL) durante 15 min.

Extraccién de DNA. La extraccién de DNA de I
suspensiones celulares se realizé con el kit de extraccid
Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO).
PCR Cuantitativa. Se utilizaron los cebadores DBRUXF
DBRUZXR descritos por Phister y Miles (2003). La mezcl
de reaccién (20 pL) contenfa 0,2 pM de cada cebador, 1.
Hot FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne)
2 pL del DNA extraido. Para la.amplificacién se usé u
termociclador C100™  Thermal Cycler, CFX96"
RealTime System (BioRad) con las siguientes condicione
50 °C durante 2 min, 95 °C durante 15 min, 39 ciclos ¢
amplificacién de 95 °C durante 30 s y 60 °C durante 1 mi
terminando con 60 °C durante 5 s y 95 °C durante 5 s, L
amplificaciones se realizaron por triplicado. Los valores ¢
cycle threshold (Ct) se calcularon mediante el soffwai
BioRadCFX Manager (version 2.1; BioRad).
Construccién de rectas patrén. A partir de los cultivos ¢
vinos blanco y tinto filtrados, se realizaron diluciom
seriadas para conseguir concentraciones de células viw:
desde 1x10* hasta 1x10® células/mL. Algunas suspension
realizadas del mismo modo se trataron a 100 °C durante :
min para la obtencién de células muertas. Todas 1
suspensiones se amplificaron mediante PMA-gPCR y
construyeron rectas patron.

Aplicacién de gPCR y PMA-qPCR en vinos reales. {
inoculd la cepa de B. bruxellensis DSMZ 70726 en vin

. reales tintos con 13 y 15 % de etanol (v/v) esterilizados p

filtracién, y se incubaron a 20 °C a lo largo de 20 dfas. !
evalué la cinética de crecimiento de la levadura mediante
recuento de totales y viables, usando las técnicas de gPCR
PMA-qPCR respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Comprobacién de la validez del método.

Se evalud la validez de la técnica de PMA-qPCR pa
identificar y cuantificar tanto cé€lulas vivas con
muertas de B. bruxellensis en muestras de vino blanc
y tinto. Para ello, se construyeron rectas patrc
aplicando esta técnica a suspensiones celulares «
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diferentes concentraciones de células, tanto vivas
como muertas, y obteniendo el respectivo valor de Ct
para las mismas (Figura 1).
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Figura 1 Rectas patrén generadas para evaluar la validez de la
cuantificacién de c€lulas vivas (puntos grises) y muertas (puntos
negro) de B. bruxellensis, mediante PMA-qPCR, en vino blanco
(A) y tinto (B). Los valores de Ct corresponden a la media de las 3
réplicas realizadas.

Para todas las suspensiones de células muertas, se
obtuvo un Ct muy préximo a 30 (similar al obtenido
para el control negativo), lo que indicé ausencia de
amplificacién en las mismas. Sin embargo, los valores
de Ct para las diferentes suspensiones de células vivas
oscilaron entre 15 y 27, obteniéndose una linealidad
adecuada (R2=0,99) en la cuantificacién de
concentraciones celulares entre 1x10° y 1x10°
células/mL., tanto para vino blanco como tinto.

Por tanto, las rectas patrén obtenidas para ambos tipos
de vino confirman la posibilidad de discriminar entre
células vivas y muertas mediante PMA-qPCR, y
ademds demostraron que permiten una buena
cuantificacion entre 1x10° y 1x10° células/mL
directamente en vino. CH

Cinética de crecimiento de B. bruxellensis en vinos
reales.

Las cindticas de crecimiento obtenidas mediante
QPCR y PMA-qPCR (Figura 2) revelaron que la
concentracién de células totales era superior a la de
células viables en todos los casos. El crecimiento de
B. bruxellensis resulté mayor en el vino con 13% de
étanol que en el vino con 15%. En el vino con 13% la
levadura comenzé a crecer a partir del tercer dia
mieniras que en el vino con 15% no lo hizo hasta el
floveno dia. Ademds, en el vino con 13 °C la levadura
logr6 alcanzar una poblacién final diez veces mayor

que en el vino con 15% para el tiempo de incubacién
establecido.
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Figura 2 Cinética de crecimiento de B. bruxellensis en vino tinto
con 13% y 15% de etanol (v/v), observada mediante gPCR
(células totales) (A) y PMA-qPCR (células viables) (B).

Los resultados obtenidos confirman la efectividad de
la técnica de PMA-gPCR para cuantificar al mismo
tiempo células vivas y muertas de B. bruxellensis en
vinos, resultando una excelente alternativa a los
métodos cldsicos (recuento en placa) por su rapidez y
eficacia, permitiendo diferenciar las células realmente
peligrosas (vivas) de las totales.
i
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Clonacién y caracterizacién de la proteina D2EK17 de Pediococcus

acidilactici CECT 5930 con actividad degradadora de tiramina.
Sara Cal]ejénl, Ramén Sendra?, Sergi Ferrer! e Isabel Pardo’

! ENOLAB, ERI BioTecMed / IviSoCa. Universitat de Valéncia, Sara.Callejon@uv.es, Isabel. Pardo @uv.es

? Departament de Bioquimica, Universitat de Valéncia, Espafia.

