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1. RESUMEN

Este trabajo presenta los resultados de la caracterizacion enolégica de las
bacterias lacticas O. oeni inmovilizadas en soportes hibridos de alginato-silice y en
estado libre. Se ha estudiado el efecto del grado alcohdlico (11-16% (v/v)), la
temperatura (13-22°C), el nitrégeno facilmente asimilable (NFA) (50-250 g/l), el pH
(3.0-4.0) y la concentracion del &cido malico (2-5 g/l) en vinos tintos sobre la
degradacion de 4cido malico durante la fermentacién malolactica (FML). Las células
inmovilizadas son una alternativa interesante para la gestion de la FML en vinos tintos
con grados alcohdlicos superiores a 13% (v/v) y con pH inferiores a 3,2. No se han
observado claras diferencias entre las células inmovilizadas y las libres para el resto
de parametros analizados.

2. INTRODUCCION

2.1. Dificultades para desarrollar la fermentacion malolactica (FML)

La fermentacién malolactica (FML) es la transformacién del acido malico contenido
en el vino a acido lactico. Los agentes que desarrollan la FML son las bacterias
lacticas (BAL) y en especial la especie Oenococcus oeni (Bauer et al., 2004). Esta
transformacién se produce gracias a la accién de la enzima malolactica sintetizada por
estos microorganismos, que produce una descarboxilacion del acido L(-) malico
desprendiéndose una molécula de anhidrido carbénico y otra de &cido L(-) lactico.
Como resultado se consigue una reduccion de la acidez y un aumento del pH del vino.
Ademds, se sintetizan una serie de compuestos metabdlicos secundarios que
producen cambios sensoriales positivos en el vino. Estas modificaciones analiticas y
sensoriales repercuten en la calidad del vino, obteniéndose vinos menos &cidos y
asperos y con una mayor variabilidad de aromas. Ademds, la FML proporciona
estabilidad microbiolédgica al vino final (Vila-Crespo et al., 2010).

Las BAL son capaces de desarrollar la FML en condiciones bastante diversas, sin
embargo, varios componentes del vino pueden inducir estrés en ellas, como el etanol,
pH &cidos, el SO,, etc. Estos componentes tienen un efecto inhibitorio en el
crecimiento bacteriano y en la duracién de la FML (Ribéreau-Gayon et al., 2003).
Cuando la FML tiene lugar en un medio muy alcohélico, como el vino, el crecimiento
bacteriano es muy lento y la FML puede durar semanas o incluso meses (Zhang et al.,
2006).

2.2. Influencia de los factores fisicos y quimicos en FML
Temperatura

La temperatura afecta a la tasa de crecimiento y a la duracién de la fase de retardo
de BAL, por tanto, también a la poblacibn maxima de las bacterias. La tasa de
crecimiento Optima de cepas de O. oeni esté cerca de 25°C (Henick-Kling, 1993). La
supervivencia de O. oeni en vino y su capacidad para realizar la FML mejora con la
preincubacion a 42°C (Guzzo et al, 1994). La fluidez de la membrana de las bacterias
gue recibieron la preincubacion se adaptaran ligeramente mejor cuando soélo se
exponen a 42°C (Tourdot-Marechal et al., 2000). Para mantener la fluidez 6ptima bajo
diversas condiciones de crecimiento, las células regulan la composiciéon de lipidos en
sus membranas celulares (Lehninger et al, 1993). Un incremento de la temperatura de
crecimiento induce un aumento en la incorporacion de acidos grasos saturados,
mientras que los acidos grasos insaturados disminuyen. Una disminucion de la
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temperatura tiene el efecto opuesto. Cuanto mayor sea la proporcion de acidos grasos
saturados, mayor es la temperatura de transicién de soélido a liquido de la membrana
celular. Segun Tourdot-Marechal et al. (2000), la capacidad de O. oeni para regular la
fluidez de su membrana representa un mecanismo de estrés de tolerancia.

Sulfuroso

Es una préactica comun afadir SO, (50 a 100 mg/l) al mosto al comienzo de la
vinificacion para restringir el crecimiento de levaduras indigenas como pueden ser
Kloeckera y Henseniaspora spp. y de bacterias, principalmente las del acido acético
(Fleet., 1993). Algunas cepas de levaduras también producen cantidades
relativamente grandes de SO, (King et al., 1986). A pH bajo, como en el vino (pH de 3
a 4), el sulfito predomina como SO, libre (Usseglio-Tomasset, 1992).

El SO, molecular es la Unica forma de SO, que puede atravesar las paredes
celulares de levaduras y bacterias, entra en la célula por difusion y se convierte en
HSO;. El sulfito en la célula puede reaccionar con proteinas, acidos nucleicos vy
cofactores, afectando el crecimiento de BAL (Carrete et al., 2002) y levaduras. La
mayoria de las células de O. oeni se mueren a las 3 h en presencia de 15 mg/l de
sulfito libre (Bauer et al., 2004). La actividad malolactica también esta influenciada por
el SO, (Henick-Kling., 1993). En concentraciones de SO, a 20 mg/l reduce la
degradacion de L-malato al 13%, 50 mg/l reduce en un 50%, y 100 mg/l inhibe la
actividad malolactica completamente.

Una serie de compuestos de carbonilo (principalmente acetaldehido, &cido
cetoglutarico y acido piravico) se unen con el SO, libre (especialmente HSO3) para
formar un compuesto complejo (SO, combinado) que tiene propiedades
antimicrobianas Unica débiles. EI SO, combinado a 30 mg/l retrasa el crecimiento de
las BAL, mientras que el SO, limite en mas de 50 mg/l puede inhibir completamente el
crecimiento (Henick-Kling., 1993). Si el SO, libre se une al acetaldehido puede causar
una inhibicion microbiana lo que provoca una ralentizaciébn o parada de la FML
(Osborne et al., 2000). En el caso de que se unan al acido cetoglutarico o al acido
piravico pueden ocasionar resultados similares ya que se reducen durante la FML
(Nielsen et al., 1999).

