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Determinacion de las necesidades nutricionales de O. oeni para su cultivo en el laboratorio

Abstract

This work is focused on lactic acid bacteria (LAB) that carry out the malolactic
fermentation (MLF) in wines. Taking into account previous studies (Zufiga et al., 1993)
which demonstrate that the culture environment described gives an adequate growing
of bacteria, the purpose of this study is to determine feeding requirements for these
microorganisms. It will be described the effect of modifications in the composition of
culture medium on the development and growth of the Oenococcus oeni in the lab. As
a first step, it has been fulfilled a bibliographic review with the aim of knowing the
function and effect of each nutrient in the bacteria. Then, different growing tests have
been carried out eliminating several nutrients, and evaluating these results over the
bacteria’s kinetic growth. After evaluating results, it MLF was developed in wine using
these acclimatized bacteria to evaluate their capacity to fulfil the fermentation above
mentioned.

1- Resumen

El trabajo se enfoca en las bacterias lacticas (BAL) que llevan a cabo la fermentacion
malolactica (FML) en vinos. Partiendo de anteriores estudios que demuestran que el
medio de cultivo descrito por Zuhiga et al. proporciona un crecimiento adecuado de la
bacteria, el estudio se centra en la determinacién de las necesidades nutricionales de
estos microorganismos mediante variaciones en la composicion de los medios de
cultivo y el estudio de su efecto en el crecimiento y desarrollo de Oenococcus oeni en
el laboratorio. En primer lugar, se ha llevado a cabo una revisiéon bibliografica cuyo
objetivo era saber la funcién y el efecto de cada nutriente en las bacterias.
Posteriormente, se llevaron a cabo distintas pruebas de crecimiento eliminando
distintos nutrientes y evaluando su repercusién en la cinética de crecimiento
bacteriana. Tras evaluar los resultados se procedié a realizar la FML en un vino
utilizando las bacterias aclimatadas en los diferentes medios de cultivo para evaluar su
capacidad para realizar dicha fermentacion.
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Determinacion de las necesidades nutricionales de O. oeni para su cultivo en el laboratorio

2- Introduccion

La fermentaciéon malolactica (FML) es un proceso que se realiza durante la vinificacion,
normalmente de tintos, y que es llevada a cabo por las bacterias lacticas (BAL).
Tradicionalmente, la FML se desarrolla después de la fermentaciéon alcohdlica (FA).
Consiste en la transformacion del acido malico, vigente en el vino, en acido lactico, lo
que causa una desadificacion biolégica, un aumento del pH de entre 0,1 a 0,5
unidades (aproximadamente) y cambia el perfil organoléptico del vino (Bordons et al.,
2013). Esto produce una sensaciéon mas agradable en la boca, una desaparicion de
aromas primarios, afrutados y vegetales. Ademas, provoca una estabilidad bioldgica al
impedir el crecimiento de otras bacterias o microorganismos en el vino (Swiegers et
al., 2005; Garcia-Ruiz et al., 2012).

La FML depende de distintos factores como el pH, concentracion de etanol, SO,,
temperatura, acidos grasos o compuestos fendlicos y suele afectar positivamente a la
calidad del vino, siempre que este proceso se realice correctamente. Se puede realizar
de forma espontanea (con bacterias indigenas presentes en el vino) o de forma
controlada, inoculando cultivos iniciadores de la FML. Una FML espontanea puede
durar semanas o incluso meses, y suele ser dificil de controlar, lo que conlleva un
riesgo en las caracteristicas organolépticas como subida de acidez volatil, alta
produccion de acetoina y diacetilo, caida del color, desaparicion de aromas varietales
de la uva y alteraciones aromaticas o produccion de aminas biégenas (Romero et al.,
2003). Esto se evita utilizando la inoculacién de BAL seleccionadas, principalmente de
la especie Oenococcus oeni. La inoculacion de cultivos iniciadores de BAL agiliza el
inicio y desarrollo de la FML y se reduce el riesgo de deterioro por la actuacion de
otras BAL permitiendo el control de la cepa inoculada (Berbegal et al., 2015; Zhang et
al., 2006).

En la primera definicion técnica, las BAL se reconocieron como un extenso grupo de
bacterias Gram-positivas, con forma de cocos o bacilos, que no producen esporas y no
tienen motilidad, y tienen la habilidad de catabolizar azucares, principalmente en
acidos lacticos. Estos criterios de clasificacion condujeron hacia una definicion mas
amplia de BAL que comprende diversos tipos de bacterias. Durante los afios 90, los
avances en técnicas moleculares permitieron una descripcién mas elaborada de BAL:
bacterias Gram-positivas, que no forman esporas, microaerofilicas o anaerobias que
producen acido lactico como el mayor producto final de la fermentacion de los
azucares. Las BAL son tipicamente catalasas negativas ya que carecen de la enzima
citocromo, aerotolerantes y acido-tolerantes. Los géneros mas comunes de BAL
relacionados con los alimentos son: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Tetragenococcus,
Carnobacterium y Weissella. Aunque incluso se haya sugerido que las BAL son un
grupo de bacterias heterogéneas y puede que no exista una definicion técnica
universal, todos los géneros arriba mencionados han demostrado haberse bifurcado
de un ancestro comun (Papadimitriou et al., 2016). .