Las aminas bi6genas (AB) son compuestos toxicos que se encuentran en alimentos frescos y
fermentados con alto contenido de protefnas. La protefna D2EK17 de Pediococcus acidilactici CECT
5930 se identific6 y describi6 como una enzima tipo lacasa capaz de degradar AB. El gen cedificante
de la misma se obtuvo mediante amplificacién con cebadores disefiados a partir de la secuencia
publicada de esta enzima. El objetivo de este trabajo ha sido el clonaje y expresion en Escherichia coli
del gen que codifica para esta enzima. La proteina recombinante se caracteriz6 bioquimicamente
frente al sustrato canénico de las lacasas el dcido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS). Se obtuvieron las constantes cinélicas, el perfil térmico de esta enzima y se estudid el efecto
del pH y de posibles inhibidores de la actividad enzimdtica de la misma. Ademds, se investigd la
capacidad de degradacién de tiramina que exhibia esta enzima en diferentes condiciones de pH,
concentraciones de Cu, ABTS y diferentes temperaturas, La proteina recombinante exhibfa un intenso
color azul tipico de los enzimas que contienen cobre, El andlisis del espectro de absorcidn mostré el

perfil caracterfstico de las lacasas azules, corroborando que la proteina D2EK17 es una lacasa.

INTRODUCCION

Hasta la fecha, se han estudiado s6lo unas pocas
lacasas bacterianas, a pesar de que estas enzimas estdn
muy extendidas en las bacterias (Claus 2003).
Recientemente, Callejon y col. (2014) demostraron que
las bacterias de #cido ldctico (BAL) del vino poseen
lacasas de interés biotecnol6gico, ya que demostraron la
capacidad de éstas para degradar las aminas biogénas

(AB) en vino. Las AB son compuestos téxicos para la -

salud humana, ademds de que deprecian la calidad del
vino que las contiene. Estin presentes en algunos
alimentos frescos, pero también se producen durante la
fermentacién de los mismos por la descarboxilacion de
los aminodcidos precursores por los microorganismos.
En el trabajo de Callején y col. (2014) se describe el uso
de células de Pediococcus acidilactici CECT 5930 para
la degradacién de AB en vino y se identifica la proteina
responsable de ello. El objetivo de este trabajo ha sido la
clonacién del gen que codifica para esta protefna a fin de
llevar a cabo su caracterizacién bioquimica y el estudio
de su capacidad para degradar la tiramina en distintas
condiciones.

MATERIAL Y METODOS

Clonaje y expresién de D2EK17. La proteina se cloné en
células de E. coli BL21 (DE3) que posefan un pldsmido de
expresién pET28a y un pldsmido para asistir el plegamiento
(pGrO7). La expresién se indujo a baja temperatura
Koschorreck et al. (2008) afiadiendo 1mM de IPTG a 1L del
medio terrific broth (TB) suplementado con 2 mg/L de
arabinosa, 1mM de CuCl, y 50 pg/mL de kanamicina. El
extracto crudo se obtuvo por ruptura mecénica de las células
con perlas de vidrio de 106 pum, en el tampén de equilibrado
de la columna de purificacién a pH 7,5 (tampén fosfato

sédico 50 mM, NaCl 300mM y 20 mM de Imidazol. L
purificacién de la proteina se realizé mediante cromatograf
metélica de afinidad (Ni-NTA) para proteinas con colas
polihistidina, utilizando como eluyente tampdn fosfa
s6dico 50 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 250 mM.
Caracterizacién bioquimica. Se determiné la ma
molecular mediante electroforesis en 8% SDS-PAGE y
especiro de la protefna registrando la absorcién en
intervalo de 300-800 nm en tampdn fosfato sadico 50 mb
Se obtuvieron las constantes cinéticas de la enzima para
sustrato ABTS, y se estudié el efecto de la temperatura, pl
adicién de Cu (50-1000 uM), e inhibidores (1 mM duran
10 minutos) sobre la actividad enzimadtica. Los ensayos
realizaron en microplaca tomando 1 pL de una dilucién 1/,
de la enzima purificada en un volumen final de 100 pL.
tampén acetato SO0 mM que contenfa 5 mM ABTS, se mid
la AAbSgpg., durante 5 minutos, Para determinar el |
éptimo se usé el tampén citrato-fosfato (2,5-8). L
resultados se expresan como % de actividad enziméti
relativa respecto al valor médximo encontrado. La activid
enzimética se calculd como AADS 4./ At (Vo) excepto en
caso de la temperatura que se tomd Ia AbSgpum a los
minutos de iniciada la reaccién, y se normalizé frente
mdaximo obtenido.

Ensayos de degradacién de tiramina, Se ensayd
capacidad de degradaci6n de la tiramina usando 1 pL de
enzima en un volumen final de 100 uL de tampén acetato
mM que contenfa 150 mg/L de tiramina, 1 mM ABTS y |
uM de CuCl,, Para el estudio del efecto del pH se usé
mismo tampén que para el sustrato anterior y ademds
tampén carbonato-NaOH (9-10,5). Las reacciones
incubaron durante 24 h a 28°C, posteriormente
desproteinizaron por calor y se cuantificé la concentracion
tiramina mediante LC-FLD siguiendo el procedimie:
descrito en el trabajo de Callej6n et al. (2014). Los resultac
se expresan como porcentaje de degradacion respecto a
mezcla de reaccién sin enzima.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion bioquimica.

La proteina purificada mostré un color azul intenso
comin a todas las enzimas que contienen cobre. El
espectro de absorcién UV-visible mostré una banda
ancha a 575-600 nm con un pico a 590 nimn y un ligero
hombro a 330 nm.(correspondientes a los centros de
cobre T1 y T3 binuclear respectivamente), Xu et al.
(2007). El tamafio de la enzima determinada por SDS-
PAGE fue ~ 60 kDa (Figura 1).

Figura I: Gel 8% SDS-PAGE. Carrera 1: extracto no inducido, 2:
extracto inducido, 3: LMW marker (Amersham), 4-6: fracciones
eluidas en la purificacién, 7: extracto crudo antes de purificar.