O. oeni ha desarrollado una tolerancia a sulfito de hasta 30 mg/l y las células
adaptadas a pH bajo sobreviviven mejor que las células no adaptadas (Bauer et al.,
2004). La adicién de una concentracion subletal de sulfito (15 mg/l) durante la etapa de
adaptacion en medio acido (pH 3,5) aumenta la tolerancia al sulfito.

pH

El pH del vino juega un papel importante en la determinacién de las especies de
BAL que pueden sobrevivir y desarrollarse, asi como en la tasa de crecimiento de las
bacterias. El pH afecta fuertemente a la actividad malolactica de la célula (Henick-Kling
et al., 1993).

En cuanto al inicio y el final de la FML, los vinos con un pH de 3,3 o superior
presentan poco problemas mientras que a un pH mas bajo hay dificultades (Bauer et
al., 2004). O. oeni es, por lo general, la especie dominante en los vinos con un pH
inferior de 3,5. A mayor pH las especies de Lactobacillus y Pediococcus spp pueden
sobrevivir y crecer. Aungue el crecimiento de O. oeni se inhibe en un pH bajo (Davis et
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al., 1985), la actividad de transporte de malato en L. plantarum es mayor en células a
pH 3,5 que en células cultivadas a pH 6,0 (Olsen et al., 1991).

La supervivencia de O. oeni en el vino mejora cuando se somete a un choque
acido antes de la inoculacién, se supone que esto ocurre debido a la sintesis de
proteinas de estrés especificas (Guzzo et al., 1994).

Etanol

El etanol interfiere fuertemente en el crecimiento y la actividad metabdlica de las
BAL. Las altas concentraciones de etanol disminuyen la temperatura de crecimiento
Optima de BAL v la tolerancia al etanol se disminuye a temperaturas elevadas (Henick-
Kling et al 1993). Las cepas de Lactobacillus y Pediococcus son en general mas
tolerantes a altas concentraciones de etanol que O. oeni (Bauer et al., 2004).

Aunque las concentraciones de etanol que se encuentran en el vino (8-12% v/v)
no son inhibitorias para la actividad malolactica (Capucho et al., 1994), la tasa de
crecimiento de O. oeni disminuye linealmente a medida que hay un aumento en la
concentracion de etanol, estando el limite superior tolerado por la mayoria de las
cepas en 14% (v/v) (Henick-Kling., 1993). Se ha observado que con 10-14% (v/v) el
crecimiento 6ptimo de las bacterias (menor tiempo de retraso, tasa de crecimiento mas
rapida y el mas alto rendimiento de células) se produce entre 18 y 20°C (Henick-Kling.,
1993). A concentraciones de etanol entre 0-8% (v/v) y a aproximadamente 22°C se
obtiene el maximo rendimiento celular. Por otro lado el grado de tolerancia al etanol
también depende de la cepa, del pH y del nitrégeno que tenga el vino (Bauer et al.,
2004).

El primer lugar donde se puede ver la respuesta a la adaptacion al etanol es en la
composicion de la membrana celular, siendo los lipidos los protagonistas (Bauer et al.,
2004). La respuesta de adaptacion a la presencia de altas concentraciones de etanol
esta orientada a mantener la fluidez y la integridad de la membrana celular (Bauer et
al., 2004). Teixeira et al. (2002) estudiaron la composicion de lipidos y proteinas de la
membrana de O. oeni en presencia de diferentes concentraciones de etanol. El
porcentaje de &cido lactobacilico en la membrana aumenta cuando las células son
cultivadas en presencia de una concentracion de etanol superior al 8% (v/v). El
aumento de &cido lactobacilico en la membrana de O. oeni parece proporcionar
proteccién contra el efecto toxico de etanol y equilibrar el aumento de la fluidez de la
membrana, normalmente atribuido al etanol. Por ciclacion de los acidos grasos
insaturados, las bacterias pueden estabilizar su membrana plasmatica, particularmente
en la fase estacionaria. Esto podria explicar por qué la lisis celular inducida por la
bacteriocina de O. oeni era menos prominente en las células en fase estacionaria
(Bauer et al., 2004).

El etanol en concentraciones de hasta 8% (v/v) induce un aumento en la
permeabilidad de la membrana en las células de O. oeni, pero no en las células
cultivadas en presencia de 8% (v/v) de etanol (Teixeira et al., 2002). El contenido total
de proteina de la membrana de las células cultivadas en presencia de 8% (v/v) o
superior etanol disminuy6 (Teixeira et al, 2002).

En definitiva, el desarrollo de resistencia de etanol en O. oeni es un fenbmeno
complejo y de multiples capas, que depende de la gravedad y la duracién del choque y
en condiciones de cultivo tales como la composicion del medio, el pH y la temperatura.
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Acido L-malico

El mosto de uva contiene entre 1y 8 g/l de &cido L-malico (Henick-Kling., 1993).
La concentracién de malato en la uva disminuye durante la maduracion. En las
regiones viticolas con climas mas frescos las concentraciones finales en el mosto son
tipicamente de 2-5 g/l, mientras que el contenido de malato es menor en los climas
calidos (normalmente <2 g/l).

