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Resumen:

El kit de viabilidad contiene el fluorocromo SYTO9 que es una pequefia molécula que puede penetrar en las bacterias
que poseen intacta la membrana plasmatica, proporcionando una fluorescencia verde, y el fluorocromo IP (ioduro de propidio)
penetra a través de las membranas dafiadas, por lo tanto no viables, proporcionando fluorescencia de color rojo. Se han hecho
modificaciones en el protocolo de aplicacion de esta técnica para resolver los problemas que se presentaron en su uso en vino.
La aplicacion de esta técnica permite estimar el niimero y estado fisioldgico de cultivos iniciadores inoculados en vino para
realizar la fermentacién malolactica.

Se inoculé un cultivo iniciador en un vino, y se tomaron muestras durante los seis dias posteriores a su inoculacion,
fecha en la cual este cultivo ya habia degradado todo el 4cido malico.

La viabilidad de las bacterias obtenida por esta metodologia se comprobé mediante recuento en placa. Los resultados
se mostraron coincidentes al recuento mediante fluorocromos.

La aplicacion de fluorocromos permite estimar la viabilidad de las células inoculadas y realizar recuento de vivas y
muertas en un breve periodo de tiempo sin necesidad de recurrir a métodos que requieran del cultivo y largos periodos de

incubacion.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL) llevan a cabo la fer-
mentacion malolactica (FML) en el vino, que supone la trans-
formacién de &cido malico (dicarboxilico) en acido lactico
(monocarboxilico). La FML es un proceso imprescindible para
la obtencion de vinos tintos de calidad, y sobre todo en aque-
llos que van a ser sometidos a un proceso de envejecimiento
en barrica. Con la FML se consigue una reduccién de la aci-
dez del vino, asi como una mayor estabilidad microbioldgica
y complejidad en los aromas del vino. Las especies directa-
mente relacionadas con la FML de los vinos son Oenococ-
cus oeni, y en menor medida otras BAL.

Las BAL también pueden provocar alteraciones de
los vinos dando lugar a una perdida en la calidad del mismo,
por lo que surge la necesidad de controlar la FML de los
vinos. Una practica cada vez mas habitual en las bodegas es
la adicion de cultivos bacterianos seleccionados iniciadores
de la FML con el fin de conseguir un mayor control microbio-
légico del proceso. Los cultivos iniciadores de la FML co-
mercializados en la actualidad estan constituidos por cepas
de la especie O. oeni aisladas de vinos y seleccionadas para
conferir las mejores caracteristicas con una alta eficacia fer-
mentativa.

Se ha adaptado al vino una técnica microscépica
rapida de recuento de células y seguimiento del estado fisio-
I6gico de O. oeni. Esta técnica evita los problemas derivados
de los métodos tradicionales de recuento, como la eleccion
de un medio de cultivo adecuado, la utilizacion de atmésferas
controladas (anaerobiosis) y los largos periodos de incuba-
cion. Esta técnica esta basada en la tincion de las células con

el Kit LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular Probes) que con-
tiene dos marcadores de acidos nucleicos (SYTO9 y IP). El
fluorocromo SYTO9 es una pequefia molécula que puede pe-
netrar en las bacterias que poseen intacta la membrana plas-
matica, proporcionando una fluorescencia verde. El
fluorocromo IP penetra en las membranas dafiadas, por lo
tanto no viables, proporcionando una fluorescencia de color
rojo.

2. MATERIAL Y METODOS

Se procedid a la inoculacién en vino de un cultivo
de O. oeni iniciador de la fermentacién malolactica, en dos
concentraciones celulares y dos condiciones distintas: a una
parte del cultivo se le realizé un tratamiento de preadapta-
cién con HCl y etanol [3], y la otra no se modificé. Se toma-
ron muestras de estos vinos y se siguio el estado fisioldgico
de las células y su nimero a lo largo del tiempo mediante
fluorescencia y por recuento en medio sélido.