La K, fue 422 mM y la V. obtenida fue 0.013
para el ABTS. El pH éptimo de actuacién fue 4 y la
temperatura 6ptima fue 28°C, la adicién de Cu no
aumentd la actividad de la proteina frente al ABTS.
La proteina retenfa al menos el 70% de su actividad
después de 10 minutos de incubacién a 65°C. La
adicién de inhibidores y quelantes metélicos produjo
cambios en la actividad enzimdtica como se puede
observar en la Figura 2.
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Figura 2: Efecto de la adicién de inhibidores sobre la actividad
enzimética de la lacasa recombinante de P. acidilactici CECT
5930 frente al ABTS.

Ensayos de degradacién de tiramina,

La temperatura éptima de actuacién de la enzima
frente a la tiramina fue 28°C, temperatura a la cual se-
degradé el 70% de la misma, sorprendentemente fue
capaz de degradar un 44% a 4°C. Se obtuvieron dos
pH 6ptimos de actuacién, 4 y 9,5 como se puede ver
en la Figura 3.
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Figura 3: Efecto del pH sobre el enzima recombinante frente a los
dos sustratos analizados.

La adicién de Cu aumentd la actividad del enzima

en un 5% independientemente de la concentracién
ensayad, por lo que se afiadieron 100 uM en el
tampén de reaccién. La adicién de ABTS a la mezcla
de reaccién aumentd la actividad enzimética
considerablemente, ya que actia como mediador, por
lo que se afiadié una concentracién de 1 mM al
tampén de reaccidn.
Este trabajo corrobora la actividad de la lacasa aislada
de P. acidilactici CECT 5930 frente a la tiramina.
Este hallazgo abre nuevas posibilidades para
disminuir los niveles de tiramina en vino y
posiblemente en otros alimentos, lo que supondrfa un
mecanismo para la mejora de la salubridad y la
calidad de éstos.
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Interacciones entre Saccharomyces cerevisiae y Lactobacillus plantarum
durante la vinificacion
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La especie Lactobacillus plantarum se encuentra de manera natural en mostos y vinos y también
puede ser inoculada durante la vinificacién como cultivo iniciador para inducir la fermentacién
maloldctica o acidificacién biolégica en los vinos. Para la inoculacién de bacterias licticas en la
vinificacién es importante tener en cuenta las interacciones que pueden establecer éstas con lag
levaduras, especialmente con Saccharomyces cerevisiae. Estas interacciones pueden ser tanto de
sinergia como de antagonismo y son altamente dependientes de las cepas de levaduras y bacterias
licticas envueltas. Por tanto, la eleccién de las cepas mds compatibles es un factor determinante. En
este estudio se ha confirmado la dependencia de cepa de este fenémeno y se ha demostrado Ia
efectividad de la acidificacion biolégica mediante la inoculacién de cepas de L. pi'anmrum
independientemente de la cepas de lﬂvadura y bacteria utilizadas en la vinificacion.

INTRODUCCION

Como alternativa a la acidificacién quimica y/o
fisica de los vinos se ha desarrollado un método
biolégico basado en la inoculacién en mosto de cepas
seleccionadas de L. planfarum, productoras de
elevadas cantidades de #cido ldctico por fermentacién
l4ctica (FL) a partir de los azicares del mosto (Lucio,
2014). Para la inoculacién de bacterias lacticas (BL)
durante la vinificacién es importante tener en cuenta
las interacciones que pueden tener lugar con las
levaduras fermentativas, tanto de sinergia como de
antagonismo, y que son altamente dependientes de las
cepas implicadas (Boidron, 1969). El objetivo de este
trabajo ha sido el estudio de la compatibilidad de 2
cepas de L. plantarum, previamente seleccionadas
para inducir acidificacién biolSgica en vinos, y 6
cepas comerciales de S. cerevisicge. Para ello se
observé tanto la dindmica poblacional de levaduras y
BL como la composicién quimica de los vinos finales

inoculados con todas las combinaciones de
levadura/BL.
MATERIAL Y METODOS

Cepas microbianas utilizadas. Se utilizaron dos cepas
de L. plantarum: E4607 y E4608, previamente
seleccionadas para inducir acidificacion bioldgica en vinos
(Lucio, 2014) y seis cepas comerciales de S. cerevisiae:
Uvaferm VN@®, Uvaferm VRB®, Lalvin K1™, Enoferm
M2™, Lalvin 46009 y Lalvin QA23™ (Lallemand).

Microvinificaciones. Se utilizé mosto blanco estéril |

suplementado con 0.3 g/L. de Nufrient VitEnd®, pH 3.5.
Dos matraces con 500 mL de mosto se inocularon con 2 x
10° UFC/mL de las cepas E4607 y E4608 respectivamente
y se incubaron a 28°C durante 3 dias. Después, cada cultivo
bacteriano se distribuyé en 7 matraces (50 mL/matraz). Seis

de éstos se inocularon con 2 x 10° UFC/mL de las 6 cepa
comerciales de levaduras, respectivamente. El matra
restante se utilizé como control de BL sin levaduras
Adicionalmente, otros 6 matraces con mosto se inocularo
con las seis levaduras, sirviendo como control de levadura
sin BL. Un matraz con mosto sin inocular sirvié com
control  adicional sin levaduras ni BL. La
microvinificaciones se realizaron por triplicado en matrace
Erlenmeyer y fueron incubadas a 28°C durante 15 dias.
Anailisis de la dinamica poblacional de lo
microorganismos. Para el recuento de BL se utilizaro
placas de MRS suplementado con cisteina (0.5 g/L)
Actistab (0.15 g/L), y para el recuento de levaduras plac:
de YPD (20 g/L de glucosa, 20 g/L. de peptona, 10 g/L d
extracto de levadura y 20 g/L. de agar). Las placas ¢
incubaron a 28°C durante 6 dias hasta observar coloni:
aisladas.