En la actualidad, Oenococcus oeni, es la BAL mas utilizada como cultivo iniciador de la
FML, ya que asegura una rapida y completa fermentacion, resistiendo, ademas a las
condiciones de un vino (Berbegal et al., 2015; Gutiérrez, 2015). Debido a la interaccion
entre las levaduras y las bacterias y entre las mismas bacterias, durante toda la FA,
ocurre una seleccién natural y, finalmente, la especie dominante es O. oeni. (Lonvaud-
Funel, 1999). Se ha comprobado, por tanto, que soporta las condiciones de estrés del
vino y llega a tolerar niveles de pH bajos, altas concentraciones de SO, y alto grado
alcohdlico (Mesas et al., 2004; Alegria et al., 2004).
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Determinacion de las necesidades nutricionales de O. oeni para su cultivo en el laboratorio

Las BAL se dividen fisiolégicamente en dos grupos, dependiendo de la ruta de
fermentacion de la hexosa: homofermentativas y heterofermentativas. O. oeni usa la
via de las pentosas fosfato, produciendo, ademas de acido lactico, CO,, acido acético
y/o etanol, convirtiéndola en una bacteria heterofermentativa (Zufiga et al., 1993). Se
ha demostrado que, su actuaciéon en el perfil organoléptico de los vinos es
mayoritariamente beneficiosa. (Lonvaud-Funel, 1999; Liu, 2002).

El uso de O. oeni como cultivo iniciador de la FML, debido a la escasez de nutrientes
en esta etapa y las condiciones adversas del vino para el desarrollo y actividad
bacteriana, implica la busqueda de estrategias que optimicen la aplicacion de estos
cultivos. Entre las estrategias que no implican la aplicacién de ingenieria genética, el
método mas simple y clasico consiste en la identificacién de cepas en la naturaleza
con las caracteristicas adecuadas (Betteridge et al., 2015).

Por lo tanto, la busqueda de cultivos iniciadores para la realizacién de una FML
adecuada implica superar dos retos: i) la selecciéon de cepas Optimas vy ii) la adaptacion
de estas bacterias a las condiciones adversas que se presentan en el vino para su
desarrollo.

La seleccion de cepas de O. oeni 6ptimas para el desarrollo de la FML en las
condiciones deseadas requiere un medio de cultivo general en laboratorio que pueda
proporcionar un buen crecimiento bacteriano. Las BAL poseen unos requerimientos
nutricionales complejos (Zuhiga et al., 1993). Actualmente, los diferentes medios
descritos en la bibliografia incluyen numerosos componentes (Alvarez, 2017). Esto
supone un inconveniente dificultando su elaboracion y elevando su coste.

En estudios previos se realizé una revision bibliografica (Alvarez, 2017), concluyendo
que los medios mas utilizados para el estudio y crecimiento de O. oeni son MRS y
MLO. Segun los datos publicados, el medio MLO permite un crecimiento rapido y facil
de O. oeni (Claus et al., 1983). Por otro lado, el medio MRS aparece en la bibliografia
como un medio idoneo para bacterias lacticas, especialmente para Lactobacillus
plantarum (Navarro et al., 2000). Por lo tanto, para este estudio se partié del medio
MLO descrito por Zufiga et al., (1993) modificado sin zumo de tomate, ya que estudios
previos en nuestro grupo de investigacion demuestran que su ausencia no influye
negativamente en el crecimiento de O. oeni (Alvarez, 2017).

Las bacterias requieren adaptacion para su crecimiento bajo condiciones
desfavorables como las que se dan en el vino, en concreto, altas concentraciones de
alcohol y bajo pH. La adaptacion metabdlica es crucial para la supervivencia porque
estimula la produccién de energia adicional y disminuye el nivel de estrés, por ejemplo,
a través de una alcalinacion del citosol, bajo condiciones acidas. pH bajos dafian tanto
la pared celular como la membrana celular, influenciando asi al pH y al potencial de la
membrana. La acidificacion del citosol es gen-toxica y da como resultado la
desnaturalizacion de las proteinas. Sobre todo, afecta al metabolismo lo que lleva
hacia un agotamiento de la energia y a la muerte celular. El estrés provocado por el
etanol es particularmente importante para la mayoria de O. oeni, que llevan a cabo la
FML durante el proceso de vinificacion. (Papadimitriou et al., 2016).

Bajo condiciones de estrés, las células tratan de adaptarse mediante respuestas
moleculares apropiadas en un intento de mejorar los efectos negativos y restaurar el
crecimiento y el potencial de supervivencia. Las especies que pertenecen a los
géneros Oenococcus, Pediococcus, Lactococcus, Lactobacillus, y Leuconostoc y a las
especies de Streptococcus utilizan la ruta de la FML para mejorar la supervivencia
bajo condiciones de estrés medioambiental, tales como un bajo pH, una alta
concentracién de carbohidratos o la inanicién. Esta ruta implica la decarboxilacion del
acido L-malico al acido L-lactico y CO, (Papadimitriou et al., 2016).
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La aclimatacion bacteriana a las condiciones del vino se ha realizado mediante
diferentes estrategias entre las que destacan el uso de medios de cultivo con
composicion similar al vino y medios de cultivo a los que se adiciona etanol (Cecconi
et al., 2009; Lerm et al., 2011; Brizuela et al., 2017). Los resultados indican que la
adaptacion al contenido alcohdlico del medio de cultivo acidificado es un factor
importante para su supervivencia en las duras condiciones del vino (Brizuela et al.,
2017).

Bajo condiciones de estrés medioambiental, las BAL cambian los flujos de energia y
metabdlicos, modifican la tasa de crecimiento y adaptan el metabolismo de las fuentes
de carbono al nuevo medio al modificar la sintesis de las enzimas y de los metabolitos
para transportar y metabolizar de manera eficiente los carbohidratos y otras fuentes de
carbono, tales como el malato y el citrato (Papadimitriou et al., 2016).

2.1.- Necesidades nutricionales de O. oeni

Muchas cepas de BAL tienen requerimientos caracteristicos del numero de
aminodacidos, vitaminas, purinas, pirimidinas, asi como otros nutrientes para su
crecimiento en un medio sintético (Deguchi et al., 1991). Se encontré que los
requerimientos nutricionales de las bacterias son especificos de las cepas, y que solo
diez componentes son esenciales para todas las bacterias lacticas estudiadas: fuentes
de carbono y fosfatos, manganeso, como numerosos acidos aminicos (prolina,
arginina y los acidos aminicos ramificados como la valina, leucina e isoleucina) junto
con vitaminas (acido nicotinico y acidos pantoténicos). Los nucleétidos no fueron
esenciales para ninguna de las bacterias estudiadas (Terrade, 2009).