Varios estudios han demostrado que el L-malato estimula el crecimiento y la
produccién de biomasa en O. oeni (Bauer et al.,, 2004). A pH bajo, L-malato se
metaboliza a un ritmo elevado, mientras que el producto del metabolismo de los
hidratos de carbono se realiza muy lentamente. El aumento resultante en el pH
permite un aumento en la utilizacién de carbohidratos, lo que explica el crecimiento
inducido por el malato (Miranda et al, 1997). La degradacién de L-malato también
estimula el crecimiento de una manera independiente del pH (Bauer et al., 2004)
mediante la generacion de una enzima metabdlica que impulsa la sintesis de ATP
(Cox et al., 1989).

Aminoacidos

La eficiencia de la FML est& influenciada por la composicion de nutrientes de los
acidos del vino y sus amino&cidos libres parecen ser de gran importancia. Sin
embargo, so6lo unos pocos estudios se han centrado en las necesidades en
aminoacidos de O. oeni y su efecto en la actividad malolactica (Bauer et al., 2004).
Fourcassie et al., (1992) demostraron la absoluta necesidad de cuatro aminoacidos
(arginina, acido glutamico, triptéfano e isoleucina), mientras que otros seis (valina,
metionina, cisteina, leucina, acido aspartico e histidina) se requieren para el
crecimiento optimo de O. oeni.

Remize et al, (2006) estudiaron el efecto de altas concentraciones del aminoacido
no esencial, acido L-aspértico, sobre el crecimiento de O. oeni y la FML. El crecimiento
de bacterias en un medio sin &cido L-aspartico se reduce entre un 30 y un 50%,
dependiendo de la cepa de O. oeni (Bauer et al., 2004). El efecto favorable de L-
aspartato sobre el crecimiento bacteriano puede ser debido a la capacidad de O. oeni
para metabolizar el aminoacido esencial L-isoleucina (Saguir et al., 1995). Por otra
parte, las altas concentraciones de L-aspartato inhiben casi completamente el
crecimiento bacteriano por lo que hay una reducciéon de la fermentacion (Bauer et al.,
2004). El L-aspartatointeractua con el acido L-glutamico por lo que el transporte del
acido L-glutdmico es inhibido. Tales interacciones entre los amino&cidos podrian
explicar algunas de las dificultades experimentadas en la induccién de la FML en vino.

O. oeni crece mal en condiciones aer6bicas con glucosa como el Unico
carbohidrato (Maicas et al, 2002). Cuando se afiade cisteina, el consumo de glucosa
en condiciones aerbbicas llega a tasas similares a los encontrados en condiciones
anaerobicas.

La arginina, siendo uno de los aminoacidos més importantes de mosto de uva y
vino, representa una fuente potencial de energia e incrementa la viabilidad de O. oeni
(Tonon et al., 2000). La degradacion de arginina por BAL tiene varias implicaciones
enologicas.

Aunque la mayor parte de arginina se degrada por las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica, algunos vinos tienen niveles de arginina tan altos de 2 a 5 g/l
después de la fermentacion alcohodlica (Bauer et al., 2004). El género Oenococcus es
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capaz de degradar la arginina a pH 3,9 y parcialmente a pH 3,6, pero no a pH 3,3
(Bauer et al., 2004).

Muchas cepas de BAL en el vino son capaces de descarboxilar aminoacidos, lo
que conlleva a la produccién de altas concentraciones de aminas biégenas (Bauer et
al., 2004). Si las cepas productoras de aminas bidgenas estdn presentes, se
recomienda al endlogo inocular cultivos iniciadores seleccionados para reemplazar la
microflora indigena.

2.3. Inmovilizacion de células para desarrollar la FML

Una de las tecnologias que permite que tengan lugar FML mas répidas vy fiables
es la inmovilizacién de bacterias (Maicas et al., 2001). El motivo de la utilizaciéon de
este método son entre otras, que permite el aumento de la tolerancia de estos
microorganismos a situaciones de estrés ambiental (pH, etanol, etc), permite la
realizacion de la FML con una seleccion de los microorganismos inmovilizados, hay
una mejora de la productividad de la FML por las altas densidades celulares, permite
la reutilizacion de las células y la aplicacion de un proceso continuo, existe un menor
coste de recuperaciéon y reciclaje (Kourkoutas et al., 2004), se puede controlar la
produccién de productos secundarios, y ademas la FML se puede iniciar y detener en
el momento deseado por el endlogo y no se ve afectada negativamente la calidad del
vino (Maicas et al., 2001).

El gel de alginato de calcio es el material comdnmente utilizado para el
atrapamiento de células en la industria alimentaria (Strehaiano et al., 2006) si bien,
presenta una baja estabilidad operacional y quimica. Una alternativa para optimizar la
estabilidad de la matriz de alginato es el disefio de geles de inmovilizacion mixtos de
silice-alginato (Coradin et al., 2003).

Una opcion para la formacion de esferas mixtas de alginato-silice es el método de
coacervacion. El primer intento para la preparacion de microcapsulas de silice
asociado a alginato fue hace 15 afios, mezclando silice coloidal (~ 10 nm) acidificado a
pH 7 con una solucion de alginato de sodio antes de emprender el proceso de
gelificacién con Ca** (Coradin et al., 2003). El uso de tetrametoxisilano (TMOS) como
fuente de silice fue empleado en 1995 por primera vez. Se suspendieron perlas de
alginato de calcio en una solucién de TMOS en hexano. La hidrdlisis parcial del
alcoxido condujo a la formaciébn de especies de silicio solubles en agua que
impregnaron el gel de alginato y que polimerizan dentro de la capsula. El proceso de
Biosil en fase gaseosa también se aplicd recientemente para la encapsulacion de
células animales en esferas de alginato-silice (Coradin et al., 2003).

