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Resumen

distintos aspectos de la calidad del vino. Una de las posibles practicas para desarrollar esta fermentacién consiste en inducirla

y la actividad malolactica de las células, teniendo en cuenta las condiciones dptimas de crecimiento. Del mismo modo se han

estudiado las condiciones de produccion Optimas para O. oeni y su empleo en vino, llegando finalmente a Ia produccion a escala
industrial.

Palabras clave: cultivo iniciador liquido, seleccién, fermentacion malolactica, Oenococcus oeni, produccion industrial.

1. Introduccion

La FML es fundamental para la calidad del vino, especialmente en los vinos tintos. En este proceso
se produce la trasformacion del acido malico, en &cido l4ctico. Esta fermentacién es llevada a cabo por BL [1,
2,3], pero no siempre se realiza en el momento adecuado ni en condiciones Optimas, ya que son muchos los
factores que influyen en su crecimiento y desarrollo [4]. Por ello, existen varias estrategias para controlar la
fermentacion de forma adecuada. Una de ellas consiste en la induccién de esta con la inoculacion de BL
seleccionadas, principalmente con cepas de Oenococcus oeni [1, 5, 6, 7]. Se trata de aportar al vino una
elevada poblacion de bacterias, de forma que se asegure el completo desarrollo de la FML y se controle la
cdlidad a través de la naturaleza y cantidad de los productos secundarios formados por las cepas
seleccionadas. Estos cultivos iniciadores pueden presentarse en forma de cultivos liquidos o liofilizados, listos
para ser afiadidos al vino. La inoculacién mediante cultivos iniciadores liquidos presenta numerosas ventajas,
Jaque de esta forma no es necesario hidratar las células, la adicion del cultivo es rapida, facil y presenta una
sencilla homogenizacion. Ademés, de esta manera las bacterias estan metabdlicamente activas, preparadas
para desempefiar su papel en el vino y una ventaja muy interesante es la posibilidad que brinda este sistema
Ge realizar producciones de cepas a la carta y de diferentes volimenes. En el presente proyecto se ha
evaluado la viabilidad del empleo de cultivos liquidos de cepas autoctonas de la bacteria O. oeni en |a
induccion de la FML. Para ello es necesario partir de cepas previamente seccionadas y correctamente
identiicadas. Una vez seleccionadas las cepas, se deben disefiar los medios de cultivo adecuados para las
necesidades de la BL. Ademas, hay que estudiar las condiciones de produccion dptimas para esas células y
suempleo en vino, llegando finalmente a Ia produccion a escala industrial.

257

MI-24



2. Material y Métodos

2.1 Aislamiento y seleccion de cepas de O. oeni a partir de mostos y vinos con FML
espontanea.

Con el fin de aislar y seleccionar cepas de O. oeni se analizaron microbioldgicamente distintas
muestras de vino tinto de calidad con FML espontanea de diferentes Denominaciones de Origen que
presentaban interés por sus caracteristicas particulares, como niveles de pH bajo y alto grado alcohlico. Se
procedi a la siembra de diferentes diluciones seriadas de cada muestra de vino en placas de distintos
medios de cultivo para BL (MRS de Scharlab, MLO [6]). La identificacion de los diferentes aislados fue
realizada mediante el analisis 16S-ARDRA [7] y las especies identificadas como O. oeni mediante esta
técnica fueron caracterizadas a nivel de cepa mediante la técnica RAPD [8]. Las cepas de O. oeni obtenidas 8
partir de los aislados de vino se sometieron a un proceso de seleccion junto a un grupo de cepas de O. ogri
pertenecientes a la coleccion de BL de nuestro laboratorio (ENOLAB). Este proceso se llevé a cabo siguiendo
unos criterios para elegir las mejores desde el punto de vista de actividad malolactica, teniendo en cuenta,
entre otros, la capacidad de crecer y desarrollar la FML a bajos niveles de pH y alto grado alcohélico. Conel
objetivo de realizar los diferentes ensayos de seleccion a numerosas cepas simultaneamente se trabajd con
cultivos en microplacas y con un lector de microplacas, facilitando asi el procesado y andlisis de los cultivos.

1.2 Disefio de un medio de cultivo adecuado para O. oeni

Una vez seleccionadas las mejores cepas de O. oeni desde el punto de vista de actividad malol4ctica,
se procedié al disefio de un medio de cultivo con el fin de conseguir el mayor rendimiento alcanzando los
maximos niveles de biomasa posibles con una dptima actividad metabdlica y viabilidad en vino. Con este
objetivo se analizaron distintas composiciones de medios de cultivo, diferentes pH, niveles de etanol y
temperaturas de incubacion.

1.3 Escalado del proceso

Una vez disefiado el medio de cultivo apropiado, se procedio al escalado del proceso para obtener
cantidades de biomasa suficientes para probar su viabilidad en grandes volumenes. Con este objetivo s¢
elaboré un cultivo madre con el fin de acomodar las bacterias a las condiciones optimas, activarlas y que
actden como primer indculo en el escalado industrial de la produccion de biomasa de O. oeni. Para ello s¢
utilizé un volumen de 50 mL de medio de cultivo. En él, se cultivé la cepa de O. oeni seleccionada a 28°C
hasta alcanzar una poblacion pura de 2x10° ufc/ mL. Alcanzada esa concentracion se realizd un pase aun
volumen de 625 mL de medio de cultivo. Este precultivo se incubé durante 96 horas a 28° C, sin agitacion.
Transcurrido este tiempo se inocul6 el cultivo de 625 mL en 12.5 L de medio estéril presente en un birreactor
de 22 L (Biostat, B.Braun Biotech) y se incubaron durante 72 horas a 28° C con una agitacion minima de 25
rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion se inocularon los 12.5 L en un biorreactor de 250 L (Biosta,
B.Braun Biotech) que contenia 250 L de medio y se incubé durante 53 horas.