A particr de de las curvas de crecimiento de I
microorganismos inoculados en las microvinificaciones ¢
caleulé el pardmetro Area Bajo la Curva (ABC).
Composicién quimica de los vinos. La composici¢
quimica de las muesiras extraidas al final de k
microvinificaciones se analiz6 en un sistema HPL

. (Agilent 1200) con el fin de obtener las concentraciones ¢

aziicares, dcidos milico, lactico y cifrico, etanol y glicen
(Frayne, 1993). El pH de las muestras se midi6 con ¢
electrodo Sentix81 (WTW) acoplado a un pHmetro pH33!
(WTW).

RESULTADOS Y DISCUSION
Dindmica poblacional de los microorganismos

En cuanto a las BL, E4608 se mantuvo en mayt
poblacién en coexistencia con levaduras que E460

" Se observé una mayor poblacién de ambas cepas ¢

combinacién con las levaduras Uvaferm VN®
Uvaferm VRB®. Ambas BL disminuyeron més ¢
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poblacién en coexistencia con Lalvin KI™., La
combinacién mediante la cual se obtenia una. mayor
concentracién de BL durante la vinificacién era la de
E4608 con Uvaferm VN® o con Uvaferm VRB®
(Fig. 1A). La poblacién de todas las levaduras se
mantiene mds baja en coexistencia con BL. Este
efecto resulta mds acusado en las levaduras Uvaferm
VN®, Enoferm M2™ y Lalvin QA23™, y menos
acusado en las levaduras Uvaferm VRB®, Lalvin
KI1™ y Lalvin 4600® (Fig. 1B).

sinDL
con E4607
con E4608

A
1 B E4607

[=R T

)
==}

ABC (ua)

S eSO PSS
& &‘&#‘; f «ff @a& \g&?
yeﬁcey‘\ € "Qe"\?

Figura 1. Representacion del crecimiento de los microorganismos
durante las vinificaciones, expresado en ABC, A) Bacterias
ldcticas inoculadas, B) Levaduras inoculadas.

Composicion de los vinos finales

La composicion de los vinos no fue
significativamente diferente dependiendo de las
combinaciones de levadura/BL utilizadas, pero s
dependiendo de la inoculacién de BL. Los vinos
inoculados con BL mostraron elevadas cantidades de
dcido ldctico (10-12 g/L), menos 4cido citrico (0.2-0.3
g/L) (Figs. 2E y 2F) y menor pH (0.1-0.3 unidades)
que los no inoculados (Fig. 3). Ademds, éstos
completaron la FML, al contrario que los no
inoculados (Figura 2D). La capacidad fermentativa de
las levaduras no se vio afectada por la presencia de
BL, ya que la concentracién de azicares residuales
fue similar en todos los casos (Fig. 2A). En cambio, la
concentracién de etanol y glicerol resulté menor en
estos vinos (Figs. 2B y 2C). Esto fue debido a que los
aziicares metabolizados por las BL para la sintesis de
dcido ldctico no fueron utilizados por las levaduras
para la formacién de estos compuestos.

Estos resultados demostraron que los fendémenos
de antagonismo entre BL y levaduras dependen de
cepa. Sin embargo, la efectividad de la acidificacién
bioldgica mediante la inoculacién de cepas de L.
plantarum mno resulté comprometida en ninguna
combinacién de cepas utilizada..
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Fignra 2. Composicién quimica de los vinos obtenidos usando las
diferentes combinaciones levadura/BL, A) azicares residuales
(g/L), B) etanol % (v/v), C) glicerol (g/L), D) dcido mélico (g/L),
E) dcido léctico (g/L), F) dcido citrico (g/L).

4.0 Bl sinBL
3 E4607
E4608

unidades de pH

Figura 3. Valores de pH de los vinos finales obtenidos mediante
las diferentes combinaciones de levadura/BL.
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Un nuevo medio de cultivo para la produccion de cultivos iniciadores
maloldcticos de O. oeni

Carmen Berbegal, Yaiza Benavent-Gil, Isabel Pardo y Sergi Ferrer

ENOLAB. ERI BioTecMed/IViSoCa. Universitat de Valéncia, Dr. Moliner 50. Burjassot. Valencia
carmen.berbegal @uv.es; Sergi.Ferrer@uv.es

En este trabajo se presenta un medio de cultivo que permite obtener altos niveles de biomasa de
QOenococcus oeni aclimatadas al vino. Para ello, se ensayaron 27 medios de cultivo de composicién
diferente. Todos contenfan una base principal de moste y vino, y complementos nutricionales con el
fin de beneficiar el crecimiento bacteriano, como extracto de levadura, Tween 80, &cido mdlico y
zumo de tomate, pero con diferentes valores de pH, niveles de etanol y concentracién de mosto. Una
vez desarrollada Q. oeni en todos los medios de cultivo, se procedid a su inoculacién en vino tinto y se
estudié el consumo de dcido maélico mediante cromatografia liquida. Los resultados mostraron que el
medio de cultivo optimizado denominado OPM (Qenococcus Production Medium) permitfa la
obtencién de elevadas cantidades de biomasa de O. ceni (1x10° ufc/mL) y la adaptacién de las
bacterias a las condiciones del vino, consumiendo estas todo el 4cido mélico en 6 dias a un nivel de

inoculo de 1x10° ufc/mL.