La inmovilizacion de O. oeni también se ha realizado en otros soportes como
pueden ser residuos de mazorcas de maiz, hollejos y tallos de uva. Esos materiales se
eligieron teniendo en cuenta sus valores naturales, de abundancia y de costos, asi
como su idoneidad para ser utilizados como material de soporte para la inmovilizacion
de células de levaduras (Genisheva et al., 2011). Los hollejos de la uva y los tallos
junto con las semillas de la uva se conocen con el nombre comdn de orujo de uva. El
orujo de uva es el mayor de los residuos soélidos de la industria del vino y es de interés
darle un uso alternativo a este subproducto. Otra ventaja de usar hollejos de uva y
tallos como soporte de la inmovilizacién es que al ser productos naturales procedentes
de la materia prima, se espera un efecto negativo menor sobre el producto final
(Genisheva et al., 2013). Antes de su uso, lo materiales, se lavaron con agua destilada
y se secaron a 60°C hasta peso constante. Para su utilizacion como soportes de
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inmovilizacion, los materiales fueron cortados y preparados de acuerdo con Genisheva
et al, (2011). Por altimo, los soportes se esterilizaron a 121°C durante 20 min. La FML
se llevo a cabo en vino blanco sintético y a distintas concentraciones de parametros
enolégicos. Lo que se observé fue que el soporte de inmovilizacion en mazorcas de
maiz y pieles de uva en cantidades de 30 g/l fueron los mejores para la inmovilizacion
de O. oeni, ya que inmovilizaron la mayor cantidad de células. Sin embargo, la
fermentacion con células inmovilizadas en 10 g/l de mazorcas de maiz y tallos de uva
dio la mas alta productividad en &cido lactico. En su conjunto, las fermentaciones con
bacterias inmovilizadas sobre 10 g/l alcanzaron concentraciones mas significativas de
acido lactico que con bacterias inmovilizadas en 30 g/l de apoyo.

Ademas se pudo observar que el consumo de &cido malico fue mas rapido en las
fermentaciones con células inmovilizadas en comparacion con fermentaciones con
células libres. También que las células de O. oeni inmovilizadas en los soportes
mencionados anteriormente fueron mas resistentes contra el efecto inhibidor de altas
concentraciones de etanol, SO, y temperaturas elevadas que las células libres.
Concretamente en la inmovilizacion en residuos de mazorcas de maiz las células de
O. oeni se vieron fuertemente afectadas por una concentracién alta de SO, libre (30
mg/l) aunque cuando las BAL se adaptaron a la presencia de SO, no se experimento
una reduccion de la degradacion de acido malico. Por otro lado, los ensayos con
células inmovilizadas en el hollejo y el tallo de la uva no se vieron afectados
negativamente por la concentracién de 30 mg/l de SO, libre (Agouridis et al., 2008).

Kosseva et al., 2004 ha podido demostrar que la encapsulacion de Lactobacillus
casei en un gel de pectato puede llevar a cabo la FML a altas concentraciones de
etanol (12-13% v/v).

Sin embargo por otro lado, se ha demostrado que el método de encapsulacion
tiene limitaciones de transferencia de masa para los nutrientes, que conducen a la
inactivacion o incluso la muerte de las células en el centro. Por lo tanto, se propuso un
nuevo soporte de inmovilizacién: una esponja fibrosa a base de celulosa (Maicas et al.,
2001). Se demostré que la esponja cargada positivamente, inmoviliza las mayores
cantidades de células de O. oeni. Aunque los resultados fueron mejores que los
ensayos realizados con células libres, se detecté una disminucion de la actividad de
las células inmovilizadas después de cierto tiempo. La principal razén fue considerada
por la disminucién de la viabilidad de las células por una larga exposicion al etanol
(Maicas et al., 2001).

Segun el estudio de Agouridis et al., (2008) la utilizacion de material celulésico
deslignificado (DCM) para la inmovilizacién de células de O. oeni para FML da buenos
resultados. DCM también se ha demostrado como un muy buen soporte para la
inmovilizacién de células de levaduras para la fermentacion alcohélica, por lo que
puede obtener una tecnologia de elaboracién del vino basado en células inmovilizadas
en DCM. Por otra parte demostro que utilizando DCM como material de inmovilizacion,
las concentraciones de los principales subproductos volatiles (acetaldehido, acetato de
etilo, 1-propanol, alcohol de isobutilo, diacetilo y alcoholes de amilo) estaban en
niveles aceptables y por lo tanto el método puede ser industrializado. En general se
puede concluir que la inmovilizacion de O. oeni en DCM durante la FML es un método
prometedor. (Agouridis et al., 2008).
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2.4. Efecto de la inmovilizacion

Se ha descrito que la inmovilizacion de célula puede producir alteraciones en el
crecimiento celular, la fisiologia y en la actividad metabdlica

Generalmente es dificil predecir el tipo y la magnitud de los posibles cambios
metabdlicos experimentados por la inmovilizacion. Los parametros que han sido
considerados responsables de estas alteraciones son los siguientes; las limitaciones
de transferencia de masa por difusion (Webb et al., 1986), las alteraciones en el patron
de crecimiento (Doran et al., 1986), los efectos de la tensién superficial y la presion
osmatica (Vijayalakshmi et al., 1979), la actividad de agua reducida (Mattiasson et al.,
1984), la comunicacién de célula a célula (Shuler, 1985), los cambios en la morfologia
celular (Shirai et al.,, 1988), la alteraciébn de la permeabilidad de la membrana
(Brodelius y Nilsson, 1983) y la disponibilidad de los componentes en el medio (Chen
et al., 1990).