2.1.1. Composiciéon del medio MLO modificado

El medio MLO modificado contiene triptona, extracto de levadura, glucosa, fructosa,
MgSO,4, MnSQ,, citrato diamonico, tween 80 y cisteina. La funcion que estos
componentes realizan en el crecimiento bacteriano se describe a continuacion:

Las BAL emplean la triptona como fuente de carbono. El extracto de levadura,
obtenido por autolisis o plasmdlisis de las células de levadura, aporta mezclas de
aminoacidos y péptidos, vitaminas y carbohidratos, es un factor de crecimiento al igual
que fuente de nitrégeno, fésforo, azufre y carbono.

La glucosa y fructosa, son fuente de carbono y energia. Se estudié que el crecimiento
de O. oeni mejoraba con mezclas de azucares (glucosa / fructosa), dependiendo de
las condiciones de la mezcla en el sustrato y que se relacionaba con un aumento de
rendimiento de biomasa y una productividad celular volumétrica mas alta. También se
investigd la influencia de glucosa y fructuosa por separado. La glucosa tiene el mayor
rendimiento de produccion de biomasa, siendo un factor necesario en el crecimiento
celular, pero con un ratio de crecimiento menor que en fructosa. Aunque con esta
ultima se experimentan retrasos de crecimiento, comportamiento que se podria
explicar con que la fructosa se usa en parte como un aceptor de electrones y no como
un generador de energia (Zhang et al., 2005; Todar, 2008).

El citrato de amonio se puede utilizar como fuente de carbono y/o energia, en
condiciones tanto aerdbicas como anaerdbicas. La fermentacion del citrato en el caso
de las BAL, se produce cuando las bacterias carecen del ciclo de Krebs o no es
completamente funcional. La fermentacién del citrato por BAL en vino, produce
fermentaciones secundarias y la concentracion de estos productos debe de estar
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comprendido dentro de ciertos valores para que no influyan negativamente (Magni et
al., 2008). El citrato es un precursor de aromas, su catabolismo se asocia con un
aumento en la producciéon de los componentes diacetilicos aromaticos dando los
aromas mantequillosos. Los azucares aseguran la degradacién del citrato produciendo
estos componentes aromaticos ya que O. oeni usa el citrato como un aceptor en el co-
metabolismo con los azucares (Zee, 2002; Todar, 2008; Konig, 2017). La
cofermentacion de los citratos y de la glucosa en unas BAL heterofermentativas sigue,
de manera obligada, la ruta del fosfato pentosa, produciendo fundamentalmente acido
lactico, acido acético/etanol, y ATP de la glucosa consumida. Un mol adicional tanto de
acido acético como de ATP se sintetiza para cada mol de citrato metabolizado.
(Papadimitriou et al., 2016).

L-cisteina interviene en la produccién de aminoacidos que inciden en los aromas. El
uso de la L-cisteina ha sido considerado junto con otros aminoacidos como la L-valina
o la d-ribosa, como aminoacido esencial para el crecimiento de O. oeni (Terrade et al.,
2008). Muchas cepas de BAL tienen requerimientos caracteristicos del numero de
aminoacidos, y ha quedado claro que pueden sintetizar la mayoria de ellos,
encontrandose la L-cisteina entre estos aminoacidos utilizados (Deguchi et al., 1991)

Por otro lado, en baja concentracion, se requiere la adicion de sales inorganicas como
MgSO, y MnSO,. El metabolismo requiere magnesio que se adiciona como sal
inorganica. Son cationes que estabilizan macromoléculas anidnicas; el azufre es
indispensable para producir cisteina y metionina (aminoacidos); el manganeso es
clasificado como un oligoelemento en la nutricion bacteriana (Kenneth T. 2008); El
Tween 80, aumenta la supervivencia celular con poca capacidad para asimilar acidos
oleicos, al disolver grasas, mejorando asi su asimilacion.
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3- Justificacion

En la actualidad, Oenococcus oeni es la bacteria lactica mas usada para realizar la
FML en vinos de forma efectiva. Su inoculacion permite controlar este proceso,
efectuar una FML mas rapida y conferir al vino unas caracteristicas deseadas.

El interés actual en la busqueda de microorganismos que confieran caracteristicas
Unicas al vino ha llevado a la seleccién de bacterias autdctonas para la elaboracion de
vinos. La busqueda de un medio de cultivo general que facilite y abarate el aislamiento
y desarrollo de estos microorganismos en el laboratorio es un proceso clave para esta
seleccion.

Por otro lado, la adaptacion de las bacterias a las condiciones de estrés presentes en
el vino (pH, escasez de nutrientes y presencia de etanol) para su uso como cultivos
iniciadores supone un reto en enologia. La adaptacion metabdlica de las bacterias al
medio es un paso crucial para su supervivencia, ya que durante esta fase su respuesta
celular al estrés supone la reprogramacion de sus rutas metabdlicas (Papadimitriou et
al., 2016).

Las BAL se encuentran con situaciones de estrés durante la FML ya que los
componentes del vino (SO,, grado alcohdlico, niveles bajos de pH, escasez de
nutrientes...) son limitantes a la hora del desarrollo y crecimiento de las células. Por
ello es interesante realizar ensayos donde se adapten las BAL a estas situaciones de
estrés antes de la siembra en vino. Se han analizado ya las adaptaciones a
condiciones de estrés mediante modificaciones en el pH mediante acidificaciones y
adiciones de etanol (Brizuela et al., 2017). En este estudio la estrategia utilizada se
basa en la modificaciéon del medio de cultivo para adaptar a O. oeni a situaciones de
estrés con escasez de nutrientes.
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4- Objetivos

El objetivo principal de este estudio es la evaluacién del crecimiento de O. oeni
eliminando ciertos nutrientes para la obtencion de un medio de cultivo reducido y
estudiar su influencia en la adaptacion de las bacterias en las condiciones de estrés en
las que se lleva a cabo la FML.

Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:

= Revision bibliografica de las funciones de los distintos componentes del medio
de cultivo. Propuesta de cambios en la composicion para ensayos en
laboratorio.

= Estudio del crecimiento de dos cepas de O. oeni en cultivos de laboratorio
modificados.

=» Estudio de la evolucion de la FML efectuada por estas cepas después de la
adaptacion a medios mas restrictivos.
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5- Materiales y métodos

5.1- Microorganismos

Se utilizaron dos cepas de Oenococcus oeni, CECT217 y CECT4759, ambas de la
Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (CECT). La cepa CECT217 fue aislada en vino
por Garvie en 1967 y clasificada inicialmente como Leuconostoc oenos (Garvie, 1967).
Posteriormente, Dicks la reclasific6 como Oenococcus oeni (Dicks, 1995). La cepa
CECT4759, se obtuvo de la coleccién de Martinez-Murcia (A12) de la Universidad de
Alicante, y fue aislada por A. Zavaleta de vinos de Cigales (Valladolid).

El mantenimiento de O. oeni se realizé6 en medio MLO modificado (ver apartado 5.2).
Las bacterias se mantuvieron en el medio sdlido realizando pases frecuentes. El
crecimiento se realizd en anaerobiosis a 26°C. Dicha anaerobiosis se consiguio
aislando el medio con el uso de papel de film. El crecimiento en medio liquido se
realizé en las mismas condiciones que en los ensayos en medio solido. En este caso,
para evitar el contacto del matraz con el oxigeno, se tapd el matraz con algodon y
papel de film (cada vez que se efectué una toma de muestras habia una ruptura de
dicha anaerobiosis que duraba hasta que finalizaba el muestreo. Inmediatamente se
volvia a usar el método de aislamiento ya citado).

5.2- Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron autoclavados a 121 °C durante 15 minutos antes
de su uso en los diferentes ensayos.

5.2.1- MLO modificado

La composicion del medio de cultivo se detalla a continuacion: triptona, 10,0 g/L
(Bacto™ Tryptone, Ref. 210705); extracto de levadura, 5,0 g/L (Labkem Ref.
18128.20150417B9B); glucosa, 10,0 g/L (Labkem, Ref. 21534.170126FF); fructosa,
5,0 g/L (Panreac PRS, Ref. 142728.1210); MgSQO, - 7H,0, 0,20g/L (Panreac PA, Ref.
131404); MnSO, - H,O 0,05¢/L (Panreac, PA Ref. 131413.1210); citrato diamadnico,
3,5g/L (Applichem Panreac, Ref. 141120.1210); Tween 80 (Tween” Panreac Pr, Ref.
212050).

El pH se ajusto6 a 4,8. La cisteina (Sigma, Ref. 1001670432), esterilizada por filtracion,
se anadio asépticamente tras el proceso de la esterilizacion en autoclave.

5.2.2- Medios de cultivo estudiados

Los medios de cultivo estudiados se realizaron como se describe en el apartado
anterior suprimiendo los siguientes componentes: i) citrato de amonio; ii) fructosa; iii)
cisteina y iv) azucares (glucosa y fructosa).

5.3- Ensayos de crecimiento bacteriano

Los ensayos de crecimiento bacteriano se realizaron en los diferentes medios sdlidos y
liquidos en los medios descritos en al apartado 5.2 de materiales y métodos.
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5.3.1. Medio sélido

Se realizd una siembra en estria de cada una de las cepas en placas Petri (5 placas
por condicién y cepa, y un control a mayores por cada condicion sin dicha siembra, 10
placas con siembra y 5 sin ella en total) y se determiné la evolucion del crecimiento de
las dos cepas a través de un seguimiento diario de las placas en las diferentes
condiciones. El crecimiento se realizé a 26°C en anaerobiosis aislando las placas Petri
con el uso de papel de film durante 7 dias.

5.3.2. Medio liquido: curva de crecimiento

Previamente, se realizd un cultivo en medio MLO modificado liquido de las dos cepas
de O. oeni hasta alcanzar la fase estacionaria tras incubaciéon en anaerobiosis (con el
uso de algoddn y papel de film) a 26°C. El ensayo de crecimiento se llevd a cabo en
30 matraces Erlenmeyer de 100 ml (5 condiciones por cada cepa y sus triplicados
correspondientes, y un control por cada condicién, sin inocular, a mayores) con 50 ml
de los diferentes medios de cultivo, inoculando 1 ml de los microorganismos
procedentes del medio liquido.

Se estudié la evolucién de las dos cepas de O.oeni en las distintas condiciones
durante varios dias mediante la determinacién de la densidad optica del cultivo a
600nm usando un espectrofotémetro (Spectronic® 20 GENESYS™). Los ensayos se
realizaron por triplicado tomando como referencia los medios sin inocular.

El analisis de datos de la evolucion del crecimiento de las diferentes cepas se
representd como la media de los triplicados indicando la desviacion estandar de las
medidas realizadas.

5.4. Confirmacién de los microorganismos
5.4.1 Tinciéon de Gram

Tanto al principio como al final de los ensayos se realiz6 una tincion de Gram para
comprobar la presencia de bacterias lacticas. Brevemente, la muestra se fijé en un
portaobjetos, se afiadid secuencialmente violeta de genciana, lugol, alcohol-acetona y
safranina como colorante de contraste (OIV/OENO 206/2010). La muestra se observo
con el objetivo 100x aplicando aceite de inmersién en un microscopio Leica DM750.

5.4.2 Prueba de la catalasa

Esta prueba, al igual que la tincion Gram, se realizé para comprobar la presencia de
bacterias catalasa negativas, caracteristico de O. oeni, y descartar por tanto la
presencia de bacterias acéticas, que son catalasa positivas.