INTRODUCCION

La fermentacién  maloldctica (FML) es
fundamental para la calidad del vino, especialmente
para los vinos tintos. Se trata de la transformacién del
dcido L-mélico procedente de las uvas, de un gusto
fuerte y dspero, en 4cido L-lictico, de gusto mds
agradable, liberandose ademds CO, (Kunkee, 1991).
Una de las estrategias utilizadas para controlar la
realizacién de la FML de forma adecuada, consiste en
la induccién de ésta con cultivos iniciadores
maloldcticos, que en general consisten en cepas de O.
oeni. Los medios de laboratorio utilizados para el
crecimiento de esta bacteria suelen producir unas
cantidades elevadas de biomasa, pero con una baja o
nula capacidad de acliimatacién al vino. El objetivo de
este trabajo fue el desarrollo de un medio de cultivo
liquido que consiguiera altas concentraciones de O.
oeni, y que al mismo tiempo aclimatara las células a
las condiciones del vino.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos. 0. oeni E5003 (Coleccién ENOLAB,
Universitat de Valéncia).

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento. Se
estudid el crecimiento de O. oeni E5003 en 27 medios de
cultivo (Tabla 1). Todos ellos contenfan de base: extracto
de levadura (5 g/L), infusién de zumo de tomate (23 mL/L),
Tween 80 (0.5 mL/L), 4cido L-médlico (3 g/L) y vino blanco
concentrado reconstituido (400 mL/L). A la base se le
afiadié mosto blanco comercial concentrado, el cual se
diluy6 4, 6 y 8 veces (576.5 mL/L), el pH se ajusté a 3.8, 4
y 4.5 y el grado de etanol a 4%, 6% y 8% (v/v). O. oeni
E5003 se cultivd previamente en MLO (Zuiiiga y col,,
1993) hasta alcanzar la fase estacionaria y se inoculd en los
27 medios de cultivo a una concentracién final de 1x10°
ufe/mL. El crecimiento bacteriano fue determinado

midiendo la densidad éptica a 600 nm durante 7 dfas a 28
°C. La curva de crecimiento fue transformada en un valor
de 4rea bajo la curva (ABC) (Gagnon y col, 1998)
mediante el programa GraphPad Prism 5. El anglisis
estadistico de los datos fue llevado a cabo mediante el test
ANOVA y post-hoc de Tukey con el programa SPSS
Statistics 19.

Tabla I: Combinacién de factores (mosto, etanol y nivel de pH)
de 27 los ‘medios de cultivo utilizados para el cultivo-de O. oeni
E5003.

MEDIO MOSTO | ETANOL pH
¥ 1/4 4 38
2 1/4 4 4
3 1/4 4 4.5
4 1/4 6 3.8
3 1/4 6 4
6 174 6 4.5
7 174 8 3.8
8 174 8 4
0 1/4 8 4.5
10 1/6 4 3.8
11 1/6 4 4
12 1/6 4 4.5
13 116 6 3.8
14 1/6 6 4
15 1/6 6 4.5
16 1/6 8 .38
17 1/6 8 4
18 1/6 8 4.5
19 1/8 4 3.8
20 1/8 4 4
21 1/8 4 4.5
22 1/8 6 3.8
23 1/8 6 4
24 1/8 6 4.5
25 1/8 8 3.8
26 1/8 8 4
27 18 8 4.5

Fermentacion maloldctica en vino. Las células que
alcanzaron un valor de ABC superior a 2 en los medio!
anteriores se inocularon en vino filtrado para determinar I
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-acﬁm'dad malolctica. Se inocularon a razén de 1x10°
ufc/mL. La composicién del vino fue: 12% (v/v) de etanol,
(1.0 g/L de azdcares, 3.0 g/L de dcido milico.y con un ni_vel
de pH de 3.5. La FML se realizé a 28 °C y se monitoriz6

eriédicamente a través de la cuantificacién de #cido
mdlico siguiendo la metodologfa descrita por (Frayne,

1986)-
RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del nivel de pH, grado de etanol y
concentracion de mosto sobre el crecimiento

El crecimiento de la cepa O. oeni E5003 en los 27
medios de cultivo se muestra en la Figura 1. Se
observé que cuando el mosto blanco concentrado se
diluy6 4 veces (medios 1-9) el crecimiento era inferior
que cuando se diluia 6 (medios 10-18) u 8 veces
(medios 19-27). En todos los -casos, el crecimiento a
pH de 4.5 result6 en un mayor valor de ABC que a
pHs inferiores. Bl mayor crecimiento se obtuvo con el
medio 12, que contenia €l mosto diluido 6 veces, un
grado de etanol del 4% (v/v) y un nivel de pHde 4.5 y
el menor desarrollo se obtuvo en el medio 7, con el
mosto diluido 4 veces, un grado de etanol del 8%
(v/v) y un nivel de pH de 3.8.

PR

Aran bajo la curva (ABC)

.= HEH
¥y ELe PEFLLIE L FNP
Medio

SRR P

Figura I: Valores de ABC de 0. oeni ES003 en los 27 medios de
cultivo tras la incubacién 7 dias de incubacién a 28 °C.

El andlisis de los datos mediante el test ANOVA
mostré que las diferencias eran significativas (p<0.05)
para para la dilucién del mosto, la concentracién de
etanol y el nivel de pH y para las interacciones
dilucién de mosto-etanol y dilucién de mosto-pH.
Mediante el test post-hoc de Tukey se agruparon los
medios en los que la bacteria presentaba un
crecimiento similar. De todos ellos se descartaron
aquellos que presentaron una ABC inferior a 2 (1, 2,
4,5,17, 8, 16, 17 y 25). Los 18 cultivos restantes se
inocularon a vino tinto para determinar la actividad
maloldctica. '

Actividad maloléctica en vino tinto

Se encontraron diferencias en la actividad
maloldctica de O. oeni E5003 en los vinos inoculados
con células procedentes de distintos medios de cultivo
(Figura 2). Las diferencias en la actividad maloldctica
dependian principalmente del valor de pH del medio

de cultivo de procedencia. Los cultivos procedentes de
medios de pH de 4.5 presentaron un menor consumo
de 4cido mdlico. Por el contrario, los cultivos
procedentes de un medio con un pH de 3.8 eran
capaces de consumir el dcido malico en 6 dfas. Estos
resultados pueden relacionarse con el hecho de que
este pH es mds similar al pH del vino en el que se
inocularon y por tanto las células estaban més
adaptadas. De los 18 cultivos, los procedentes de los
medios 10, 13, 19, 22 y 26 (Figura 2) consumieron el
100% de dcido malico en 6 dfas.

o

£

Consumo dcide milico (%)
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Figura 2; Consumo de dcido mdlico (%) a los 6 dias en vino tinto
por de Q. oeni E5003 previamente cultivada en los distintos
medios de cultivo. .