A continuacién se estudiaran algunos de los efectos mas importantes que se
han establecido gracias a trabajos comparativos entre células libres e inmovilizadas.

Efectos sobre el crecimiento y la fisiologia

Las células inmovilizadas muestran una mayor viabilidad y actividad cuando se
almacenan a baja temperatura durante largos periodos (Kourkoutas et al., 2004). En la
fermentacion del mosto por células de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
inmovilizadas en perlas de gel de alginato de calcio, las células muestran un
comportamiento alterado en el crecimiento en comparacion con las células libres, en
las cuales disminuye la tasa de crecimiento cuando la concentracion de levadura
aumenta en las perlas del gel (Kourkoutas et al., 2004).

Se ha observado que la adsorcién de la levadura a diversas superficies sélidas
afecta a la tasa de crecimiento intrinseca de las células, ya sea aumentandola
(Bandyopadhyay et al., 1982) o disminuyéndola (Doran et al., 1986).

Jamai et al. (2001) demostraron que las células de Candidatropicalis y S.
cerevisiae inmovilizadas en alginato de calcio no mostraron alteraciones morfolégicas
significativas pero si una alteraciéon en su actividad metabdlica. Si se comparan los
resultados de los ensayos en los cuales se utilizaron diferentes matrices de gel se
puede sugerir que lo que afecta a la fisiologia y al comportamiento metabdlico es el
microambiente dentro de las perlas y no la naturaleza de la matriz del gel.

Efectos sobre la actividad metabdlica

Buzas et al. (1989) observaron que el pH éptimo para la fermentaciéon usando
células libres de S. cerevisiae fue 4,0, mientras que la actividad fermentativa de las
células inmovilizadas en alginato fue independiente del pH. Segun Galazzo et al.,
(1990), el pH intracelular en células libres e inmovilizadas de S. cerevisiae en alginato
fue de 6,9 y 6,8, respectivamente. Esto hace que la actividad de la enzima aumente y
por tanto haya una mayor productividad.

La adsorcion de S. carlsbergensis sobre perlas de vidrio poroso aumenta el
rendimiento de etanol sobre la glucosa y disminuye la produccién de diéxido de
carbono (Navarroet al., 1977). Similarmente se comportan las células de S. cerevisiae
inmovilizadas en soportes de cerdmica (Demuyakor et al., 1992). Por otro lado, las
células de S. cerevisiae inmovilizadas en gelatina dan como resultado una mayor
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concentracion de polisacaridos, ADN y ARN en comparacion con las células libres
(Kourkoutas et al., 2004).

Las células de Aspergillus niger inmovilizadas en perlas de alginato de calcio
muestran un aumento de la sintesis de enzimas antioxidantes en comparaciéon con las
células libres (Kourkoutas et al., 2004). Candidatropicalis y S. cerevisiae inmovilizadas
en alginato de calcio muestran diferentes patrones matematicos cuando se relacionan
la tasa de crecimiento, la tasa de respiracion y la tolerancia al etanol (Jamai et al.,
2001).

Efectos sobre |la tolerancia al estrés

Norton et al., (1994) discutieron el aumento de la tolerancia al etanol de células de
levaduras inmovilizadas y sugirieron que este fendmeno puede atribuirse a la
encapsulacion de células por una capa protectora del material de gel o por la
modificacion de la concentracion de acidos grasos en las membranas celulares debido
a la limitacién de oxigeno por difusion.

El estrés osmoético causado por las técnicas de inmovilizacién favorece la
produccién intracelular de compuestos de regulacién de presion, tales como polioles,
que disminuyen la actividad del agua y por consiguiente tienen una mayor tolerancia a
compuestos toxicos (Norton et al., 1994).

Las células de levadura y Bacillus inmovilizados en diversas matrices poliméricas
muestran una mayor viabilidad y estabilidad térmica en condiciones de congelacion y
liofilizacidbn en comparacién con las células libres (Kourkoutas et al., 2004).

Soportes de inmovilizacién

Los diferentes soportes utilizados para la inmovilizacion de células se clasifican
en naturales, inorganicos, organicos y sistemas de membranas. Los soportes
naturales son principalmente de naturaleza alimenticia y se utilizan con ningun o casi
ningln pretratamiento tal como madera, aserrin, trozos de fruta, etc. Los materiales
organicos pueden realizarse sintéticamente (como el plastico) o extraerse de fuentes
naturales mediante procesos mas complejos (como hidrogeles poliméricos)
(Kourkoutas et al., 2004).

3. JUSTIFICACION

Actualmente el cambio climatico estd repercutiendo mucho en la agricultura. El
incremento del consumo de combustibles fésiles y determinados cambios en los usos
del suelo son los factores que mas afectan a la emisibn de gases de efecto
invernadero a la atmésfera, lo que provoca el conocido como calentamiento global,
con una elevacion de la temperatura media mundial y una fluctuacion en los periodos
de lluvias. Traduciendo esto a la viticultura, estas alteraciones climéaticas provocan,
principalmente, un crecimiento mas rapido y una maduracion desequilibrada del
vifiledo. En un clima mas célido que el 6ptimo, la vifia experimentara todos los cambios
fenolégicos mucho més rapidamente, por lo que la uva alcanzard su madurez con
altos niveles de azucar, lo que se conllevara un mayor grado alcohdlico. A lo largo de
los dltimos afios se han constatado modificaciones importantes en la composicion de
los vinos, debido al cambio climatico, tales como un aumento del grado alcohdlico del
12,3% al 13,9% en los vinos de Australia entre los afios 1984 y 2001; y de un 12,5% a
un 14,8% en Napa Valley entre 1971 y 2001 (Vila-Crespo et al., 2010). Esta
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modificacion en la composicion de las vendimias, provocan que las BAL responsables
de FML tengan aun mayores dificultades para realizarla (Reguant et al., 2010).