Con el fin de llevar un control de del proceso, se llevd a cabo un examen de esterilidad de los medios
de cultivo de los diferentes fermentadores en medios sélidos MLO [6], NA [9], MRS de Scharlab y GPYA [y
un seguimiento de la viabilidad y pureza del cultivo tras cada etapa de produccion en medio sélido MLO [6]

1.4 Inoculacion en vino

Con el fin de comprobar la capacidad de implantacion de la cepa seleccionada y la viabilidad de ésta
tras la produccion de biomasa a gran escala, se inoculo el cultivo iniciador liquido producido en vinos de las
Denominaciones de Origen Penedés, Bierzo y Cambados. Tras la FML se estudio si la cepa seleccionada
habia sido capaz de implantarse en este vino, analizando las muestras mediante la técnica molecular d
RAPD [8].
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3. Resultados y Conclusiones

3.1 Aislamiento y seleccion de cepas de O. oeni a partir de mostos y vinos con FML
espontanea

Se consiguieron identificar y tipificar mediante las técnicas 16S-ARDRA [7] y RAPD [8] un grupo
heterogéneo de cepas de O. oeni procedentes de diferentes muestras de vino para ser caracterizadas y
sometidas a los ensayos de seleccion.
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Fig. 1 RAPD de diferentes aislados de O. oeni. Carreras 1y 12: 1 KB
plus ladder (Invitrogen). Carreras 2-11: aislados de O. oeni
procedentes de distintas muestras de vino.

La utilizacién de microplacas ha permitido de una forma sencilla, a través de la medicién de la
variacion de la absorbancia (Asoo) a lo largo del tiempo, caracterizar todas las cepas y descartar aquéllas que
no presentaban las caracteristicas de interés para ser utilizadas como cultivos iniciadores.

3.2 Disefo de un medio de cultivo adecuado para O. oeni

Tras los diferentes ensayos se consiguié disefiar un medio de cultivo que permitiera la obtencién de
grandes volumenes de biomasa de la bacteria O. oeni teniendo en cuenta las condiciones Optimas de
crecimiento pero sin perder de vista las caracteristicas que presentan los vinos para que al ser inoculada no
pierda viabilidad llegando a un equilibrio entre las condiciones éptimas de crecimiento, metabdlicas y
viabilidad en vino.

3.3 Escalado del proceso

Los resultados de los controles de esterilidad durante la produccién de biomasa, confirmaron la
sequridad del proceso ya que ninguno de los medios empleados en la produccién de biomasa presentaba
contaminacion por otros microorganismos (Ver tabla 1).

Tabla 1. Resultados de los recuentos de microorganismos totales y viables presentes en el medio de
produccion estéril.

7 dias/ 28° C
Medios Rto. totales | PlacaMLo | P'a@ placaMrs | Placa
roduccion | (ufe/mb) | (ufc/mL) | VA wfe/mt) | GPYA
P (ufc/ mL) (ufc/ mL)
625 mL <1x102 <1x102 <1x102 <1x102 <1x102
Control de
esterilidad | 125L <1x102 <1x102 <1x102 <1x102 <1x102
2505 <1x102 <1x102 <1x102 <1x102 <1x102

Como muestran los resultados de la tabla 2, la viabilidad en las diferentes etapas del proceso de
produccion es satisfactoria, presentando siempre valores superiores al 80% respecto al recuento de totales.
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Tabla 2. Resultados de los recuentos de bacterias totales y viables presentes en las diferentes
etapas de produccion.

Medio de produccion Viables (ufc/mL) R. totales (ufc/mL) % viabilidad
Cultivo 625 mL 8.5x108 1x10° 85%

Cultivo 12.5 L 8.5x108 8.5x108 100 %
Cultivo 250 L 8 x108 1.1x109 80 %

3.4 Inoculacion en vino

Los resultados mediante la técnica molecular de RAPD mostraron que la cepa seleccionada se
implant6 en los tres tipos de vino. Como se observa en a figura 3, en este caso aparece una poblacion de de
O. oeni autéctona (Carreras 10, 11y 12), pero predomina la cepa inoculada ya que el 80% de los perfies
coinciden con el perfil de la cepa seleccionada (Carrera 2). En los dos otros vinos la cepa inoculada mostr
una implantacion del 100% ya que todos los perfiles de RAPD de los diferentes aislados coinciden con €l
perfil de la cepa inoculada (Ver figuras 4 y 5).
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Fig. 3 RAPD de diferentes aislados de Fig. 4 RAPD de diferentes aislados de Fig. 5 RAPD de diferentes aislados de

0. oeni. Carreras 1y 14: 1 KB plus O. oeni. Carreras 1y 14: 1 KB plus O. oeni. Carreras 1y 14: 1 KB plus
ladder (Invitrogen). Carrera 2: Cepa ladder (Invitrogen). Carrera 2: Cepa ladder (Invitrogen). Carrera 2: Cepa
control inoculada.  Carreras  3-13: control inoculada.  Carreras ~ 3-8: control  inoculada. ~ Carreras  3-13:
aislados de O. oeni de vino. aislados de O. oeni de vino. aislados de O. oeni de vino.

Los estudios mostraron que el proceso disefiado para desarrollar un cultivo iniciador liquido de 0
oeni permitieron obtener una gran biomasa final y el producto mostré una alta viabilidad. Del mismo modoé
proceso de produccion permitio a las bacterias estar metabélicamente activas y preparadas para implantarse
en el vino, realizando la FML y desplazando a la poblacién autdctona.
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