Las muestras destinadas al recuento por fluores-
cencia fueron centrifugadas a 3000 rpm durante cinco minu-
tos para eliminar levaduras y el sobrenadante fue de nuevo
centrifugado a 13000 rpm para obtener las células bacteria-
nas, a continuacion se resuspendieron en 100 pl de Hy0
miliQ estéril y se afiadieron 0.3 pl del Kit LIVE/DEAD®, se
dejaron incubando a temperatura ambiente y oscuridad
quince minutos y se colocaron 5 pl de la muestra en los po-
cillos escavados del porta mostrado en la figura 1, para su vi-
sualizacion en el microscopio de fluorescencia. Se utilizé
como agente de prolongacién de la fluorescencia Vectas-
hield.
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Capitulo 1: Microbiologia i

Fig. 1. Protocolo resumido de aplicacion del kit de Viabilidad
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Los recuentos microscopicos de bacterias viables
fueron obtenidos mediante el empleo del Kit LIVE/DEAD®.
Se consideraron viables las células con fluorescencia de
color verde, y no viables las que presentaban color rojo. En
algunas células se observaron colores amarillentos o ana-
ranjados que serian propios de bacterias dafiadas en parte y
con estados de viabilidad intermedios; éstas podrian equiva-
ler a células en estado “viable no cultivable” (VNC) [1]. Para
este trabajo, dado que en cualquier caso no darian lugar a
colonias en las placas de cultivo, se consideraron como
muertas.

Con el fin de poder comparar los resultados obte-
nidos por microscopia de fluorescencia y los obtenidos porel
método tradicional de recuento en placa, se procedio a con-
tar las cadenas de O. oeni visualizadas al microscopio y no
células individuales, ya que cada cadena da lugar a una co-
lonia en medio sdlido.

3. RESULTADOS

La preadaptacion del cultivo iniciador con etanol y
HCl a las condiciones del vino, no dio lugar a una importante
mejoria en la viabilidad final del cultivo. Se observaron sola-
mente algunos aumentos de viabilidad en varios de los casos
tras un dia de permanencia en vino, y solamente en un caso
al final de la FML (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién del inéculo en los vinos 1 y 2.
Comparacién de los resultados obtenidos al siguiente dia
de la inoculacion y al final de la fermentacion malolactica

(FFML) con los sistemas de recuento mediante el
kit de viabilidad y el recuento en placa.

TOTALES EN RECUENTO RECUENTO
ELINGcULO |PREADAPTACION| o re it PLACA
~viNo1 1dia | FFML 1dia FEML
9.00E+05 + 7,61E+05|7,93E+05| 7,00E+05 | 1.60E+05
747E+05]6,16E+05| 4.00E+05 | 110E+05
_ 9.00E+06 + 8,39E+06 | 7,25E+06 | 1.80E+06 | 2 60E+05
== 7,33E+06| 7.43E+06| 1.00E+06 | 3.00E+05
VINO 2
9.00E+05 + 7,33E+05|6,30E+05| 1.00E+06 | 1.00E+05
- 5,54E+05[6,37E+05| 1.00E+06 | 2.00E+05
9.00E+06 + 7.43E+06|6,73E+06| 3.00E+05 | 1.50E+05
6,53E+06 | 7,68E+06| 8.00E+05 | 1.00E+05

El recuento de bacterias viables obtenido por fluo-
rescencia es siempre mayor al que se obtiene mediante re-
cuento en medio sélido, por lo que la diferencia supone un
estado en las células VNC [1-2]. Este grupo de VNC llegd a
alcanzar desde un 7% hasta 40% en este estudio (Tabla 1).

Se observa también una disminucién en el nimero
de colonias crecidas en las placas de recuento para las
muestras al final de la FML respecto al primer dia de perma-
nencia en vino; esta disminucién no es tan acusada cuando
se estima el estado metabdlico de las células mediante el kit
de viabilidad. Se observa incluso un ligero aumento con esta
ultima técnica en casi todos los casos en los que no se ha re-
alizado la preadaptacion del cultivo. Sin embargo, los culti-
vos preadaptados perdian algo de viabilidad en ese tiempo.

4. CONCLUSIONES

El uso del Kit LIVE/DEAD® BacLight™ facilita un
resultado réapido y cuantitativo del estado fisiolégico del cul-
tivo iniciador de la FML, puesto que podemos monitorizar el
proceso de implantacion en el vino sin necesidad de realizar
cultivos que supondrian una semana de crecimiento a 28°C
y las posteriores pruebas moleculares.

Ademas con este método se pueden obtener datos
de una gran parte de la poblacién lactica que no crece en
medio sélido pero que permanece en el vino en un estado
VNC. Estas bacterias pueden ser en algunos casos de im-
portancia para la realizacién de la FML porque estan meta-
bélicamente activas, aunque no sean capaces de crecer en
medio sdlido.

Este sistema supone una metodologia rapida, sen-
sible, reproducible y de facil manejo en el laboratorio, ade-
mas de poseer las ventajas de los métodos rapidos e
independientes de cultivo, por lo que es altamente aplicable
en bodega.
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