La prueba se realizé siguiendo el protocolo descrito por la OIV (OIV/OENO 206/2010).
Se puso en un portaobjetos una pequefia muestra de bacterias y se depositd sobre la
muestra una gota de peroxido de hidrégeno al 30%. La liberacion de gas se observo
claramente a simple vista.

5.4.3 Observacion al microscopio

Diariamente se toman muestras y se observan al microscopio con el objetivo de 40x
para asegurarnos la ausencia de contaminaciones por levaduras u otros organismos.
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5.5. Protocolo de FML

Después de confirmar el crecimiento bacteriano en las distintas condiciones de cultivo,
se inoculd a un vino experimental elaborado en la ETSIIA con las variedades
Garnacha, Cabernet Sauvignon y Mencia que habia finalizado la FA y que fue
conservado en congelaciéon. El vino sin ningun tratamiento adicional (sin esterilizar
antes de la inoculacion) se dispuso en matraces de 100ml (30 matraces en total)
poniendo 50ml de vino en cada uno, inoculando la cepa correspondiente y dejando
que transcurriera la FML 14 dias.

Se realizaron analisis mediante cromatografia de papel de la evoluciéon de la FML
como meétodo cualitativo y mediante un analisis enzimatico usando el kit de acido
malico (Tecnologia Difusion ibérica S.L.) como método cuantitativo.

5.6. Analisis bioquimicos
5.6.1. Analiticas del vino inicial

Como se explica a continuacién, se realizaron hasta un total de 5 analiticas al vino
inicial:

- Determinacion de azucares residuales mediante el Método Rebeleim:
basada en la oxidacion de los azUcares reductores mediante una disolucién de
cobre divalente, en medio alcalino y en ebullicion.

- Determinaciéon del pH mediante un pHmetro. Se basa en la diferencia de
potencial de una solucion a partir de un potencial de referencia.

- Determinacion de la acidez total en vinos mediante el Método
potenciométrico: La acidez total es la suma de todas las acideces valorables,
cuando se lleva al vino a pH 7 por adicion de una solucion alcalina valorada.

El &cido carbénico y el anhidrico sulfuroso libre y combinado, no estan
comprendidos en la acidez total.

- Determinacion del anhidrido sulfuroso libre, realizado con un medidor de
S0, (SO,-matic 23, Crison): su determinacién se basa en la liberacion de SO,
libre y total que tiene un vino.

- Determinacion del grado alcohélico mediante una ebullometria: se basa
en la diferencia existente entre los puntos de ebulliciéon del agua y el alcohol.

5.6.2. Determinacion de la cantidad de acido malico
5.6.2.1 Cromatografia de papel

Se realiz6 primero una cromatografia de papel del vino inicial antes de ser inoculado y
cromatografias de papel de los 30 matraces los dias 0, 4, 6, 12 y 14. Este método
consiste en colocar una pequefa cantidad de vino en el extremo de un papel de
cromatografia de papel; éste se introduce en una solucion de desarrollo, habitualmente
algun disolvente organico saturado con una solucién acuosa. La porcion acuosa del
sistema disolvente forma una fase inmoévil a medida que es absorbida por el papel; la
parte organica sirve para extraer el acido de la fase acuosa. Para evitar que los
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disolventes se evaporen (mal desarrollo del cromatograma) las tiras de papel deben
estar en un recipiente cerrado saturado con el vapor del disolvente.

5.6.2.2 Kit de acido malico

Método enzimatico cuyo principio es que la enzima L-malato deshidrogenasa (L-MDH)
cataliza la oxidacién del acido L-malico a oxalacetato con la reducciéon concomitante
del nicotinamida adenina dinucleétido. El incremento en la absorbancia a 340 nm
debido a la formacién de NADH es directamente proporcional a la concentracion del
acido L-malico en la muestra. Se uso el kit para la determinacion enzimatica de acido
malico (Tecnologia Difusion Ibérica, S.L), siguiendo las instrucciones del fabricante
con pequefas modificaciones adaptadas a nuestro ensayo.

La concentracion de acido malico se calcula mediante la realizacién de una recta
patron con un estandar de acido malico (Tecnologia Difusion Ibérica, S.L).

5.7 Analisis estadisticos

Después del seguimiento del crecimiento bacteriano en medio liquido y realizar la
curva de crecimiento, se realizé la prueba t de Student con los datos obtenidos a las
72h (momento en el que el crecimiento era maximo para las bacterias) para evaluar la
diferencia de crecimiento entre el medio MLO modificado y los medios MLO
modificados con la ausencia de algun nutriente. Esta prueba consiste en valorar la
diferencia significativa de las matrices de dos grupos, confrontando el MLO modificado
con los medios MLO modificados con ausencia de algun nutriente.
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6- Resultados y discusion

6.1 Eleccion de las modificaciones

Tras la revisién bibliografica, se concluyé que las modificaciones en el medio de cultivo
a estudiar son la eliminacion de estos componentes: i) cisteina; ii) citrato; iii) fructosa y
iv) azucares.

Se eliminaron estos componentes para acondicionar a O. oeni a situaciones de estrés
debido a las falta de estos nutrientes y ver su comportamiento. Como se ha descrito en
la bibliografia, el comportamiento de O. oeni ante distintas concentraciones de glucosa
y fructosa influye en su crecimiento, siendo 6ptimo con la mezcla de estos dos
componentes. O. oeni realiza una cofermentacién del citratro con los azucares para
formar acido malico y es usado en fermentaciones secundarias; ademas en estudios
anteriores, se indicd que la omision del citrato de diamonio resultaba inadecuado para
el crecimiento de O. oeni ya que necesitaban mas de 10 dias para crecer (Alvarez,
2017).

La L-cisteina interviene en la produccion de aminoacidos que inciden en los aromas y
es considerado como un aminoacido esencial para el crecimiento de O. oen.

Una vez descritos y seleccionados las modificaciones del medio de cultivo, se procedio
a evaluar mediante diferentes ensayos el crecimiento de O. oeni en laboratorio con los
cambios elegidos. Tras esto, en funcién de los resultados obtenidos, se realizara una
mejora o modificacion en el medio de cultivo que resulte mas efectivo para la bacteria.