Debido a estas circunstancias ha surgido la necesidad de buscar nuevas
estrategias para mejorar el proceso de la FML.

4. OBJETIVO

El objetivo del proyecto consiste en la caracterizacion enoldgica de la bacteria
lactica O. oeni inmovilizada en matrices de alginato-silice, y su comparacion con su
contrapartida libre.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Preparacion de la muestra de vino

Para la realizacion de los ensayos se emple6 vino tinto de la variedad de uva Tinta
de Toro de la D.O Toro sin realizar la FML. Para poder trabajar con dicho vino, primero
se le adiciond la dosis de cortezas de levaduras de 20 g/HlI, se filtr6 con papel de filtro
y a continuacion se le sometid a un tratamiento de desalcoholizacion mediante un
rotavapor, se concentré un 30% (v/v) y de ese modo también se eliminaba el sulfuroso
libre. Una vez se tuvo el vino listo se le realizé un andlisis para conocer los parametros
de partida, los cuales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis del vino concentrado

ANALITICA VINO DE PARTIDA

Sulfuroso libre (mg/l) 0
pH 3,4
Acido malico (g/l) 1,8
Nitrégeno facilmente asimilable 50
(NFA)
Grado alcohdlico (% v/v) 0,8

Para estudiar el efecto del pH, grado alcohdlico, temperatura, acido malico y NFA
sobre la capacidad fermentativa de O. oeni en estado libre e inmovilizado se empleo el
vino anteriormente citado con distintas condiciones para estos parametros (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros a analizar

Variable Cond[ciones
estandar
pH 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8 4.0 3,4
Grado
alcohdlico (% 11 12 13 14 15 16 13
viv)
Tem?oecrf‘t”ra 13 16 19 22 20 22 22
NFA (mg/l) 50 100 150 200 250 50
Acido malico 5 3 4 5 3
g/l

A modo de ejemplo, para estudiar el efecto del NFA se dejan fijas todas las
variables a los niveles descritos para las condiciones estandar, y la variable NFA se
estudiard a los cinco niveles descritos en la Tabla 2. Para el resto de variables se
trabajaria de la misma forma.

Para ajustar el pH al valor deseado se emplea una disolucién de NaOH 2N o
H,SO, 2N. En el caso del grado alcohdlico se utilizo alcohol etilico (99,5% de pureza).
Las condiciones de NFA se llevaron a cabo mediante la adicién de diamonio hidrogeno
fosfato (DAP) (Panreac). En relacién al acido malico se utiliz6 DL- acido malico
(Panreac).

El vino antes de prepararlo segun la Tabla 2 se esterelizé mediante filtracién con
matraz Kitasato empleando un filtro de membrana de nitrato de celulosa de 0.2 um de
diametro de poro. Todas las operaciones se realizaron en condiciones de asepsia.

5.2. Inmovilizacion de las bacterias lacticas
e Fundamento del método de inmovilizacién

Para este trabajo se emple6é un gel de alginato de calcio como soporte de la
inmovilizacion junto materiales siliceos ya que presentan caracteristicas fisicas muy
deseables, ademas de una estabilidad quimica ocasionada por el enlace Si-O. Por
otro lado, para realizar una adecuada encapsulacion de O. oeni es necesario evitar la
produccion de algunas sustancias toxicas asociadas al proceso de gelificacion
tradicional (ruta con alcoxidos), como son la presencia de sustancias precursoras de
silicio, de alcohol o valores de pH del medio prejudiciales para las BAL (Callone et al.,
2008). La alternativa escogida en el presente trabajo para afrontar este reto es el
empleo de precursores de silicio no alcoxidos, como son el silicato de sodio y el
silicato coloidal. Estos no precisan de disolventes organicos y no se precisan de una
etapa previa de hidrélisis.
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e Metodologia empleada

Para la inmovilizacion de O. oeni se empled una concentracion de alginato de
sodio del 2% (Guzzon et al., 2011). Se empleé la bacteria liofilizada O. oeni (LALVIN
VP 41 MBR, Lallemand).

Para inmovilizar las BAL en los soportes mixtos de alginato-silice se emple6 un
proceso de coacervacion basado en la mezcla de los derivados de silicio con el
alginato antes de la gelificacion en presencia de Ca** (Coradin et al., 2003). Se siguio
el método propuesto Trivedi et al. (2006) con modificaciones. Como derivados de
silicio se emplearon silicato de sodio y silicato coloidal demostrada su capacidad para
formar un gel empleando una ruta acuosa (Coradin et al., 2003).

Se utilizaron las condiciones previamente optimizadas para la inmovilizacion de O.
oeni por Simo et al., (2015) las cuales son una concentracion de silicato de sodio de
0,06M vy 1,23M de silicato coloidal a un pH de 6,29.

El procedimiento que se utiliz6 fue el siguiente. En un tubo Falcén estéril se
prepar6 una disolucién en agua de silicato de sodio y silicato coloidal para obtener una
concentracion final de 0,06M y 1,23M respectivamente y se ajusté el pH hasta 6,29
con HCI 2N. Una vez obtenida dicha disolucion se afiadié un 2% alginato de sodio en
agitacion continua para que la mezcla fuera homogénea. Seguidamente se le adicioné
las bacterias en la concentracién establecida (previamente hidratadas en agua estéril
en el volumen de 20 veces su peso). La suspension se hizo gotear por gravedad
mediante una jeringuilla estéril de 10 ml sobre unos 200 ml de Ca,Cl 0,2 M estéril. Se
dej6 en agitacién a 260 rpm durante 2 h para que finalizase el proceso de gelificacion y
se lavaron las perlas con unos 100 ml de agua destilada estéril. Todas estas
operaciones se realizaron en condiciones estériles y empleando material y reactivos
esterilizados comercialmente o mediante autoclavado a 121°C durante 20 minutos.