CONCLUSIONES

Aunque enfre estos cultivos no se observé una
diferencia significativa (p<0.03) en el crecimiento de
O. oeni E5003 (Figura 1), se escogié el medio 10 por
ser en el cual la bacteria present6 el mayor valor de
ABC. Este medio de cultivo, denominado Qenococcus
Production Medium (OPM) era el que contenia el
mosto diluido 1/6, un grado de etanol de 4% y un
nivel de pH de 3.8. El cultivo de las células en OPM
permite obtener una poblacién de O. oeni de 1x10°
ufe/mL en 7 dias de incubacién a 28 °C y una buena
actividad maloldctica al ser inoculado en vino en una
concentracién final de 1x10° ufc/mL, consumiendo el
100% de 4cido mélico en 6 dfas.
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Efecto de distintos factores enoldgicos sobre el crecimiento de cepas de

Oenococcus oeni aisladas de mostos y vinos
L.E. Cruz-Pio, Y. Benavent-Gil, S. Ferrer e 1. Pardo

ENOLAB Departamento de Microbiologia i Ecologia, Universitat de Valéncia, Espafia
Liz.Cruz@uv.es, Isabel. Pardo@uv.es

La especie que mejor tolera las condiciones estresantes del vino es O. oeni y por ello se ha empleado
para la fabricacién de cultivos malolicticos comerciales. Los objetivos del presente trabajo fueron 1)
evaluar el efecto de distintos valores de pH, etanol y SOz sobre el crecimiento de 104 cepas de la
coleccién ENOLAB aisladas de diversas etapas de la vinificacion, y 2) establecer si existen relaciones
entre la capacidad para crecer en condiciones enoldgicas y la fase de aislamiento de las mismas: del
principio o del final de la vinificacién. Se determinG la resistencia o sensibilidad de las cepas a estas
condiciones mediante cuantificacién del crecimiento como el valor de 4rea bajo curva (ABC) y se
lev6 a cabo un andlisis estadistico mediante ANOVA de una via y un post hoc Tukey B. Las cepas
218, 219, 223, 225, 2268M y 504 aisladas de etapas tardias de vinificacién, mostraron valores de
ABC mds altos que la media frente al pH, etanol y SOz En general, las cepas aisladas de mosto
mostraron menores ABC para los 3 factores ensayados. Se observé que existfa una relacién
estadisticamente significativa entre la fase de aislamiento y la resistencia y/o sensibilidad de las cepas

de O. oeni al pH, etanol y SO,.

INTRODUCCION

De todas las especies de bacterias ldcticas
asociadas a la vinificacién, la especie que mejor tolera
las condiciones estresantes del vino es Oenococcus
oeni y por ello se ha empleado para la fabricacién de
cultivos maloldcticos comerciales (Ribéreau-Gayon y
col., 2006). Se ha demostrado que existe una sucesién
de cepas de O. oeni alo largo de la FA (Renouf y col.,
2009) de manera que cepas que se hallan en mosto
desaparecen en el vino y viceversa. Los principales
factores que influyen en el desarrollo de O. oeni en
vino son el pH, el etanol y el SO,, presente en el
mismo (Britz y Tracey 1990).

Los objetivos del siguiente trabajo fueron 1)
evaluar el efecto de distintos valores de pH, etanol y
S0, sobre el crecimiento de 104 cepas de la coleccién
ENOLAB aisladas de diversas etapas de Ia
vinificacion, y 2) establecer si existen relaciones entre
la capacidad para crecer en condiciones enolégicas y
la fase de aislamiento de las mismas: del principio o
del final de la vinificacién, '

MATERIAL Y METODOS

Las 104 cepas de O. ceni estudiadas forman parte de la
coleccién del grupo ENOLAB (Universidad de Valencia).
Estas cepas proceden de mostos y de vinos. Para evaluar la
capacidad de crecimiento a distintos valores de pH (2.9,
3.2, 3.5, 3.7 y 4.0), concentraciones de etanol (10, 12, 14,
15 %) y SO, (0, 30, 40, 50, 60 y 70 mg/L) se utilizé un vino
sintético descrito por Cruz-Pio (2012). Previamente a la
inoculacién, las cepas se preadaptaron al vino creciéndolas
en el medio descrito por Berbegal (2014). La condicién
estindar con la que se compararon los crecimientos en las
condiciones de ensayo fue un vino con 10 % de etanol, pH

3.7y 0 mg/L de SO,. El nivel del inculo fue del 1 % y se
incubaron a 28 °C durante 12 dias. El crecimiento se
cuantificé espectrofotométricamente a 600 nm cada 3 dias,
Los valores de D.O. obtenidos se transformaron en valores
de Area Bajo la Curva (ABC) utilizando el software
GraphPad Prism. Este método se basa en el cdlculo del 4rea
total que hay debajo de la curva de crecimiento (Gagnon y
Peterson 1998). Para el andlisis estadistico, se utilizé e]
software IBM SPSS19. Las diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.05) entre las medias de cada valor
ABC en cada condici6n de estudio se corroboraron con un
ANOVA 'y el post hoc Tukey B. Ademés, para conocer qué
variables explican resultados, se utilizé el Andlisis de
Componentes Principales (ACP).