6.2. Identificacion y seguimiento de microorganismos

Durante todo el proceso se realizO un seguimiento diario al microscopio para
comprobar que las muestras no estuvieran contaminadas ya que no se habia usado
antibioticos en los medios de cultivo, descartandolos debido, entre otras razones, a su
elevado coste. Un problema muy importante en todo el proceso fue la convivencia en
el laboratorio con estudios con levaduras, lo que hizo mas facil la contaminacion en
repetidas ocasiones de las muestras, obligando a reiniciar el proceso de la primera
prueba una y otra vez, asi como a probar distintas formas de cultivo hasta que
finalmente se logré un desarrollo de las bacterias en ausencia de levaduras.

6.2.1 Tincién de Gram

En la figura 1 se muestran dos imagenes de la visualizaciéon al microscopio con el
objetivo de 40x, donde se pueden observar microorganismos de pequefio tamafo
indicando que se tratan de bacterias y se descarta la presencia de levaduras. Estan
tefiidas con azul de metileno para facilitar su observacién al microscopio.
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Figura 1: Visualizacion al microscopio de las cepas de Oenococcus oeni con tincion de la cepas a)
CECT 217 y b) CECT 4759. Como se puede observar, los Unicos organismos que hay en las figuras son
bacterias.

6.2.2 Prueba de la catalasa

Los resultados obtenidos al realizar esta prueba ratificaron que las dos cepas tenian
actividad catalasa negativa, descartando que se hubiera producido una contaminacion
por bacterias acéticas (catalasas positivas), confirmando, por tanto, que eran bacterias
lacticas.

6.3 Crecimiento bacteriano

6.3.1 Crecimiento en medio sélido

Los experimentos se llevaron a cabo primero en medio sélido y posteriormente en
medio liquido.

En medio sdlido se pudo comprobar que habia diferencias de crecimiento entre cepas,
empezando a ser visibles el 4° dia de crecimiento, cuando empezaron a aparecer
colonias blanquecinas aisladas en las placas, asi como que en ambas cepas dichas
colonias tardaron en aparecer en el medio sin azucares y sin citrato. Al 82 dia,
practicamente en todas las placas las colonias habian constituido estrias, mientras que
en las placas con el medio sin citrato y sin azucares casi no habian aparecido.

En la figura 2 se puede observar el crecimiento al 9° dia de la cepa CECT 217, el cual
ya ha finalizado, y se aprecian diferencias de crecimiento entre la placa con el medio
MLO modificado (todo) y el resto de placas con ausencia de algun nutriente, siendo
menor, en estos Ultimos casos, el crecimiento. La ausencia de cisteina parece haber
presentado mas dificultados para que O. oeni se desarrolle correctamente.

En la figura 3, observamos que la cepa CECT 4759 muestra también diferencias entre
las placas del medio con todos los nutrientes y las placas en las que existe ausencia
de algun nutriente. En comparacion con la cepa CECT 217 con falta de fructosa o con
ausencia de azucares, la cepa CECT 4759 parece haber desarrollado un menor
crecimiento que la CECT 217.
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N\

Figura 2: comparacion del maximo crecimiento de Oenococcus oeni de la cepa de la CECT 217 en los
medios a) MLO sdlido modificado, b) MLO soélido modificado sin citrato, ¢) MLO soélido modificado sin
cisteina, d) MLO sdlido modificado sin fructosa y €) MLO sélido modificado sin aztcares.

Figura 3: comparacion del méaximo crecimiento de Oenococcus oeni de la cepa de la CECT 4759 en los
medios a) MLO sdélido modificado, b) MLO soélido modificado sin citrato, ¢) MLO soélido modificado sin
cisteina, d) MLO sdlido modificado sin fructosa y €) MLO sélido modificado sin aztcares.

Posteriormente se realizd el ensayo en medio liquido donde se monitorizé diariamente
mediante la determinacion de la absorbancia a 600nm.
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6.3.2 Crecimiento en medio liquido

Remarcar que dicho ensayo se tuvo que repetir varias veces debido a problemas de
contaminaciones con levaduras, ya que partiamos de un medio sin antibidticos y se
convivia en un ambiente donde se estaban estudiando levaduras simultaneamente.

Finalmente se pudieron obtener los siguientes resultados:
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Figura 4: Curvas de crecimiento de Oenococcus oeni de la cepa de la CECT 217 y su desviacién
estandar medidas a una D.O de 600nm, siendo cada punto la media de los triplicados.
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Figura 5: Curva de crecimiento de Oenoccus oeni de la cepa de la CECT 4759 y su desviacién
estandar medidas a una D.O de 600nm, siendo cada punto la media de los triplicados.

Como podemos ver tanto en la figura 4 como en la 5, las bacterias experimentan
cambios de crecimiento dependiendo del medio de cultivo. Es significativo, sobre todo,
el poco crecimiento que desarrolla O. oeni en ausencia de azucares, razon por la cual
se decide eliminar durante el ensayo de la FML.
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También se observa que en los medios con ausencia de fructosa tienen un crecimiento
mas lento. Ambas cepas demuestran tener un escaso crecimiento en el medio con
ausencia de cisteina. Sin embargo, en el medio con ausencia de citrato hay claras
diferencias entre cepas: en la cepa 4759, como vemos en la figura 5, no parece influir
la ausencia de este nutriente mientras que en la cepa 217, figura 4, el crecimiento es
mas lento, como sefialaban estudios anteriores (Alvarez, 2017).
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Figura 6: Curva comparativa del crecimiento de Oenoccus oeni de la cepa de la CECT 217 y de la
CECT 4759 y su desviacion estandar medidas a una D.O de 600nm.