5.3. Desarrollo de la fermentacién malolactica.

Para el desarrollo de la fermentacién malolactica se trabajé por triplicado con una
concentracion de =0,0034g gel/ ml de vino. La carga bacteriana que se emple6
finaimente fue de 10’ UFC/ml de vino para la inmovilizacién en la matriz hibrida de
alginato-silice y de 10® UFC/ml para las células libres. Todas estas operaciones se
realizaron en condiciones estériles y empleando material esterilizado comercialmente
0 mediante autoclavado a 121°C durante 20min.

5.4. Determinaciones analiticas de las muestras.

e Seguimiento de la FML mediante el analisis del acido mélico.

El seguimiento de la FML de cada experimento se realizé cada 24 h mediante la
medida semicuantitativa del acido malico por medio de cromatografia en papel
(Hidalgo, 2011). Esto permiti6 establecer el momento en el que poder evaluar
cuantitativamente la capacidad de fermentacion de cada muestra de BAL inmovilizada,
gue se establecio en 24 horas desde la inmovilizacion. En este punto, se observd una
suficiente variabilidad entre muestras para la concentracion de acido mélico.

La determinacion cuantitativa del acido malico se realiz6 mediante un kit
enzimatico (TDI, Espafa) segun el método propuesto por Olschiimke et al. (1969). El
método se fundamenta en el hecho de que la nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD)

Noelia Santamaria Gregorio
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID CAMPUS DE PALENCIA
Grado en Enologia Péagina 12/21



Caracterizacion enolégica de bacterias lacticas inmovilizadas en matrices de alginato-silice

Universidad deValladolid

oxida el acido L-Malico a oxalacetato en presencia de la enzima L-malato
deshidrogenasa (L-MDH).

La medida espectrofotométrica de la cantidad de NAD" reducido a NADH indica la
cantidad de &cido L-Malico (L-malato) presente en la muestra. La medida se realizé a
340 nm, utilizando un colorimetro (Spectronic Unicam, modelo 4001/4, Reino Unido).

e Meétodos analiticos

En relacién a los andlisis de pH se llevé a cabo mediante el pH-meter BASIC 20+
CRISON. En cuanto al NFA del vino se analizé mediante el protocolo establecido por
Aerny (1996).

5.5. Tratamiento estadistico de los datos.

Con todos los resultados obtenidos de las concentraciones de acido malico finales
se realizd6 el % de degradacion de acido malico, dando como 100% a la mayor
degradacion es decir, a la menor concentracion de &cido malico final. Después se
realizaron graficos de dispersion teniendo en cuenta las medias de % de degradacion
de cada nivel de cada parametro y se les incluyé las barras de error con la desviacion
estandar de los % de degradacion.

Ademas de lo citado anteriormente se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y
se realiz6 un estudio de mdltiple rangos utilizando la opcion de Tukey HSD (ANEXO
1). Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa
Statgraphics centurion.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Grado alcohdlico

En la Figura 1 se observa la degradacién de &cido malico frente el grado
alcohdlico para las células libres e inmovilizadas en alginato-silice. Si nos fijamos en
las células libres se puede observar una disminucion de la degradacion de &cido
malico a medida que aumenta el grado alcohdlico. Esto podria explicarse ya que
como demostré Henick-Kling et al. (1993) el etanol interfiere fuertemente en el
crecimiento y la actividad metabdlica de las BAL. También se puede observar que a
partir de 13%(v/v) la disminucién de la degradacién del acido malico es mas
pronunciada, esto puede deberse a que como observd Davis et al. (1988), la tasa de
crecimiento de O. oeni disminuye linealmente a medida que hay un aumento de la
concentracion de etanol, estando el limite superior tolerado por la mayoria de las
cepas en 14% (v/v). Hay que tener en cuenta que O. oeni tiene menos resistencia al
etanol que otros tipo de cepas como pueden ser Lactobacillus y Pediococcus.

A diferencia de lo observado para las células en estado libre, el incremento de la
concentracion de alcohol no modifica sensiblemente la conversion del &cido malico
para las células inmovilizadas. Estos resultados estan en consonancia con los
encontrados por Rodriguez-Nogales et al. (2013) que muestran una mayor eficiencia
en la degradacién de acido malico en vinos de alta concentracion alcoholica. Esta
tolerancia al etanol podria atribuirse a que la encapsulacion ofrece una capa de
proteccion frente a este metabolito o a la modificacion de &cidos grasos en las
membranas celulares debido a limitaciones de difusion de oxigeno. Se ha demostrado
gue la inmovilizacion celular podria causar alteraciones deseables en el metabolismo
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de las células incrementando su tolerancia al alcohol (Kourkoutas et al., 2010).
También se ha demostrado que el etanol modifica la composicién de acidos grasos de
la membrana celular de las BAL (Norton et al., 1994).