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen diferencias importantes entre las cepas en
la capacidad de crecimiento en etanol, pH y SO, de las
cepas. La mayorfa de ellas fueron capaces de crecer en
todas las concentraciones de etanol ensayadas, aunque
el valor de ABC disminuia conforme aumentaba la
concentracion del mismo. Un efecto similar
encontraron Garcia-Alegria y col. (2004) al estudiar
cepas de la misma especie. En cuanto al efecto de SO,
las cepas fueron capaces de crecer sdlo hasta una
concentracién de 50 mg/L de SO,. Estos hallazgos
coinciden con los obtenidos por Guzzo y col. (1998)
quienes reportaron que (. oeni era capaz de sobrevivir
a concentraciones de entre 30 y 50 mg/L de SO.
Ademds, a medida que la concentracién de SO, se
incrementaba se observé una disminucién del valor de
ABC de O. oeni. En cuanto al factor pH, nuestras
cepas mostraron menores valores de ABC a los pH
més 4cidos. Nuestros resultados coinciden con los
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gbtenidos por Guzzo y col. (2002) y Guzzon y col.
(2009) quienes observaron un crecimiento limitado de
0. oeni a pH menores a 3.5. Las cepas que mostraron
mayores valores de ABC frente al etanol, pH y SO,
feron la 219, 218, 2265M, 225, 223A y 504,
procedentes de vino. Y la que exhibié menores
valores de ABC fue la FS24, procedente de mosto.

A los valores de pH mds bajos (29 y 3.2),
concentraciones mds altas de etanol (14 y 15 %) y SO,
(60 y 70 mg/L) ejercen el efecto inhibidor sobre el
crecimiento de las cepas aisladas de mostos (Los datos
no se muestran). Los resultados del ACP observamos
que Tos componentes 1, 2 y 3 explican conjuntamente
el 95.5 % de la varianza total de los datos de ABC de
las cepas de mosto, aunque la contribucién de cada
componente es diferente (Figura 1).
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Figura I: Representacién grafica del efecto de 15 condiciones de
ensayo sobre las cepas de O. oeni procedentes de mostos en el
espacio factorial rotado. Componente 1 (®); Componente 2 (<);

Componente 3 (0).
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Figura 2: Grifico de componentes rotados del efecto de 15
condiciones de ensayo sobre las cepas de O. oeni procedentes de
vinos. Componente 1 (0); Componente 2 (O),

En cuanto a las cepas aisladas de vinos, el
crecimiento se ve muy limitado a los valores mds

bajos de pH (29 y 3.2) y en las mis altas

concentraciones de SO, (60 y 70 mg/L). Ademds
parece que el etanol compromete menos el

crecimiento de este grupo de cepas que el de las de
mostos (los datos no se muestran). Los resultados del
ACP observamos que los componentes 1 y 2 explican
conjuntamente el 85.8 % de la varianza total de los
datos de ABC (Figura 2).

En. general las cepas més resistentes a los
pardmetros ensayados pertenecen al estadio tardio de
la vinificacién como se puede apreciar en la Figura 3,
donde el ACP crea 2 nuevas variables que explican la
variacién de los valores de ABC de las cepas de O.
oeni en las condiciones ensayadas. No existen cepas
que resistan igualmente bien al etanol, pH bajos y al
S0;. Ello se confirma porque en la Figura 3 aparece
una zona (sombreada en la figura) vacfa de cepas en
los espacios que corresponden a pH bajos (valores
altos del factor 2), altas concentraciones de etanol y
S0, (valores altos del factor 1).
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Figura 3: Representacién grifica de 2 nuevas variables creadas
por el ACP que explican la variacién en el crecimiento de las
cepas de O. oeni procedentes de estadios tempranos (mostos) y
tardios (vinos).
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Evaluacion del efecto antimicrobiano de nanoparticulas frente a levaduras

enologicas
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El objetivo del presente trabajo es evaluar la accién antimicrobiana de nanoparticulas de diversos
metales sobre levaduras asociadas en el proceso de vinificacién y determinar la posibilidad de su
utilizacién en mostos/vinos para controlar las poblaciones de este tipo de microorganismos. Se ha
estudiado el efecto sobre el crecimiento de cuatro concentraciones de tres nanoparticulas compuestas
de zinc, plata y una mezcla de plata y cobre, respectivamente. Dado que los efectos de los
antimicrobianos dependen de la concentracién de microorganismos, se ha evaluado la accién de las
nanoparticulas sobre dos concentraciones de levaduras: 10* y 107 ufc/mL. Se ha observado que que el
tipo de nanoparticula que impide el crecimiento de la gran mayoria de las levaduras ensayadas es la
que contiene los dos metales plata/cobre. Igualmente, se ha puesto en evidencia que el efecto de las
nanoparticulas depende de la concentracién de células ensayadas y de la concentracién de la
nanoparticula ensayada. La nanoparticula de plata impide el crecimiento de la mayoria de las
levaduras cvuando se inoculan a bajas concentraciones de células, sin embargo, a la concentracion de
indculo mds elevada sélo se consigue controlar o minimizar el crecimiento cuando se emplean las
concentraciones mas altas (0.05 y 0.025 pg/mL), Las nanoparticulas de zinc no tienen efecto
antimicrobiano notable sobre el crecimiento de ninguna de las levaduras ensayadas a ninguna de las

concentraciones probadas, ni a baja ni a alta concentracién de células.