En la figura 6, observamos mas faciimente las diferencias existentes entre cepas y
nutrientes eliminados. Ambas cepas demuestran su maximo de crecimiento en el
medio con todos los nutrientes, sin embargo, la cepa 4759 presenta un buen
crecimiento en el medio con ausencia de citrato superando a la cepa 217 en el medio
con todos los nutrientes. La ausencia de citrato en la cepa 217 retrasa su crecimiento,
demostrando lo comentado en ensayos anteriores (Alvarez, 2017). El minimo lo
presentan ambas cepas en ausencia de azucares con valores similares de
crecimiento, demostrando ser un complejo de nutrientes necesario para su desarrollo.
La falta de cisteina afecta al crecimiento de ambas cepas negativamente. En ausencia
de fructosa ambas cepas desarrollan un crecimiento mas lento, presentando ambas la
misma evolucion.

Los resultados obtenidos parecen concordar con la diferencia en las necesidades
nutricionales entre cepas bacterianas descritas por otros autores (Terrade, 2009).

Como se puede observar en las figuras 4-6, el maximo de crecimiento en la mayoria
de los casos se alcanza a las 72h, a partir de este punto la concentracién de bacterias
comienza a descender.
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Comparacion Crecimiento
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Figura 7: Medidas comparativas del crecimiento de Oenococcus oeni de las cepas de la CECT 217 y
de la CECT 4759 a las 72h, momento en el que alcanzan su maximo crecimiento en los medios de MLO
modificado, MLO modificado sin citrato, MLO modificado sin cisteina, MLO modificado sin azicares y
MLO modificado sin fructosa, medidas a una D.O. de 600nm. Las diferencias estadisticamente
significativas en el crecimiento con respecto al MLO modificado (todo) de cada cepa se analizaron
mediante la prueba t de Student (*p<0,05)

En la figura 7 podemos observar una representacion de la comparacion a las 72 h
(cuando la mayoria de las muestras han alcanzado el maximo de crecimiento), entre
cepas, del crecimiento en las distintas condiciones. Al realizar la prueba t de Student
(T-test) las diferencias de crecimiento a las 72h si eliminamos ciertos nutrientes se
hace evidente. También se puede ver con mas claridad lo dicho para las figuras 4-6:
no hay crecimiento relevante en el medio sin azucares.

Por otra parte, con respecto a las diferencias entre cepas, el T-test confirma que hay
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las cepas en el medio con
ausencia de citrato. Por lo tanto, la Unica diferencia en las necesidades nutricionales
entre cepas en las condiciones ensayadas se encuentra al eliminar citrato del medio
de cultivo.

Al comprobarse que O. oeni no se desarrolla correctamente en el medio sin azucares,
se decidio eliminar esta condicion en la prueba siguiente, la FML.
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6.4 Desarrollo de la FML
6.4.1 Vino inicial

Al vino inicial se le hicieron las siguientes analiticas:

- Acido malico determinado con la cromatografia de papel y con el
método enzimatico del kit de acido malico: 3,6g/L de acido malico.

- Azucares residuales determinados con Rebeleim para comprobar
que el vino habia terminado la FA: 0,55 g/L de azucares residuales.

- pH medido con el pHmetro: 3,97.

- Acidez total determinado mediante una reaccion acido-base: 7,4 g/L
de acido tartarico.

- Sulfuroso libre determinado gracias al SO,-matic: 16,5 mg/L.

- Grado alcohdlico determinado mediante una ebullometria:
13'15%vol.

A continuacion, en la figura 8, se puede ver la imagen correspondiente a la
cromatografia de papel del vino inicial. Como se puede observar, las tres manchas del
vino muestran que este tiene entre 2 y 4 g/L de acido malico. Lo que nos indica que
nuestras bacterias pueden realizar la FML.

Figura 8: Resultado de la cromatografia de papel del vino inicial antes de inocular, con las
muestras patrén (concentraciones de 0,5 a 4 g/L de acido malico y tres muestras del vino inicial.
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6.4.2 Determinacién del acido malico por cromatografia de
papel

Se inoculé a ese vino inicial con las bacterias previamente acondicionadas y se hizo
un seguimiento por cromatografia de papel de la evolucion de la FML.

Tabla 1: Clave utilizada en las cromatografias de papel para identificar las muestras.

1. Control + 1 16. 2175 Sin Citrato

2. Control + 2 17. 2175 Sin Cisteina

3. Control + 3 18. 2175 Sin Fructosa

4. Control — 1 19. 4759, Todos los nutrientes
5. Control — 2 20. 4759, Sin Citrato

6. Control - 3 21. 4759, Sin Cisteina

7. 217, Todos los nutrientes 22. 4759, Sin Fructosa

8. 217, Sin Citrato 23. 4759, Todos los nutrientes
9. 217, Sin Cisteina 24. 4759, Sin Citrato

10. 217, Sin Fructosa 25. 4759, Sin Cisteina

11. 217, Todos los nutrientes 26. 4759, Sin Fructosa

12. 217, Sin Citrato 27. 4759; Todos los nutrientes
13. 217, Sin Cisteina 28. 4759, Sin Citrato

14. 217, Sin Fructosa 29. 4759; Sin Cisteina

15. 217; Todos los nutrientes 30. 47595 Sin Fructosa

Los ensayos se realizaron con cuatro condiciones y tres repeticiones por cada cepa, a
lo que anadimos tres controles positivos (vino inicial inoculado con la cepa VP41 de O.
oeni, los cuales finalmente se descartaron debido a un crecimiento inexistente ya que
vemos que no hay un descenso en las concentraciones de acido malico) y tres
controles negativos (el vino inicial sin inocular). Con estos datos se realiz6 la clave
para identificar las muestras en las cromatografias de papel (tabla 1).