Grado alcohdlico
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Figura 1 Degradacion de 4cido malico (% relativo) frente al grado alcohdlico
6.2. Temperatura

La temperatura afecta a la tasa de crecimiento y a la duracién de la fase de
retardo de las BAL, por tanto, también a la poblacion méaxima de las bacterias. Henick-
Kling, (1993) observé que la tasa de crecimiento Optima de cepas de O. oeni esta
cerca de los 25°C. Segun muestra la Figura 2, existe un aumento de la degradacion de
acido malico segin se aumenta la temperatura tanto para células libres como
inmovilizadas en alginato-silice, siendo la 22°C la temperatura Optima. Rodriguez-
Nogales et al. (2013) observaron una reduccién de la conversién de acido malico del
60% al 30% a una temperatura de 30 y 15°C, respectivamente También se puede ver
en la Figura 2 que el aumento de la degradacién de acido malico desde 13°C a 16°C
es mas pronunciado en células libres que en inmovilizadas.
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Figura 2 Degradacion de acido malico (% relativo) frente a la temperatura

6.3. Nitrégeno facilmente asimilable

La eficiencia de la FML esta influenciada por la composicién en aminoacidos del
vino. Sin embargo, sélo unos pocos estudios se han centrado en las necesidades en
aminoacidos de O. oeni y su efecto en la actividad malolactica (Bauer et al., 2004).
Fourcassie et al., (1992) demostraron la absoluta necesidad de cuatro aminoacidos
(arginina, acido glutamico, triptéfano e isoleucina), mientras que otros seis (valina,
metionina, cisteina, leucina, acido aspartico e histidina) se requieren para el
crecimiento 6ptimo de O. oeni .

Como se puede ver en la Figura 3, la degradacién de acido malico se mantiene
mas o menos estable en el rango de NFA ensayado. Parece claro que el proceso de
inmovilizacién no modifica el comportamiento de las células frente a los niveles de
NFA ni genera problemas de difusion de los aminoacidos y del amonio hacia el interior
del soporte donde se encuentran las células.
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Figura 3 Degradacion de 4cido malico (% relativo) frente a NFA

6.4. pH

Como observo Henick-Kling et al. (1993), el pH del vino es muy importante en la
tasa de crecimiento de las BAL ya que afecta fuertemente a la actividad malolactica de
la célula. Kukee et al. (1967) demostré que en vinos con un pH 3,3 o0 superior
presentan pocos problemas mientras que a un pH bajo existen dificultades. Davis et al.
(1986) comprob6 que el crecimiento de O. oeni se inhibe a un pH bajo. Este
comportamiento lo podemos observar en la Figura 4, en la que se aprecia claramente
gue a pH bajo la degradacion de acido malico es muy inferior para las células libres.
Rodriguez-Nogales et al. (2013) pudieron observar que la capacidad de O. oeni
inmovilizada en gel de PVA, para degradar el acido malico no se vio afectada por los
cambios de pH aunque si que vieron un ligero descenso en la conversion del acido
malico del 98% al 90% cuando el pH era de 3,95 y 3,36 respectivamente. Cuando se
inmovilizo células de S. cerevisiae en geles de alginato, la actividad fermentativa fue
independiente del pH mientras que para las células libres el 6ptimo fue de 4,0
(Rodriguez-Nogales et al. 2013). Esto también se puede observar en la Figura 4, en la
que se refleja que en las células inmovilizadas la degradacion de acido malico no se
encuentran tan afectadas por la disminucion del pH como en las células libres.

El motivo de que a pH bajos trabajen mejor las células inmovilizadas en alginato-
silice que las células libres se puede explicar gracias a Gallazo et al. (1990) que vieron
gue con S. cerevisiae hay un incremento del valor pH intracelular en las células
inmovilizadas lo que da como resultado una mayor actividad de la enzima y por lo
tanto mayor productividad. ElI pH intracelular aumentado podria incrementar la
permeabilidad de la membrana citoplasmica a los protones, lo que conduce a un
mayor consumo de ATP causando un aumento de la actividad metabdlica.
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Figura 4 Degradacion de 4&cido malico (% relativo) frente al pH
6.5. Acido malico

Varios estudios han demostrado que el L-malato estimula el crecimiento y la
produccién de biomasa en O. oeni (Bauer et al.,, 2004). A pH bajo, L-malato se
metaboliza a un ritmo elevado, mientras que el producto del metabolismo de los
hidratos de carbono se realiza muy lentamente. EI aumento resultante en el pH
permite un aumento en la utilizacién de carbohidratos, lo que explica el crecimiento
inducido por el malato (Miranda et al, 1997). La degradacion de L-malato también
estimula el crecimiento de una manera independiente del pH (Bauer et al., 2004)
mediante la generacion de una enzima metabdlica que impulsa la sintesis de ATP
(Cox et al., 1989).

Como se muestra en la Figura 5, hay un aumento de la degradacién de acido
malico segln se aumenta la concentracion de dicho acido tanto para células libres
como inmovilizadas. Se observa que a bajas concentraciones de acido malico en el
vino de partida también se produce una conversion de acido malico. De nuevo se
observa como el proceso de inmovilizacién no modifica el metabolismo de las células
ni generod problemas de difusion del acido malico.
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Figura 5 Degradacion de acido malico (% relativo) frente al acido malico.

7. Conclusion

La utilizacibn de una matriz hibrida de alginato-silice como soporte de
inmovilizacién de O. oeni supone grandes beneficios a la hora de realizar la FML en
vinos tintos, en comparacion con el empleo de células libres. Se ha observado que las
células inmovilizadas son capaces de metabolizar mejor el acido malico en vinos con
grados alcohdlicos superiores a 13% (v/v), en relacién con las bacterias libres. Por otro
lado, las células inmovilizadas presentan un mejor comportamiento en vinos con pH
menores de 3,2. En cuanto a los demas parametros enoldgicos estudiados, el proceso
de inmovilizacion no modificé sensiblemente el proceso fermentativo. Tampoco se
observaron problemas de difusion del acido malico y de los aminoacidos hacia el
interior del soporte de inmovilizacion.
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