INTRODUCCION

La aplicacién de la nanotecnologia ha sido objeto
de un amplio desarrollo principalmente en sectores
como las telecomunicaciones, automocidn, medicina,
industria aeroespacial, etc., y actualmente en la
industria alimentaria (FSAI, 2008; Uriarte y Bald,
2008). Estudios recientes han demostrado que las
nanoparticulas de plata, cobre y éxido de zinc tienen
efecto antimicrobiano sobre un amplio espectro de
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas y que,
ademds, presentan actividades antifiingicas y
antivirales (Borkow y Gabbay, 2009; Marambio-Jones
y Hoek, 2010).

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron cuatro concenftraciones de nanoparticulas
(Tabla 1) que contenian una concentracién del metal
correspondiente inferior o igual al permitido por la
legislacién.

NANOPARTICULAS | CONCENTRACIONES del metal ( ug/ml)
0o 1 2 3 4
ZINC 0 5 25 | 1,25 | 0a2s
PLATA/ COBRE 0 o1 | 005 | 002 | o001
| PLATA o | 005 | oo2s | 001 | 0005

Tabla 1. Concentraciones expresadas en pg/mL utilizadas en los
ensayos de cada nanoparticula ensayadas. * Cddigos numéricos
usados en la Tabla 2.

Microorganismos testados. Se ensayaron 2 cepas de las
siguientes especies Brettanomyces bruxelensis (ENOLAB
4945, AQ928), Zigosaccharomyces bailii (ENOLAB
5205, ENOLAB 4975), Hanseniaspora uvarum (CECT
10389, CECT 1444), Pichia andmala (CECT 1114, AQ
2421) y Saccharomyces cerevisine (ENOLAB 4404,
ENOLAB 5019) y una cepa de las especies
Schizosaccharomyces  pombe  (CECT  10685) y
Saccharomyces paradoxus (AQ 2156).

Medio y condiciones de crecimiento. Las levaduras se
crecieron en medio liquido YPD (glucosa 20 g, extracto de
levadura 10 g, peptona micolégica 20 g/por litro). Las
nanoparticulas procedian de la empresa Nanocustom. Los
ensayos se realizaron en medio OPM (Berbegal, 2014). El
medio con las nanoparticulas se distribuyd a razén de 200
uL/pocillo en microplacas de 96 pocillos. Las levaduras,
precultivadas en YPD liquido, se inocularon a dos
concentraciones: 1x10% y 1x10” ufe/mL) y se incubaron en
agitacion a 28 ° C durante 30 dias. El crecimiento se
determiné mediante lectura de la D.O.go00m dos veces al dia.
Para determinar si la D.O. del medio con nanoparticula
evolucionaba con el tiempo se incluyeron en la microplaca
pocillos con medio OPM con las diferentes concentraciones
de nanoparticula pero sin inéculo de levaduras. A partir de
las cinéticas de crecimiento obtenidas en cada caso, se
determinG el Area Bajo Curva (Berbegal, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas de zinc no inhiben el
crecimiento de ninguna de-las levaduras a ninguna
concentracién de inéculo. Las nanoparticulas de plata
inhiben el crecimiento de todas las levaduras cuando
la concentracién del inéeulo es de 1x10* ufe/ mL, a
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excepcion de Z. bailii ENOLAB 4975 y S. pombe
CECT 10685. Z. bailii ENOLAB 4975 sélo es capaz
de crecer a una concentracién de 0.005 pg/mL,
aunque su crecimiento se reduce en un 57 %. S.
pombe CECT 10685 crece en todas las
concentraciones de plata ensayadas aunque
experimenta una reduccién del crecimiento del 40%.
Cuando las células estdn a una concentracién 107
ufc/mL, la plata no impide el crecimiento de ninguna
cepa excepto el de H. uvarum CECT 10389. Las cepas
de P. anomala y S. cerevisiae, S. pombe CECT 10685
¥ Z  bailii CECT 5205 crecen a todas las
concentraciones ensayadas, mientras que Z bailii
ENOLAB 4975, H. wvarum CECT 1444 y ambas
cepas de B. bruxelensis s6lo crecen a 0.01 y 0.005
pgfmL.

Las nanoparticulas de plata/cobre inhiben el
crecimiento de todas las cepas cuando el indculo es de
1x10? ufe/mL, excepto el de S. pombe CECT 10685
que consigue crecer a las dos concentraciones mds
bajas. Cuando se usa un indculo de 1x10” ufc/mL, P.
anomala CECT1114 y Z. bailii ENOLAB 4975 crecen
en todas las concentraciones ensayadas, aunque el
grado de inhibicién del crecimiento es mayor a mayor
concentracién de nanoparticula. S. cerevisiae
ENOLAB 4404, Z. bailii ENOLAB 5205 y S.
paradoxus AQ 2156 son capaces de crecer con 0,01 y
0.02 pg/mL con este tipo de nanoparticula. S.
cerevisiae ENOLAB 5019, S. pombe CECT 10685 y
P.anomala AQ 2421 son capaces de crecer incluso a
0.05 pg/ml. aunque su crecimiento se reduce en un
18%, 74% y 12% respectivamente. Ninguna de las
cepas de H. uvarum ni de B. bruxelensis muestran
crecimiento en presencia de esta nanopartfcula a
ninguna. de las dos concentraciones de células
ensayadas. En resumen, las nanoparticulas de zinc
apenas afectan al crecimiento, las de plata inhiben el
crecimiento solo a bajas concentraciones de células,
mientras que las de plata/cobre son las més efectivas a
concentraciones altas de células.
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Tabla 2. Datos de drea bajo la curva que presentan las distintas
levaduras al crecer en medio OPM con nanoparticulas de plata,
plata/cobre y zinc,
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