En la figura 9 se muestran los resultados de las cromatografias de papel realizadas a
las muestras de vino el 4° dia de FML. Como se puede observar hay muestras donde
queda poco contenido en acido malico, indicando que se encuentran cercanas a
finalizar la FML. Sin embargo, se han sefialado aquellas que todavia tenian altas
concentraciones de acido malico. Estas marcas coinciden con aquellas muestras cuyo
medio de cultivo estaba modificado para no tener citrato, para acondicionarlas a su
falta. Sefalar que, durante el acondicionamiento previo a la inoculacion, las muestras
que habian crecido menos habian sido los medios sin citrato.
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Figura 9: Resultado de la cromatografia de papel de las muestras del dia 4, con las muestras patrén
(concentraciones de 0,5 a 4 g/L de acido malico).

Comprobamos que, aparentemente, practicamente todas las muestras han acabado la
FML a dia 6 menos las muestras 8, 12 y 16, que se corresponden con los medios que
no tenian citrato de la cepa 217, sin embargo, en la cepa 4759 todas las muestras han
finalizado FML (fig. 10).
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Figura 10: Resultado de la cromatografia de papel de la muestras del dia 6, con las muestras
patron (concentraciones de 0,5 a 4 g/L de acido malico).

Finalmente, en las cromatografias de papel realizadas el dia 12, todas las muestras
han finalizado la FML (fig. 11).
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Figura 11: Resultado de la cromatografia de papel de la muestras del dia 12, con las muestras patrén
(concentraciones de 0,5 a 4 g/L de acido malico).
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6.4.3 Determinaciéon enzimatica del acido malico

Debido a que las cromatografias de papel sélo eran un método cualitativo de la FML,
se decidi6 hacer una determinacion enzimatica como método cuantitativo de la
evolucion de las concentraciones del acido malico en el vino con el paso de los dias y
apreciar mejor las diferencias en la evolucion de las concentraciones de acido malico
dependiendo de la condicién estudiada.

Las graficas que hay a continuacion son una representacion de la evoluciéon de dicho
acido malico determinado con el método enzimatico.

4 K
= ;
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€
fg 2,5 \ === Control
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) —8—217 Todo
©
;§ 15 \ T T 217 Sin Citrato
£ \ * | =217 Sin Cisteina
3 1 \,
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Figura 12: Medidas comparativas del desarrollo de la FML por Oenococcus oeni de la cepas de la CECT
217 acondicionadas en los medios de MLO modificado (todo), MLO modificado sin citrato, MLO

modificado sin cisteina y MLO modificado sin fructosa cotejados con el control negativo (vino sin inocular),
medidas a 340nm.
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Figura 13: Medidas comparativas del desarrollo de la FML por Oenococcus oeni de la cepas de la CECT
4759 acondicionadas en los medios de MLO modificado (todo), MLO modificado sin citrato, MLO
modificado sin cisteina y MLO modificado sin fructosa cotejados con el control negativo (vino sin
inocular), medidas a 340nm.

Se puede observar que los resultados obtenidos en las figuras 9 y 10 se corresponden
con los obtenidos en las figuras 12 y 13: hay un desarrollo mas lento en aquellas
muestras a las que se les habia acondicionado a un medio sin citrato. También se
confirma que hay pequefas diferencias entre cepas como se habia demostrado en las
pruebas de crecimiento en medio liquido. Sin embargo, no se ven diferencias
significativas a la hora de realizar la FML, la mayoria termina FML a los 4-6 dias.

El control negativo, a pesar de no haber sido inoculado, presenta un ligero descenso
de su contenido de acido malico debido a la posible presencia de bacterias en el vino
inicial ya que este no se esteriliz6 como se ha indicado anteriormente.

Lucia Garcia Saez 24 de 27
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, CAMPUS DE PALENCIA; Grado en Enologia



Determinacion de las necesidades nutricionales de O. oeni para su cultivo en el laboratorio

7- Conclusiones

Las conclusiones de este estudio, tras la revision bibliografica y los ensayos realizados
en el laboratorio, se resumen a continuacion:

1. Hay variaciones en el crecimiento de O. oeni cuando se eliminan nutrientes en
el medio MLO que dependen del nutriente eliminado y la cepa utilizada.

2. El medio MLO sin los azucares no resulta adecuado para el desarrollo y
crecimiento de O. oeni.

3. En los casos estudiados de O. oeni, no parece haber mejora en la FML si
acondicionamos las bacterias eliminando componentes.

4. Para las cepas estudiadas, el crecimiento previo de las bacterias en los medios
ensayados apenas afecta al desarrollo de la FML, excepto en ausencia de
citrato. Posibilidad de futuros ensayos que estudien y reafirmen estas
conclusiones.

5. En relacién con las necesidades nutricionales, se confirma que hay diferencias
entre cepas. Necesidad de futuros estudios que profundicen en las
necesidades nutricionales.

Una vez expuestas estas conclusiones, mi reflexién personal es senalar, primero, la
complejidad de este ensayo por la dificultad que tienen las bacterias en si, para
desarrollarse, y mas, compitiendo en un ambiente con levaduras. Por ello, la prueba
del crecimiento bacteriano en medio liquido hubo de repetirse hasta en tres ocasiones
al aparecer contaminaciones tanto en los controles como en las muestras al tercer dia
de los ensayos.

Con relacién al estudio en si, el ensayo ha demostrado que, tan sélo ante la falta de
citrato, la cepa 4759 se desarrolla sin problemas, demostrando asi que los azucares
son determinantes para O. oeni, y que tanto la presencia de cisteina como de fructosa
mejoran su crecimiento. También se ha demostrado las diferencias nutricionales entre
cepas. Ante esto, las perspectivas de futuro son:

- una profundizacion en estas diferencias nutricionales, como por ejemplo, variando la
concentracién de citrato, cisteina y fructosa,

- una investigacion del desarrollo de O. oeni en ausencia de otros nutrientes, con la
posibilidad de abaratar los costes de la preparacion de los medios de cultivo sin influir
negativamente en el crecimiento de las bacterias,

- su influencia a la hora de realizar la FML vy,

- la posibilidad de analizar los vinos finales con el fin de estudiar su efecto sobre las
aminas bidégenas.
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